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OZET

Donmez D. Marketlerden Toplanan Tereyaglarindaki Aflatoksin M1 Miktarinin Mevsimsel
Olarak Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2023.

Mikotoksinler tarladan tiiketime tiim asamalarda, nem ve sicakliga bagli olarak olusan
Aspergillus, Penicillium, Fusarium cinsi bazi kiifler tarafindan olusturulan sekonder
metabolitleridir. Aflatoksin M1 (AFM1); aflatoksin B1 (AFB1)’le kontamine olan yemle
beslenen hayvanlarin siitlerinde bulunan hepatokarsinojenik bir metabolit olup; pastdrizasyona
ve sterilizasyona direglidir, bu sebeple AFM1 bulunan siitlerden elde edilen siit iirlinlerinin
timii toksin igerir. Bunun yaninda, bu {irlinlerde AFM1 diizeyleri mevsimsel degisiklikler de
gosterir. Bu sebeple yapilan bu calismada Tiirkiye’deki yasal toksin sinir1 (50 ng/L) temel
almarak ¢esitli marketlerden 42’si kis ve 42’si ilkbahar mevsiminde toplanan 84 tereyagi
orneginde AFM1 diizeyleri belirlenmistir. Incelenen 84 tereyagi drneginin 79’ unda (%94)
farkli diizeylerde AFM1 varlig1 saptanirken, bu orneklerinin 67’sinde (%79,7) yasal sinirin
asildig1 belirlenmis ve bes (%5,9) ornekte toksine rastlanmamistir. Sonuglar mevsimsel agidan
degerlendirildiginde, kis mevsimine ait 42 tereyagi orneginin 37’sinin (%88,1) saptanabilir
diizeylerde AFMI ile kontamine oldugu belirlenmis ve 6rneklerin 32’sinde (%76) sinir degerin
(0,05ng/L) asildigr goriilmiigtiir. Bes Ornekte ise smir degerinin altinda AFM1 saptanirken
(%12), bes Ornekte (%12) toksine rastlanmamustir. Ilkbahar mevsiminde toplanan tereyagi
ornekleri degerlendirildiginde, 42 tereyagi 6rneginin tiimiinde (%100) cesitli diizeylerde AFM1
belirlenmistir. Otuz bes drnekte sinir degerinin asildigi (%83.3) saptanirken, 6rneklerin 10’ unda
(%23,8) ¢ok yiiksek diizeyde (>100,00) toksin belirlenmistir. Yedi (%16.6) ornekte sinirin
altinda AFM1 saptanmustir. Calisma sonucunda, tereyaglarinda belirlenen AFM1 diizeylerinin
ciddi halk saglig1 sorunu olusturabilecegi, bu duruma sebep olabilecek hayvan yemlerinin AFB1
diizeylerinin ve bu yemlerin saklandigi depo kosullarimin diizenli kontroliiniin saglanmasi
gerektigi diisiiniilmiistiir. Ilkbaharda toksin diizeylerinin kis mevsimine gore daha yiiksek
olmasi, hava kosullar1 nedeniyle hayvanlarin meraya c¢ikamadigi ve hala depo yemlerle

beslenmis olabilecekleri seklinde yorumlanmustir.
Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Aspergillus, Mikotoksin, AFM1, Tereyagi

Bu ¢alisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Proje No:38296
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ABSTRACT

Do6nmez D. Seasonal Investigation of Aflatoxin M1 Amount in Butter Collected from Markets.
Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Medical Microbiology. Master
Thesis. Istanbul, 2023.

Mycotoxins are secondary metabolites produced by some molds of the genus Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, which are formed in all stages from field to consumption, depending on
humidity and temperature. Aflatoxin M1 (AFM1) is a kind of hepatocarcinogenic metabolite
found in the milk of animals fed with feed contaminated with aflatoxin B1 (AFB1); resistant to
pasteurization and sterilization, so all dairy products made from milk containing AFM1 also
contain toxin. In addition, AFM1 levels in these products also show seasonal variations.
Therefore, in this study, AFM1 levels were determined in 84 butter samples collected from
various markets, 42 in winter and 42 in spring, based on the legal toxin level (50 ng/L) in
Turkey. While different levels of AFM1 were detected in 79 (94%) of 84 butter samples
examined, the legal limit was found to be exceeded in 67 (79.7%) of these samples, and no
toxin was found in five (5.9%) samples. When the results were evaluated seasonally, it was
determined that 37 (88.1%) of 42 butter samples collected in winter were contaminated with
detectable levels of AFM1 and the legal limit value (0.05ng/L) was exceeded in 32 (76%) of the
samples. While AFM1 was found below the cut-off value in five samples (12%), no toxin was
found in five samples (12%). When butter samples collected in the spring were evaluated,
various levels of AFM1 were determined in all 42 butter samples (100%). While it was
determined that the legal limit value was exceeded in 35 samples (83.3%), very high levels of
toxin (>100.00) were detected in 10 (23.8%) samples. In seven samples AFM1 was detected
below the legal limit (16.6%). Consequently the study, it was observed that the AFM1 levels
detected in butters could pose a serious public health problem and therefore, it was thought that
AFBI1 degrees in animal feeds also storage conditions of feed and products should be checked
regularly. The fact that the toxin amounts were higher in the spring than in the winter was
interpreted as the animals could not go out to the pasture due to weather conditions and they still

may have been fed with stored feed.
Key Words: Aflatoxin, Aspergillus, Mycotoxin, AFM 1, Butter

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.38296



1.GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, 0Ozellikle tahillarda filamendz mantar tiirleri tarafindan
olusturulan diisiik molekiil agirhigina sahip ikincil metabolitlerdir. Bu bilesiklerle
kontamine olmus gidalar ve yemler, insan ve hayvan sagligina zararlidir [1]. Yirminci
yiizyilin ortalarima kadar, hayvan ve insanlarin tiikettigi gidalarda mantarlarin zararh
rolii iizerine ¢ok fazla calisma yapilmamistir. Aspergillus flavus taratindan olusturulan
toksinin kesfedilmesine ve aflatoksin olarak isimlendirilmesine yol agan turkey X
hastalig1 (hindilerin X hastalig1) sebebiyle, Ingiltere'de binlerce hindinin &liimii
sonucunda 1960'lh yillarda mikotoksin ¢alismalar1 artmistir [2]. O tarihten bu yana ¢ok
fazla mikotoksin tiirii kesfedilmis ve giliniimiize kadar sayilar1 yaklasik 500’1 bulmustur
[3]. Giinlimiizde yapilan c¢alismalar incelendiginde, kiiresel 1sinma, daha yiliksek
sicakliklar, daha diisiik yagis orani, su kitligi, kuraklik, sel ve atmosferdeki daha yiiksek
karbondioksit miktar1 sonucunda verimin diistiigii, mikotoksin kontaminasyon

oranlarinin arttig1 ve olusan hastalik sikliginda artis oldugu goriilmektedir [4].

Aflatoksinler (AF), okratoksinler (OTA) ve fumonisinler halk sagligini tehdit
eden baslica mikotoksinlerdir. En sik karsilagilan mikotoksinler Aspergillus spp.
tarafindan olusturulan aflatoksin, okratoksin A ve patulin, Penicilium spp. tarafindan
olusturulan fumonisin, zearalenon (ZEN), T-2 ve HT-2 toksinleri gibi trikotesenler ve
deoksinivalenol (DON) ile Claviceps purpurea tarafindan olusturulan ergot alkaloidleri
(EA) dir. Mikotoksinler, maruz kalma derecesine ve klinik belirtilere bagli olarak akut,
subakut veya kronik olabilen mikotoksikoz olustururlar. Aflatoksinlerin viicutta
mutajenik, kanserojen, teratojenik ve immiinosupresif yan etkileri vardir. AFBI,
aflatoksinler i¢inde en toksik olandir ve Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi
tarafindan yapilan siniflandirmada Grup 1, AFM1 ise Grup 2 karsinojen olarak
bildirilmistir [5]. Bilhassa A. flavus ve A. parasiticus ve de nadiren A. nomius 'un
olusturdugu aflatoksinleri AFB1, AFB2, AFGIl, AFG2, AFM1 ve AFM2 olarak

siniflamak miimkiindiir [6].

Aflatoksin M1 (AFM1); aflatoksin B1 (AFBI1) ile kontamine olan yemleri
tilkketmis olan hayvanlarin siitlerinde goriilen, hepatokarsinojenik etkisi bulunan bir
metabolittir. AFM1, AFBI1' in hidroksillenmis ara iiriiniidiir. AFB1 ile kontamine olan

yemlerle beslenen hayvanlarda AFB1 metabolize olarak, AFMl1'e doniisiir. Besinle
alman AFB1’in yaklasik %0,3- %6,2 ‘si siitlerde AFM1 olarak bulunur. AFMI,



sterilizasyona ve pastdrizasyona direnglidir, bundan dolayr AFMI igeren siitlerden
olusan tiim iirlinler bu toksini bulundurur. Bu nedenle 6zellikle siit ve siitten elde edilen

tirtinlerin AFM1 analizi ve incelenmesi giinlimiizde 6nem kazanmistir [7].

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), diinyadaki mahsullerin
takriben %25'inde mikotoksin bulaginin oldugunu belirtmistir. Bu sebeple, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’ nde bulunan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA), Avrupa Bitligi
(AB) ve diinyadaki {ilkelerin bircogu, kontaminasyonu azaltmak ve Oniine gegebilmek
icin gidalardaki ve yemlerdeki mikotoksinler i¢in bazi limitler belirlemistir [8]. Tiirk
Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi'nde yayinlanan siit iiriinlerinde AFM1 limit
degeri; siitte ve siit bazli tirlinlerin tiretimindeki stitte 0.05ug/kg, peynirlerde 0.25ug/kg,
siit tozunda 0.5ug/kg, bebek mamasi ve devam siitlerinde 0.020ug/kg’ dir [9].

Mevsimsel ve iklimsel degisiklikler, birincil iiretimden tiiketime kadar gida
zincirinin belirli asamalarinda gida giivenliginde tehlike olusturabilir. Bircok bilim
insani, havanin ve mevsimlerin aflatoksin olusumu tlizerindeki etkisini kabul eder [10].
Uygun sicaklik, nem ve su aktivitesi, mikotoksinlerin {iretimi i¢in biiylik Oneme
sahiptir. Biiylik ¢ogunlukla serin veya iliman iklimlerde sicaklik artarsa, aflatoksin
bulas olasilig1 da artar. Mevsimsel degisikliklerin yem ve siit tiriinlerindeki mikotoksin
konsantrasyonuna  etkisi  {lizerine  yapilan  bircok  calisma,  mikotoksin
konsantrasyonlarinin kis mevsiminde arttigin1 ve yaz mevsiminde azaldigin1 ortaya
koymustur. Mera, ot, yabani ot ve yesil yem gibi taze yemlerin varligi nedeniyle,
konsantre yemlemenin daha uygun oldugu kis mevsimine kiyasla yaz aylarinda siit
tiriinlerindeki AFM 1 seviyeleri diisiiktiir [11]. Depolama tesislerinin kontrol edildigi
alanlarda hasat sonrasi kontaminasyon ihtimalinin Oniine ge¢cmek miimkiindiir [6].
Giiniimiizde, kiiresel 1sinmanin etkileri ve cevresel degisiklikler, mahsul zararlilar ve
patojenlerinin artis1 ve diinyaya yayilimi endiseleri artirmis ve mikotoksinleri gida ve

yem gilivenliginde oncelikli risklerden biri haline getirmistir [8].

Mikotoksinler kimyasal yapilar itibariyle farkli bilesik siniflarina sahiptir, bu
durum mikotoksinlerde bulasin belirlenmesini giiglestirir. Ancak, gida giivenliginin
korunmasi ve gida kaynakli zehirlenmelerin kontrol altinda tutulmasi i¢in mikotoksin
teshisi olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle farkli analizler gelistirilmistir. Tan1 amaciyla
gelistirilen ve kullanilan ydntemlerden birkaci; ince Tabaka Kromatografisi (ITK),

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC), Enzim Baglanmis Immunoabsorbant



yontemi (ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometresi (GC/MS), Kolon Kromatografisi, Enzim Aktivitesine Bagli Olan
Immunoteknik (Enzyme Multiplied Immunotechnique/EMIT)’ dir. Mikotoksin
tiirlerinin tamami i¢in uygulanabilecek tek bir analiz yontemi bulunmamaktadir. Analiz
cesitleri mikotoksin tiiriine ve analiz edilecek besinin tiiriine gore degisiklik
gostermektedir [12-14]. Ancak, yemlerde mikotoksinleri arastirmak i¢in immiin
enzimatik ve kromatografik analiz gibi kalitatif ve kantitatif yontemler kullanilmaktadir
[15]. Siit ve siit tirlinlerinde aflatoksin M1 miktarin1 belirlenmesi i¢in ELISA yontemi
en ¢ok tercih edilenidir; bu yontem kolay uygulanabilir bir yontemdir ve duyarlilig
yiiksektir. Antikora baglanmis enzim aktivitesinin aragtirilmasi temeline dayanan
kantitatif bir 6l¢iimdiir. Kompetatif ELISA yonteminde ise, yiizey yapisi arastirilan
toksine 6zel antikorlarla kaplanmis 6zel plaklar kullanilir ve yontemin ¢alisma metodu
serbest antijenlerin ve isaretlenen antijenlerin antikorlara karsi yarigmasina dayanir.

Sonuglar standart gruplar ile karsilagtirilarak degerlendirilir [16].

Bu c¢alismada 42’si kis mevsiminde (ocak-subat) ve 42’si ilkbaharda (mayis)
olmak tizere marketlerden farkli lot numaralarina sahip 84 tereyagi 6rnegi toplanmis ve
orneklerdeki AFMI1 diizeylerinin mevsimsel degisiklik gosterip gostermedigi
kompetatif =~ ELISA  yontemiyle  (Biopharm  Ridascreen  Aflatoxin = Ml
(Darmstadt/Germany) (Art No: R1121) arastirilmistir. Mevcut yasal toksin diizeyleri
gdz Oniinde bulundurularak, beslenmemizde biiyilk Oneme sahip tereyaglarinda
potansiyel bir risk olup olmadig1 ve toksin miktarlarinin mevsimlere gore degiskenligi

gosterilmis ve epidemiyolojik verilere fayda saglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinlerin Tarihcesi

Mikotoksinler, toksijenik hiflerin ¢ok diisiik molekiil agirligina sahip (<700)
olan ikincil metabolitleridir. Gidalar ve yemler hasat Oncesi, sonrasi ve depolanma
asamalarinda kontaminasyona karsi oldukc¢a hassastirlar. Aspergillus spp., Claviceps
spp, Fusarium spp. ve Penicillium spp. gibi cesitli firsat¢g1 patojen mantarlar, uygun
cevre kosullarinda gida maddelerinde hizlica iireyerek “mikotoksin” olarak adlandirilan
metabolitleri liretirler. "Mikotoksin", "mantar" anlamina gelen "mukos" veya "mykes"
ve "zehir" anlaminda kullanilan toksikon olmak tizere iki Yunanca kelimenin bir araya
gelmesiyle olugsmustur. Bu toksinler yalnizca toksik degil, ayn1 zamanda teratojenik,
mutajenik ve kanserojendir. Yirminci ylizyilin ilk yarisinda yemlerde ve gidalarda
mantarlarin neden oldugu hastaliklara iligkin bircok arastirma yapilmasia ragmen,
mikotoksinlerin insan ve hayvan hastaliklarindaki 6nemi ancak daha yakin zamanlarda
ortaya c¢ikmistir. "Mikotoksikoz" kelimesi ilk kez 1952'de bir hayvan hastalig
calismasinda gegmistir [17]. Ingiltere'de 1960 yilinda 100.000 hindinin Sliimiiniin
ardindan aflatoksinlerin kesfi, modern mikotoksin arastirmalarinin miladi olmustur.
Aflatoksinler, 1960 yilinda turkey X hastaliginin (hepatik nekroz) nedeni olarak
tanimlanmistir [18]. ikinci Diinya Savasimin (1940- 1950) ilk yillarinda, Rusya'da
insanlarda 6liimciil hastaliklar meydana gelmis, bu 6zel durum nekrotizan, hemorajik ve
merkezi sinir sistemi ile iliskili olan “Sindirimle Iliskili Zehirli Aleukia” (ATA) olarak
adlandirilmigtir. Daha sonralari, bu O6liimciil hastaligin, hasat edilen tahillarin kiif

kontaminasyonu ile iliskili oldugu ve 6liimle sonuglandig1 anlagilmistir [19].

Tiirkiye aflatoksin sorunuyla ilk defa 1967 senesinde Kanada’ya ihracati1 yapilan
findik i¢lerinin neredeyse 10 ton kadarmnin geri gonderilmesiyle tanigmistir. Amerika
Birlesik Devletleri’ne ihracati yapilan antep fistiklar1 ile 1972, 1974 yillarinda, hem
ABD hem de Danimarka’ya ihra¢ edilen kuru incirlerle 1973 ve 1974 yillarinda
sorunlar yasanmistir. Yasanan bu olumsuzluklar mikotoksikozun sagliga zararh
etkilerinin yaninda bir de ekonomik ag¢idan biiylik 6neme sahip oldugunu gostermistir

[20].



2.2. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksinler, kiifler tarafindan dogal olarak iiretilen ve gida ve yemleri
kontamine eden ikincil metabolitlerdir. Kimyasal kontaminantlar arasinda
mikotoksinlerin 6nemli bir yeri bulunmaktadir [21]. Mikotoksinler arasinda en toksik
metabolik yan {iriinler olan aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
tarafindan olustururlar [22]. Gidalarda aflatoksin olusumu kag¢inilmazdir ve g¢evresel
faktorlerden etkilenirler. Kontaminasyon derecesi tam olarak bilinemez ve hasat dncesi,
depolama ve isleme asamalarinda tarimsal uygulamalara gore farklilik gosterebilir.
Aspergillus spp. oldukca cesitli substratlar1 kullanarak ¢ogu gida ve yem, iiretim,
isleme veya depolamanin rastgele bir asamasinda bu suslarla kontamine olabilir. Bu
yiizden aflatoksinler tahillarda, tahil yan iiriinlerinde, yagli tohumlarda, baharatlar, siit
ve siit iiriinleri gibi insan saglig1 i¢cin 6nemli bir¢ok gidada dogal kontaminantlar olarak
bulunabilir [23]. Mikotoksin {iretimi, mantarin tiiriine , iizerinde {iiredigi substrata ve
cevresel kosullara bagli olarak degisir [24]. Gida iirlinlerinin yillik yaklasik %25'inin
mikotoksinlerden etkilendigi bildirilmektedir [11]. Kiiflerin mikotoksin olusturmalarini
etkileyen faktorleri, fiziksel faktorler, kimyasal ve biyolojik faktorler olarak {i¢ baslikta

incelemek mimkundir.

2.2.1. Fiziksel Faktorler

Mantarlarin iiremesi ve mikotoksin olusturmasi iizerindeki en Onemli iki
cevresel faktor, su aktivitesi (aw ) ve sicakliktir [24]. Mikotoksin kontaminasyonu,
temel belirleyiciler olan nem igerigi ve ortam sicaklig ile, tahillardaki {iretim, hasat
Oncesi veya sonrasindaki cevresel faktorlere biiylik 6l¢iide baghdir [5]. Mikotoksin
tiretimini etkileyen diger onemli faktorlerden bir digeri de kiifiin tiirline goére toksin
tiretip liretmedigidir. Bunun yaninda, kiifiin iirline bulas miktari, iirlinlin depodaki
durumu, bilesimi, pH’1, nem igerigi, ortam sicakligi ve nem igerigi ve O> miktar1 toksin

olusumu tizerine etkili faktorlerdir [25].

2.2.1.1. Nem

Aflatoksinlerin olusmasinda nisbi nem dnemli parametredir. Aflatoksin olugmasi
icin %70’in tlizerindeki nisbi nem optimaldir [26]. Ortamin bagil nem yiizdesi
fazlalastikca kiiflerin iiremeleri kolaylamakta ve toksin olusturmaktadir. Ureme

gereksinimlerindeki c¢evresel faktorlerin farkliliklar1 nedeniyle, mantarlarin iiremesi ve
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mikotoksin olusumu bir cografi bolgeden digerine gore farklilik gosterir. Ornegin,
hasattan once, Fusarium spp. tarlada liremek icin en az %90 bagil neme ihtiyag
duyar. Hasattan sonra ise Penicillium spp. ve Aspergillus spp., sirasiyla %70 veya daha

az ve %80 ila %90 bagil nemde mikotoksin olusturur [25].

2.2.1.2. Sicakhk

Aflatoksin olusturan mantarlarin iireme sicakliklar1 farklidir. Ornegin, A.
flavus ve A. parasiticusun iiremesi i¢in sicaklik aralig1 15-44 °C, optimum 35-38 °C’dir
ve bu aralikta toksin iiretebilirler [27]. En ¢ok toksin olusumu ise 25-30 °C’ arasindadir.
Aspergillus spp. icinde yalnizca A. ochraceus diger tiirlerden daha diisiik sicaklik
araliginda (12-37°C) iiremektedir ve okratoksin A sentezlemektedir. Penicillium

expansum’un olusturdugu patulin i¢in en uygun sicaklik ise 20-25°C’dir [18, 20, 28].

Depolanan tahilda kiif olusumunu 6nlemek i¢in kullanilan parametre sicaklik
kontroliidiir. Ideal olarak tahillarin depo sicakligi 10 °C ile 15 °C arasinda olmalidir

[29].

2.2.1.3. Su aktivesi (aw)

Her mantarin iiremesi ve mikotoksin olusturmasi i¢in optimum bir sicaklik ve su
aktivite aralig1 vardir. Bu nedenle, tek bir sicaklik ve su aktivitesi arali§i, mantar
aktivitesini indiikleyen olarak tanimlanamaz. Ornegin, iklimin tropikal ve subtropikal
oldugu bolgelerde aflatoksinlere daha sik rastlanir. 25-30°C sicakliklar, 0.78'in {izerinde
su aktivitesi ve %388-95 bagil nem, mantar iiremesini ve mikotoksin {iretimini

destekleyen kosullardir [30].

Mikotoksin olusturan Aspergillus tiirlerinin iiremeleri ve mikotoksin olusturmalar1 i¢in

optimum kosullar1 Tablo 1°de gosterilmektedir.



Tablo 2.1 Aspergillus spp. mikotoksin olusturmasi icin optimum kosullar [30]

Ureme Optimum iireme Mikotoksin

olusmasi i¢in ideal

Kiifler aralik
Sicaklik | Su Sicaklik | Su Sicaklik | Su
aktivitesi aktivitesi aktivitesi
Aspergillus 1544
0,91-0,99 | 35 °C 0.95 33°C 0.99
flavus/A.parasiticus | °C
Aspergillus 1040 0,96- 25-30
0.80-0.98 | 24-31 °C 0.98
ochraceous °C 0,98 °C
Aspergillus 0.90— 0,94- 30—
840 °C 32-35°C 0.98
carbonarius 0.93 0,99 35°C

2.2.1.4. Oksijen ve Karbondioksit Konsantrasyonu

Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum ve Aspergillus carbonarius gibi
baz1 okratoksijenik tiirlerin tiremesi %50 CO2’e maruz kaldiklarinda, dogal atmosfer
kosullarina kiyasla yaklagik olarak 9%50-70 oraninda azalir. A.flavusun iiremesi
esnasinda olusan artan konsantrasyonlardaki karbondioksit ve diisiik oksijen seviyeleri,
bu tiiriin aflatoksin tiretimini kisitlar. Calismalarda, yiiksek orandaki karbondioksitin A.
flavus un iiremesi iizerinde baskilayici etki olusturdugu belirlenmistir. Ornegin, %25
COy varliginda, 4.flavus'un misel olusumu 6nemli Ol¢lide dnlenebilir, ancak aflatoksin
olusumunu inhibe etmek icin en diisiik karbondioksit oram1 %50'dir. Curvularia lunata,
Cladosporium spp. gibi mantarlarin iiremesi %60-80 civarindaki CO; oranlarinda
yavaglar. CO> konsantrasyonu %80 oldugunda aflatoksin olusumu kontrol edilebilir

[31].

2.2.1.5. pH

Mantarlarin iireme ortami ve ortamin pH degeri, mikotoksin liretiminde aktif rol
oynar. Ortamdaki pH degeri veya hidrojen atomlarinin doygunlugu, mantarlarin
tiremesini ya hiicre yiizeyleri lizerine dogrudan etki yoluyla ya da besin mevcudiyeti
iizerindeki dolayli yoldan etkiler. Ornegin Penicilium spp. asitler veya alkaliler
salgilayarak ¢evresel pH'1 kontrol etme yetenegine sahiptir. Aspergillus spp. glukonik ve

sitrik  asitler salgilayarak c¢evreyi asitlestirebilir. pH1 kontrol etme kapasitesi,




mantarlarin konak i¢inde daha iyi hayatta kalmasini saglar. pH ise 6zellikle sporiilasyon
ile ilgili metabolik siiregleri etkiledigi i¢in su aktivitesi ve sicaklik etkilesimlerini de
etkileyebilir. pH'n belirli mikotoksin tiirlerinin iiretimi iizerindeki etkisi heniiz her tiir
icin ayr1 olarak belirlenmemistir, ancak asidik kosullarin mikotoksin iiretimini
destekledigi bilinmektedir. Ornegin, aflatoksin iiretiminin pH: 4.0’a ihtiyac1 vardir ve

bu durumda pH ne kadar diiserse aflatoksin sentezi o kadar yiiksek olur [30].

2.2.1.6. Mekanik Hasarlar

Mikotoksin iiretimini kontrol etmek ic¢in bir diger kritik asama, mahsullerin
korunmasi i¢in nemin en Onemli rolii oynadigir hasat donemidir. Hasat donemi kuru
hava kosullarinda baslamalidir. Hasat sirasinda mekanik hasar1 dnlemek ¢ok 6nemlidir.
Ekinlerin yagisli havalarda hasat edilmesi, mantarlarin {iremesini ve ardindan
mikotoksin olusumunu daha elverisli hale getirebilir; ayrica ekinleri tarlada uzun siire
tutmak mantar sporlarinin, kuslar, kemirgenler, hasereler ve bdcekler araciligiyla
bulagma riskini artirabilir ve bunlarin tiimii mikotoksin olusumuna katkida bulunabilir

[25]. Bocekler, mikotoksin {ireten mantar sporlarini bir bitkiden digerine aktarabilirler.

Ayirma  teknikleri,  mikotoksin  bulagini  %80'den = %40'a  kadar
diisiirebilir. Renksiz veya kiif igeren tanelerin elle toplanmasi veya otomatik bir sekilde
ayiklanmasi, savurma, yikama ve ezme yontemleri ile misir tanelerinin kabuklarindan
ayrilmasi, depolama oncesi mikotoksinlerin uzaklastirilmasinda onemlidir. Ayiklama
islemi tarladayken, kurutma esnasinda veya tahillar depolanirken
yapilabilmektedir. Tanelerin  ylizdiiriilmesi, mikotoksin bulasim1 ~ %95'e  kadar

azalabilmektedir [32].

2.2.1.7. Zaman

Hasat edilen tahillardaki yiiksek nem igerigi ve ¢evreleyen havanin yliksek bagil
nemi, mantar liremesi ve mikotoksin kontaminasyonu i¢in kritik faktorlerdir. Tahillarin
hasattan hemen sonra hizla kurutulmasi ve kuru ortamda tutulmasi mikotoksin ile
kontaminasyon riskini azaltir. Zamaninda hasat ve hasattan sonra miimkiin olan en kisa
siirede mahsuliin hizli bir sekilde tamamen kurutulmasi 6nemlidir. Bulas sonrasinda 2 -
4 giin icerisinde mantarlarin iiremesi ve mikotoksin olusturmalar1 gerceklesmektedir

[33].



2.2.1.8. Mevsimsel Degisiklikler

Mevsim degisimleri siit drlinlerindeki mikotoksin seviyelerinde Onemli
degisiklikler gostermistir. Ayni zamanda mevsimsel degisikliklerin yem ve siit
tirtinlerindeki mikotoksin konsantrasyonuna etkisi {izerine yapilan bir¢cok ¢alisma,
mikotoksin konsantrasyonlarinin kig mevsiminde arttigini ve yaz mevsiminde azaldigini
ortaya koymustur [10, 11]. Belirli mevsimlerde emziren hayvanlar i¢in mevcut olan
besleme uygulamalar1 ve yemler, siit irilinlerindeki mikotoksin seviyelerini
etkilemektedir. Mera, ot, yabani ot ve yesil yem gibi taze yemlerin varlif
nedeniyle, konsantre yemlemenin daha uygun oldugu kis mevsimine kiyasla yaz
aylarinda siit drlinlerindeki AFM 1 seviyeleri distktiir [11]. Mevsimin siit
tirtinlerindeki mikotoksin kontaminasyonu iizerindeki etkisi, nem, sicaklik ve yem

mevcudiyetine bagl olarak tilkeden iilkeye yil i¢cinde de degisebilmektedir [34].

2.2.1.9. Diger Faktorler

Sicak ve nemli iklime sahip olan 1liman bdélgelerde, iklim kosullart kiif tiremesi
ve mikotoksin olusumu i¢in uygun ortami sagladigindan, yemler, siit {irlinlerine
gecebilecek mikotoksinlerle kontaminasyona daha yatkindir. Ayni zamanda cografi alan
icerisinde, yemlerdeki ve siit {riinlerinde mikotoksinler, besleme ve yonetim

uygulamalarina bagl olarak tilkeden iilkeye farklilik gdsterebilir [34].

Yapilan bir ¢calismada mavi dalga boylarinin aflatoksin iiretimini kolaylastirdig

gbzlemlenmistir [35].

2.2.2. Kimyasal Faktorler
Pestisit ve fungusitler, mantar kontaminasyonunu azaltmak amaciyla kullanilan

kimyasallar1 igermektedir [18].

2.2.3. Biyolojik Faktorler

Mantar tiirleri toksisite agisindan degisiklik gosterir ve mikotoksinlerin iiretimi
bir tiir i¢indeki bazi suslarla sinirli olabilir. Mikotoksin iiretimi susun Ozgiilliigline,
varyasyonuna ve kararsizliina bagli olarak degisir. Aym tiirdeki suslar, liremeyi ve
toksin iiretimini arttirmak i¢in gereken optimum kosullara gore farkliliklar gosterebilir.
Aynu tiirden farkli suslar farkli tiirlerde mikotoksin olusturabilitler. Ornegin, Aspergillus
flavus, 15-44 °C sicaklik araliginda iireyebilir ve Aspergillus carbonarius’in aksine

AFBI, 8-40 °C sicaklik araliginda da okratoksin A olusturabilir [30].
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2.3. Mikotoksinlerin Siiflandirilmasi

Mikotoksinler , kiiresel halk saglhigi acisindan tehdit olarak kabul
edilen; Aspergillus , Penicillium , Fusarium gibi belirli filament6z mantar tiirlerinin
olusturdugu sekonder metabolitlerdir. Giinlimiize kadar diinya genelinde 500'den fazla
mikotoksin raporlanmistir. En 6nemli ve yaygin mikotoksinler; Aflatoksinler (AFBI1,
AFB2, AFG1, AFG2, AFMI, AFM?2), okratoksinA (OTA), zearalenon (ZEN),
deoksinivalenol (DON), fumonisinler (FB1, FB2), patulin, trikotesenlerdir [36].

Tablo 2’de bazi mantar tiirlerinin kontamine ettigi (mikotoksin olusturdugu) besinler ve

toksik etkileri gosterilmistir.

Tablo 2. 2 Bazi1 mantar tiirlerinin, mikotoksin iirettikleri kaynaklar ve toksik
etkileri [37]

Mikotoksinler Toksin iireten tiirler En yaygin besin | Bashca toksik
kaynaklan etkileri
Aflatoksinler Aspergillus flavus (A. flavus) | Findik, musir, incir | Genotoksik,
A.parasiticus e
Okratoksin A A. ochraceus Tahillar, kahve, | Kanserojen,

. kurutulmus tiziimsi | nefrotoksik
A.carbonarius

meyveler, sarap,
A.steynii -
iizlim suyu
A.westerdijkiae
Penicilium verrucosum
P.nordicum
Petromyces alliaceus
Zearalenon Fusarium graminearum Tahillar,  6zellikle | Hormonal etkiler

F. culmorum musir ve bugday

Deoksinivalenol | F. graminearum Tahillar ve misir Gastrointestinal
hastaliklar,

immiinotoksite
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https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/fusarium
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Fumonisin F. culmorum Misir Kanserojen,
F. verticillioides nefrotoksik
F. proliferatum

Patulin Penicilium expansum Elma, seftali ve | Uremenin

P. griscofulvum diger meyve sulari yavaglamasi,

gastrointestinal
P. carneum
rahatsizliklar,

Byssochlamys nivea nefrotoksik,
kanserojen,
sitotoksik,

genotoksik

HT-2 ve T-2 F. langsethiae, Tahillar,  6zellikle | Immiinotoksite,

yulaf hematoksite,

F. sporotrichioides
gastrointestinal

rahatsizliklar

2.3.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler, 4. parasiticus ve A. flavus 'un tarlada, {irlin hasati zamaninda,
depolamada, tahillarin islenmesi esnasinda, 24 ila 35 °C arasinda bir sicaklikta ve %7 ve
tizerindeki nem varliginda sentezledigi metabolik {irtinleridir. Bilinen 18 aflatoksin
vardir ve en 6nemlileri gida / yemlerdeki aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve siit ve siitten
elde edilen iirlinlerdeki aflatoksin M1, M2'dir [38]. Bunlar arasinda en toksik olan
AFB1’dir (33). Aflatoksin B1, karaciger kanserini de dahil olmak {izere bir¢ok saglik
sorunuyla direkt baglantili en toksik ve gii¢lii kanserojendir. Sadece insanlar i¢in degil,
ayni zamanda bitkiler ve su hayvanlar1 i¢in de toksiktir (35). Aflatoksin M1, AFBI1
detoksikasyonunun bir {iriiniidiir; pastérizasyona ve sterilizasyona direnglidir, bu
sebeple AFM1 iceren siitlerden yapilan tiim iiriinler toksin bulundurur. Insanlara bulasta
yemlerin kontamine olmasi birinci yoldur fakat, siit ve siitten yapilan {iriinlerin bu kiifler
ile hasat sonrasi kontamine olmasi sonucunda da insanlara aflatoksin bulagsmaktadir
[39]. Aflatoksinlerle kontaminasyona ugramis gidalarla beslenen memelilerin siitiinde

bulundugundan, aflatoksin M, siit toksini (Milk toxin) olarak isimlendirilmistir.
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Yemlerdeki ana aflatoksin kaynaklar1 yer fistigi, tahillar, misir ve pamuk tohumu

kiispesidir (36). Aflatoksinlerin kimyasal bilesikleri Sekil 2.1°de gosterilmistir.

0T 0 OCH; 07 0 OCHs

Aflatoksin B, Aflatoksin B,

Aflatoksin Mo

Aflatoksin M1

Sekil 2. 1 Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilar [40]
2.3.1.2. Aflatoksinlerin Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler, ultraviyole altinda yogun olacak sekilde floresan 151k veren soluk
sar1 kristal maddelerdir ve AFB1 ve AFB2’nin mavi, AFG1 ve AFG2’nin sar1-yesil 151k
yaydig1 belirlenmistir [38].

Aflatoksin M1, aflatoksin B1 ve B2'in yiiksek diizeyde toksik 4-hidroksillenmis
metabolitidir [41]. Sekil 2-2’de aflatoksin B1’in (AFB1) karacigerde aflatoksin M1'e
(AFMT1) metabolize olusu gosterilmistir.
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0" o OCHj o o ks

AFB4 (C47H120¢ M:312.3) AFM; (C47H1207 M: 328.3)
Sekil 2. 2 Aflatoksin B1’in (AFB1) karacigerde aflatoksin M1'e (AFM1) metabolize
olusu [42]

En giiclii hepatokarsinojenler, mutajenler, teratojenler ve immiinosupresanlardan
biridir. Bu nedenle, siit ve siit tirlinlerindeki aflatoksin konsantrasyonunun tespiti ve

kontrolii olduk¢a onemlidir [38].

2.3.1.3. Aflatoksinlerin Saghk Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinlere uzun siire diisiik dozda maruz kalmak kronik toksisiteye veya kisa
bir siire icinde yiiksek dozda maruz kalmak akut toksisiteye ve Oliime neden olabilir
[43]. Diinya Saglik Orgiiti(WHO), yiiksek dozda maruz kalinan aflatoksinlerin,
genellikle karaciger hasar1 yoluyla yasami tehdit eden aflatoksikoza yol acabilecegini;
aflatoksinlerin genotoksik oldugunu ve bu nedenle hayvanlarda hiicre DNA'sina hasar

verebilecegini ve kansere neden olacagini belirtmistir [41].

Aflatoksinlerin bir miktarinin memeli dokusunda uzun siire kalabildigi ve tiim
besin zincirini kontamine ettigi belirlenmistir. Bu nedenle, aflatoksinler agiz yoluyla
aliman kanserojenlerin temsilcisi olarak kabul edilmistir ve Uluslararas1 Kanser
Aragtirmalar1 Ajanst (IARC 1976) aflatoksinleri 1. Grup kanserojenler olarak
siiflandirilmistir. AFB1'e uzun siire maruz kalmak hepatoselliiler karsinomaya neden
olmakla birlikte, aynt zamanda akciger, safra kesesi ve kolon gibi diger organ

kanserlerine de neden olmaktadir [44].

Insanlar tarafindan en cok tiiketilen et, yumurta, siit gibi iiriinlerle az miktarda
tilkketilen AFBI1 en basta karaciger olmak {izere dokularda hasara sebep olabildigi ve
DNA, RNA ve protein sentezi lizerine inhibe edici etkileri oldugu yapilan calismalarla
gosterilmistir [39, 45, 46]. Aflatoksinlerin karsinojenik potansiyelleri AFB1 > AFG1 >
AFB2 > AFG2 seklindedir [26]. Bu nedenle diinyanin degisen iklimi nedeniyle,
aflatoksin olusumu ve kontaminasyon riskindeki artiglarin siirekli olarak izlenmesi

o6nemli bulunmustur [43].
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2.3.1.4. Siit ve Siitten Elde Edilen Uriinlerindeki Aflatoksin Varhg

AFM 1'in siit ve siitte yapilan iirtinlerde varlig1 diinya capinda sik sik rapor
edilmekte ve Onemi vurgulanmaktadir. Sit, giinlilk olarak en cok tiliketilen temel
gidalardan biridir ve siit ve siit tirlinleri her yasta tliketildiginden, siitteki AFM1 varlig
biiyiilk 6neme sahiptir. Bu nedenle iilkeler, siit ve {irlinlerindeki AFM1 diizeyini yasal
limitler ¢ergevesinde kontrol etmekte ve yasal limitin {izerinde toksin bulunan siit ve bu
siitlerden yapilan iiriinlerin tiiketimine izin verilmemektedir. Bu aflatoksinin siitteki ve
tiriinlerindeki yasal limitleri iilkelere gore degismektedir [47]. Tablo 3’te farkl iilkelere
ait yasal AFM1 limitleri (ng/kg) gosterilmistir.

Tablo 2. 3 Farkl iilkeler i¢in siit ve siit iiriinlerindeki izin verilen AFM1 yasal simir
degerleri (ng/kg) [11, 48]

Ulke Siit (ug/kg) Siit iiriinleri (ug/kg)
Amerika 0.50 0.50
Avrupa 0.05 0.05
Avusturya 0.05, 0.02 (tereyagi)
0.01(pastorize edilmis devam siitii) | 0.25 (peynir)
0.4 (siit tozu)
Fransa 0.05, -
0.03 (3 yasindan kiigiik cocuklar
i¢in)
Bulgaristan 0.50 0.10 (stit tozu)
Brezilya - 5.0 (st tozu)
Cek Cumhuriyeti | 0.05 -
Tiirkiye 0.05 0.25 (peynir)
0.5 (siit tozu)
0.05 (siit temelli bebek
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mamalart)

[ran 0.50 -

Nijerya 1 -

Arjantin 0.05 0.50 (peynir)

Misir 0 0

Romanya 0 0

Isvigre 0.05 0.025 (peynir alt1 suyu ve
peynir alt1 suyu iiriinleri)
0.25 (peynir)
0.02 (tereyagi)

2.3.2. Okratoksinler

Cogunlukla Aspergillus ochraceus tarafindan iiretilen toksik metabolitlerdir. En
toksik olan Okratoksin A (OTA) 1965'te izole edilmis ve tiir ve cinsiyet farkliliklariyla
beraber hayvanlarda nefrotoksik, ndrotoksik, teratojenik, genotoksik, embriyotoksik,
immiinotoksik ve kanserojendir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, 1993 yilinda
OTA'y1 potansiyel insan kanserojeni (kategori 2B) olarak belirlemistir. Hayvanlarda ve
insanlarda OTA maruziyeti, ¢esitli saglik problemlerine neden olabilir. Okratoksin A
hem oksidatif stres hem de dogrudan genotoksik yollarla nefrotoksin ve iirotelyal
kanserojen olarak islev gosterir. Insanlar genellikle OTA'ya, bu toksinle kontamine

olmus besin alimlar1 ile maruz kalirlar [49].

2.3.3. Patulin

Patulin (PAT), gida ve ozellikle elme ve seftali gibi meyvelerde ve bunlarin
meyve sularinda bulunan; o6zellikle Penicillium expansum, Penicillium patulum ve
Aspergillus clavatus (Clavati grubu) tarafindan iiretilen bir metabolittir. Toksisitesi
sebebiyle, mikotoksinler listesine eklenmistir ve bazi {lilkelerde gidalardaki diizeyi
sinirlandirilmistir. Meyve sularinda (50 pg/L), elma iirtinlerinde (25 pg/L) , bebeklerin

ve ¢ocuklarin tiikettigi gidalarda izin verilen patulin miktarlar1 belirlenmistir [50].
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2.3.4. Zearalenone

Zearalenone (ZEN), Fusarium cinsi mantarlar tarafindan iiretilen ikincil bir
metabolittir ve gidalarda yaygin goriilen mikotoksinlerden biridir. ZEN sorgum, muisir,
bugday, arpa ve yulaf gibi tahil tanelerini kontamine eder ve makarna, kahvaltilik
gevrek ve ekmek gibi gidalarda yaygin olarak bulunur. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda gidalardaki ZEN miktarlarinin Avrupa Birligi (AB) tarafindan belirlenen
maksimum bulag smirlar1 islenmemis tahillarda 100-200 pg/kg, islenmis tahillarda ise
75 ng/kg olarak belirlenmistir. Ostrojenik etkiye sahip olmasi nedeniyle disi hayvanlara
uzun siire ZEN iceren yemlerin verilmesi, genislemis uterusa ve uterus kanamasina,
atrofik degisikliklere ve fetal agirligin azalmasina, yavru atma ve kisirhiga sebep

olmustur [51].

2.4. Mikotoksinlerin Tan1 Yontemleri

Mikotoksikozu kontrol etmek amaciyla gidalarda bulunan mikotoksin
diizeylerinin belirlenmesi ¢ok onemlidir. Bu sebeple gida ve yemlerde toksin varligini
belirleyen kesin sonu¢ veren, duyarli yontemler gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bu
yontemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere ii¢ ana baslikta toplamak

mumkundiir.

2.4.1.Fiziksel yontemler

Mikotoksin olusumunun engellenmesi i¢in en etkili yontemdir. Ham maddenin
hasat zaman1 ve sonrasinda, uygun kosullarda tasinmasi, diisiik sicaklikta depolanmast,
iirline dontstiirilmesi asamalarinda kiif bulasi olmamasi i¢in Onlem almak
gerekmektedir. Tarlada bulasi onlemek zor olsa da, sonraki asamalarda hijyen ve
sanitasyona Oncelik verilerek uygun depolama yaparak (nem, oksijen konsantrasyonu,
su aktivitesi), kiif kontaminasyonu biiyiik 6l¢iide engellenebilir [52]. Bunun yan1 sira
yemlerde ve gidalarda fiziksel degisikliklerin gozlenmesi mikotoksin ile kontaminasyon

hakkinda fikir vermesi acisindan 6nemlidir.

2.4.2. Kimyasal yontemler

Mikotoksinlerin kimyasal analizinde kullanilan yontemlerden bazilari; Yiiksek
Basingli Sivi  Kromatografisi (HPLC), Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
(GC/MS), Kolon Kromatografisi, Enzim Aktivitesine Bagli Olan Immunoteknik
(Enzyme Multiplied Immunotechnique/EMIT), Enzim Baglanmis Immunosorbant

Yontemi (ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay) enzime bagli aptamer
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testleri, floresan polarizasyon immiinolojik test dir. Mikotoksinlerin tanimlanmasinda
tek bir analiz yontemi bulunamamistir [12, 14, 53]. Mikotoksinlerin belirlenmesinde
ELISA en sik kullanilan immunokimyasal yontemdir. Yontemde sivi 6rnekler ile direkt
olarak calisilirken, kat1 6rnekler ayristirma, saflastirma islemlerine tabi tutulur. ELISA
yontemi, antikora baglanmis enzim aktivitesini arastiran kantitatif bir testtir. Kompetatif
ELISA metodunda, yiizeye 0zgii toksine karsi spesifik antikorlarla kapli plaklar
kullanilir. Bu yoOntemde serbest ve belirlenmis antijenler antikorlara karsi yarisir.

Sonuglar standart olan gruplarla karsilastirilarak degerlendirmeye alinir [11, 20, 54].

2.4.3.Biyolojik yontemler

Bazi bakteri, maya ve kiifler aflatoksinleri parcalayabilir. Bu mikroorganizmalar
bu islemde, her bir mikotoksini veya mikotoksin simifin1 hassas bir sekilde toksik
olmayan molekiillere pargalayan enzimleri kullanir. Saccharomyces cerevisiae, AFB1'e
adere olmada en basarili tiirlerden biridir. Bunun gibi AFB1'1 %65-99 oraninda degisen
seviyelere de indirgedigi gosterilen bazi mantar suslarima Mucor spp., Trichoderma

harzianum, Trichoderma spp. 6rnek verilebilir [5].

Bazi laktik asit bakterileri, kiif olusumunu 6nleyerek aflatoksinlerin etkilerini
azaltabilir. Laktobasiller, ozellikle aflatoksin Bl'in adere olmasinda gozle goriliir

azalmaya neden olur [55].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tereyag Orneklerinin Toplanmasi

Yapilan bu calismada 42’si ki mevsiminde (ocak-subat) ve 42’si ilkbaharda
(may1s) olmak iizere marketlerden farkli lot numaralarina sahip 84 tereyagi Ornegi
toplanmis ve Orneklerdeki AFMI1 diizeylerinin mevsimsel degisiklik gdsterip
gostermedigi  kompetatif ~ELISA  (Biopharm  Ridascreen  Aflatoxin M1
(Darmstadt/Germany) (Art No: R1121) ydntemi ile arastirilmistir. Ornekler soguk zincir
altinda laboratuvara getirilerek analizleri gerceklestirilmistir.
3.2. Kit Igerigi

Analiz  amaciyla Biopharm Ridascreen Aflatoxin M1  test kiti
(Darmstadt/Germany) (Art No: R1121) kullanilmis ve 6l¢iimler yapilmistir (Sekil 3-1).
Kullanilan ELISA kitinin igeriginde bulunan standart soliisyonlari, substrat kromojen,
yikama soliisyonu konjugat, buffer 1, buffer 2, stop soliisyonu hazir olarak yer almistir.
Bir tane Ridascreen kitiyle standartlar dahil olmak iizere, toplamda 48 tereyagi
orneginde AFM1 diizeyi belirlenmistir. Sonuglar degerlendirilirken 0,05 ng/L yasal sinir

deger olarak kullanilmistir.

Sekil 3. 1 Biopharm Ridascreen Aflatoxin M1 test kiti (Darmstadt/Germany) (Art
No: R1121)
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3.3. Analizlerde Kullanilan Arac, Gerecler ve Cihazlar,

Biopharm Ridascreen Aflatoxin M1 test kiti (Darmstadt/Germany) (Art No: R1121)
ELISA Yikama cihazi (CIOM CA-200, China)

Spektrofotometre (ELx800 BioTek Instruments Inc, USA)
Santrifiij (Heracus Megafuge 1.0, Germany)

Vorteks

Hassas tart1

Su banyosu

Tek kullanimlik 1,5 mL’lik Eppendorf tiipii

Tek kullanimlik 50 mL’lik Falcon tiipti

Steril sar1 ve steril mavi pipet ucu (Eppendorf, Hamburg/Germany)
Pastor pipeti (200 — 1000 pL, 20 — 200 pL)

N-hekzan 500 ml

Metanol 1L

3.4. Tereyaglarinin Analize Hazirlanmasi

Tereyagi ornekleri hassas terazide 3 gram olacak sekilde tartilmis ve sekil 3-2’de
gortldiigli gibi 50 mL’lik falcon tiiplere alinarak, 40°C’lik su banyosunda eritilmistir.
Uzerine 3 ml n-hekzan ve 3 ml %70 distile su ile sulandirilmis metanol eklenmistir.
Kimyasallar eklendikten sonra ornekler vortekslenmistir. Karigtirma islemine tiip
tersyliz edilerek 15 dakika daha devam edilmistir. Yag tabakalarindan ayrilmasi igin
ornekler 10°C’de, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijde ¢evrilmistir. Santrifiij sonrasinda
iistte ayrilan siipernatant (krema tabakasi) Pastor pipetiyle tereyagi Orneginden
ayrilmistir. Ornekleri seyreltmek icin kit igerisinde bulunan buffer soliisyonundan 1,5
ml’lik eppendorf tliplerine 800 uL, yagi alinan tereyagi drneklerinden 50 pL aktarilmis
ve vortekslenmis, buffer 1 ¢ozeltisi ile 1:17 oraninda diliie edilmistir. Sonrasinda
hazirlanan tereyagi o6rnekleri igin diliisyon faktorii 20 olarak belirlenmistir. Hazirlanan

bu tereyagi drneklerinden mikroplaktaki her kuyucuga 100 pL ilave edilmistir.
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Sekil 3. 2 Toplanan tereyagi 6rneklerinin analize hazirlanmasi
3.5. Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kit igerisinden toz olarak hazir halde bulunan yikama tozunun iizerine kullanim
talimat1 dogrultusunda 1 L distile su eklenerek homojen bir karisim elde edilmistir. Bu

karisim mikro plaklarin yikanmasi sirasinda kullanilmistir.

3.6. Testin Uygulanmasi

Calisilirken kit igerisinde bulunan tiim reaktifler ELISA asamasindan 6nce oda
sicakligina getirilmistir. Test uygulanirken mikro kuyucuklarin tamamen kurumamasina
dikkat edilmistir. Testin dogru uygulandig: biiyiik oranda mikro kuyucuklarin yikanma
asamasindaki hassasiyete bagli oldugu i¢in yikama islemlerinde prosediirde belirtilen
yikama agamalarina dikkat edilmistir ve plaklara reaktifleri ilave ettikten sonra

inkiibasyonlar1 esnasinda direkt giines 1s181na temasindan kaginilmastir.
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Her kit i¢in standartlar ve tereyagi 6rnekleri iki kez calisilmistir. Mikroplaklarin ilk 12
kuyusu alt1 standart i¢in kullanilip diger kuyular da 6rnekler i¢in kullanilmistir.

Her kuyuya 100 pL antikor soliisyonu eklenip sonrasinda plaklar yavasca calkalanmig
ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda (25 °C) 151tk gormeyecek sekilde inkiibe
edilmistir.

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile yikanmis ve bu islem ii¢ kez tekrar
edilmistir.

Her standarttan iki kez olacak sekilde, ilk 12 kuyucuga 100 pL standart
soliisyonlarindan eklenmistir.

Diger kalan kuyucuklara tereyagi drneklerinden iki defa 100 puL eklenmistir.

Plaklar hafif bir sekilde calkalandiktan sonra oda sicakliginda (25 °C), karanlik
ortamda, 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Her kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile yikanmis ve bu islem ii¢ kez tekrar
edilmistir.

Her bir kuyucuga 100 pL konjugat soliisyonu eklenmis, plaklar yavas¢a ¢alkalanmis ve
oda sicakliginda (25 °C), karanlik ortamda, 15 dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile yikanmis ve bu islem ii¢ kez
tekrarlanmustir.

Her bir kuyucuga 100 pL kromojen soliisyonu eklenmis, plaklar yavasca calkalanip oda
sicakliginda (25 °C), karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenmistir ve plaklar yavas¢a calkalanmis ve

ornekler 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede analiz yapilmistir.
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4. BULGULAR

Cesitli marketlerden kis ve ilkbahar mevsimlerinde toplanan farkli lot
numaralarina ait 84 tereyagi 6rneginin; kis mevsiminde toplanan 42 6rnekte belirlenen
AFM1 diizeyleri Tablo 4-1 de, ilkbahar mevsiminde toplanan 42 Ornekte belirlenen
AFMI1 diizeyleri Tablo 4-2 de gosterilmistir. Sonuglar degerlendirilirken 0,05 ng/L
yasal sinir degeri olarak kullanilmistir.

Tablo 4. 1 Kis mevsiminde farkhh lot numarasina sahip tereyag orneklerinde
belirlenmis olan AFM1 diizeyleri (ng/L).

SMP1 | 55,31 | SMP10 SMP28 | 55,31 | SMP37 | 53,79

SMP2 | 48,15 | SMP11 SMP29 | 57,07 | SMP38 | 50,83

SMP3 | 70,95 | SMP12 [ 57,29 | SMP21 | 53,37 | SMP30 | 61,59 | SMP39 | 64,63

SMP4 | 79,70 | SMP13 [ 48,97 | SMP22 | 58,41 | SMP31 | 59,76 | SMP40 | 74,74

SMP5 SMP14 | 52,30 | SMP23 | 64,40 | SMP32 | 70,45 | SMP41 | 65,58

SMP6 | 74,48 | SMP15 [ 63,22 | SMP24 | 55,09 | SMP33 | 72,45 | SMP42 | 52,51

SMP7 | 76,81 | SMP16 | 53,79 | SMP25 | 66,06 | SMP34 | 57,07

Sar1 ile gosterilmis olan oOrnekler kit igeriginde bulunan 5. Standart
soliisyonunun referans aralifi olan 40,00-80,00 ng/L. AFM1 saptanmis 35 Ornegi
gostermektedir (%83,3). Mor ile boyanan Ornekler kit iceriginde 6. Standart
soliisyonunun referans araligi olarak belirlenen >80,00 ng/L. AFM1 saptanmis iki 6rnegi
gostermektedir (%4,8). Mavi ile gosterilen ornekler kit iceriginde standart soliisyonunun
AFMI1 saptanmamis bes ornegi gostermektedir (%11,9). Bu orneklerde test kitindeki

belirlenen referans araliklari igerisinde belirli bir AFM1 aralig1 saptanmamastir.
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Tablo 4. 2 ilkbahar mevsiminde farkhh lot numaralarina sahip tereyag
orneklerinde belirlenmis olan AFM1 diizeyleri (ng/L)

SMP1 [ 61,50 | SMP10 | 64,58 | SMP19 | 42,38 | SMP28

SMP2 | 45,35 | SMP11 | 43,22 | SMP20 | 57,77 | SMP29

SMP3 | 63,55 | SMP12 | 60,25 | SMP21 | 49,55 | SMP30

SMP4 | 72,08 | SMP13 | 48,65 | SMP22 | 52,53 | SMP31

SMPS | 72,36 | SMP14 | 45,57 | SMP23 | 76,29 | SMP32

SMP6 | 55,83 | SMP15 | 51,14 | SMP24 | 50,68 | SMP33

SMP7 | 55,83 | SMP16 | 49,77 | SMP25 | 69,35 | SMP34

SMP8 | 68,01 | SMP17 | 62,52 | SMP26 | 70,98 | SMP35

SMP9 SMP18 | 78,88 | SMP27 | 72,36 | SMP36

Sar1 ile boyanan olan 6rnekler kit iceriginde belirlenen 5. standart soliisyonunun

referans aralig1 olan 40,00-80,00 ng/L AFMI1 saptanmis 26 6rnegi (%61,9), mor ile
boyanmig drnekler ise kit iceriginde 6. standart soliisyonunun belirlenen referans araligi
olan 80,00-100 ng/L AFMI1 saptanmis 6 6rnegi (%14,3) gostermektedir. Kirmizi ile
gosterilen 10 ornekte >100 ng/L AFMI1 saptanmistir. Kit 100 ng/L iizerindeki

tespitlerde, referans araligi olmaksizin kesin sonug vermektedir (%23,8).
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Tablo 4. 3 Kis aylarinda toplanan tereyagi orneklerinde belirlenmis olan AFM1

diizeylerinin standart araliklarina gore dagilimi

Standartlara Toplam
gore AFM1 Ornek
diizeyi Elde Edilen AFM1 diizeyi sayisl
0 0 0 0 0 0 5
43,78 47,34 |47,95 (48,15 |48,97 (50,83 | 51,67 [52,30 |52,51
53,37 53,79 |55,09 |5531 |[5531 |57,07 |57,07 |57,29 |5841
58,86 59,76 |61,59 |63,22 |64,40 |64,63 |6558 |66,06 |70,45
40,00-80,00 | 70,95 |72,45 |74,48 |74,74 |76,29 |76,81 |79,70 35
80,00-100 80,23 | 95,39 2

Tablo 4. 4 ilkbahar aylarinda toplanan tereyag orneklerinde
AFM1 diizeylerinin standart araliklarina gore dagilimi

belirlenmis olan

Standartlara Toplam
gore AFM1 Ornek
diizeyi Elde Edilen AFM1 diizeyi sayisl
42,38 43,22 |45,35 |45,57 |48,65 |49,55 |49,77 |50,68 |51,14
52,53 |55,83 |55,83 [57,77 60,25 61,50 |[62,52 |63,55 |64,58
40,00-80,00 | 68,01 69,35 [ 70,98 |72,08 |72,36 |72,36 |76,29 |78,88 26
80,00-100 | 82,71 84,51 90,05 (91,95 [91,95 |95,14 6
108,99 |111,10|114,67|116,12|117,94| 121,99 | 123,48 | 123,85 134,54
>100,00 152,53 10

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, 84 tereyagi 6rneginin 79’ unda (%94)

farkli diizeylerde AFM1 miktar1 saptanirken, bu tereyagi drneklerinin 67’ sinde (%79,7)

yasal siirin asildig1 belirlenmis ve bes (%35,9) 6rnekte toksine rastlanmamistir.

Kis mevsiminde, ocak-subat aylarinda toplanan tereyagi ornekleri AFM1

acisindan degerlendirildiginde, 42 tereyagi Orneginin 37’sinin (%88,1) saptanabilir

diizeylerde AFMI ile kontamine oldugu saptanmis ve bu Orneklerin 32’sinde (%76)

siir degerin (0,05ng/L) asildigi belirlenmistir. Bes 6rnekte ise sinir degerinin altinda

AFMI1 saptanirken (%12), bes drnekte (%12) toksine rastlanmamaistir (Tablo 4-3).
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llkbaharda, mayis aymnda toplanan tereyagi oOrnekleri AFMI1 acisindan
degerlendirildiginde, 42 tereyagi orneginin tiimiiniin (%100) ¢esitli diizeylerde AFM1
icerdigi belirlenmistir. Otuz bes ornekte 0,05ng/L olan sinir degerin asildigr (%83.3)
saptanirken, bu oOrneklerin 10’unda (%23,8) ¢ok yliksek diizeyde (>100,00) toksin
belirlenmistir. Yedi 6rnekte sinir degerin altinda AFM1 (%16.6) saptanmistir (Tablo 4-
4). Kis mevsiminde toplanan tereyagi Orneklerinin AFMI1 konsantrasyonlarinin
hesaplanmasi i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi Sekil 4-1°de gosterilmistir. Ilkbahar
mevsiminde  toplanan  tereyagi  Orneklerinin  AFM1  konsantrasyonlarinin

hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi Sekil 4-2°de gosterilmistir.

Standards

100 - Conc.(ng/L / ngfkg) / A{Mean)

a0 4 5.00 1.855
{Coeff. of Var.: 4.6%)

10.00 1.609

80 1 (Cosff. of Var.- 4.1%)

20.00 1.33

70 1 (Coeff. of Var.: 4.1%)

40.00 0.869

60 {Coeff. of Var.: 5.8%)

80.00 0.526
{Coeff. of Var.: 5.5%)

0
40
a0

20 4

10 A

5.00 10.00 20.00 40.00 80.00
Concentration {ng/L / ng/kg)

50% inhibition: 30.9

Sekil 4. 1 Kis Mevsimi Standart Egrisi
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Conc.(ng/L / ng/kg) / A{Mean)

Standards

5.00 1.9438
{Coeff. of Var.- 4.9%)

10.00 1.699
{Coeff. of Var.- 6.0%)

20.00 1.337

{Coeff. of Var.: 0.6%)

40.00 0.916

{Coeff. of Var.- 0.8%)

50.00 0.536

{Coeff. of Var.- 3.3%)

5.00 10.00 20.00 40.00
Concentration (ng/L / ng/kg)

80.00

50% inhibition: 29.9

Sekil 4. 2 Ilkbahar Mevsimi Standart Egrisi
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S.TARTISMA

Siit ve siit TUriinleri beslenmemizde biiyilkk ©Oneme sahip temel besin
kaynaklarindandir. Pastorizasyon ve sterilizasyon gibi yliksek 1s1l islemlere dayanan

AFM1, siitleri ve bu siitlerden {iretilen tiim gidalar1 kontamine etmektedir.

AFMI1 insanlarda hepatotoksik, kanserojen, genotoksikdir ve immiin sistemi
baskilama yetenegindedir, bu nedenle iilkelerde 0,03 ila 0,250 pg/kg arasinda degisen
yasal sinirlar iceren uluslararasi diizenlemeler yapilmistir [48]. Bu diizenlemeler
iilkeden iilkeye degismektedir. Tiirk Gida Kodeksinin Bulasanlar Tebligi’ne gore
(45.madde) siit temelli tirlinlerde belirlenen aflatoksin sinir1 0.05 ppb (ng/kg) (50
ng/L)’dir [56].

Diinya ¢apinda, her yasta tiiketilen ve beslenmemizde dnemli bir yeri olan siit ve
bunun iirlinii olan tereyagi gibi siit {irlinlerinde AFM1 varligiyla ilgili birgok ¢alisma

yapilmustir.

Pakistan Lahor'da yapilan bir ¢alismada siit ve siit triinlerindeki AFM1 varligi
arastiritlmistir. Toplam 60 siit 6rnegi ve 30 tereyagi, 30 peynir, 30 krema ve 30 yogurt
dahil olmak tizere 120 siit {irlinii 6rneginin incelendigi calismada, tereyagi 6rneklerinin

%16.7'sinde AFM1 diizeyi sinirin iizerinde saptanmistir [57].

Etiyopya'daki en 6nemli siit iiretim yerlerinden birinde yapilan bir ¢alismada
toplanan siit ve siit iiriinlerinde AFM1 miktar1 arastirilmistir. Hem endiistriyel hem de
yerel iireticilerden 108 siit, 82 peynir, 93 yogurt ve 82 tereyagi ornegi toplanmistir.
Analiz edilen 365 6rnegin 361’inde (%99) AFM1 saptanmistir. En yiiksek deger siizme
peynirde 5,580 £ 0,08 pg/kg konsantrasyonla saptanirken ve en diisiik deger ise tereyagi
orneginde bulunmustur. Tereyag1 6rneklerinin %5’inin sinirin tizerinde AFM1 icerdigi
saptanmugstir. DOrt siit {irtinii arasindaki ortalama AFM1 seviyesinin karsilastirilmasi; siit

> stizme peynir > tereyag1 > yogurt seklindedir [58].

Katar'da yapilan bir baska ¢alismada siit ve siit liriinlerinde AFM1 arastirilmast
amaciyla 72 siit, 21 yogurt, 46 peynir, 18 tereyagi ve 25 laban 0rnegi toplanmis ve
AFM1 wvarhigt icin oOnce (ELISA), ardindan ultra yiiksek performansh sivi
kromatografisi (UHPLC) ile dogrulama yapilmistir. Siit, yogurt, peynir, tereyagi ve
laban 6rneklerinde sirasiyla %85, %76, %85, %67, %76 oraninda AFM1 saptanmastir.
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Yapilan ¢alismada, tuzsuz tereyagi drneklerinin, tuzlu tereyagi drneklerine oranla ¢ok

daha yiiksek diizeyde AFM1 igerdigi saptanmistir [59].

Hindistan Ludhiana'da yapilan bir ¢alismada yedi tesisten 109 siit, 97 tereyagi,
99 peynir ve 103 lor olmak iizere toplam 408 6rnek toplanmistir. Ornekler ELISA
yontemiyle test edilmistir. Siit ve siit lirlinlerinin timiinde (%100) AFM1 saptanmaistir.
Calismada tiikketim miktarlar1 saglik riski degerlendirmesi yapilmistir, c¢alisma
alanindaki tiiketicilerin, 6zellikle ¢cocuklarin, diisiik viicut agirliklar1 ve daha yiiksek siit
alimlart nedeniyle AFMI1 agisindan daha yiiksek saglik riski altinda oldugu
gosterilmistir [60].

Ulkemizde bes sehri igine alarak yapilan bir (Istanbul, Tekirdag, Izmir, Konya
ve Kayseri) ¢calismada,100 krem peynir ve 92 tereyagi numunesindeki AFM1 miktarlar
ELISA yontemiyle belirlenmistir. Tereyagi orneklerinin %100'iinde ve krem peynir

orneklerinin %99'unda AFM1 saptanmistir [61].

Kayseri’deki bir diger calismada kaymak ve tereyag: drneklerinde AFM1 varligi
arastiritlmistir. Calismada rastgele toplanmis olan 100 Ornekte (50 tereyagi ve 50
kaymak) ELISA teknigi kullanilmis, orneklerin tamaminda AFMI1 saptanmistir.
Yalnizca bir (%2) tereyagi orneginde AFM1 konsantrasyonu Tiirk Gida Kodeksinin
belirledigi yasal sinirin iizerinde ¢ikmistir [62].

Sakarya ilinde yapilan bir c¢alismada siit, beyaz peynir, kasar peyniri ve
tereyagindan olusan 104 drnekte AFM1 diizeyleri incelenmistir. Immiinoafinite kolonu
(IAC) saflastirmasinin ardindan numuneleri analiz etmek i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC)-floresan saptama ydntemi uygulanmistir. Sonugclar, siitiin
%61,5'inin, beyaz peynirin %40'mmin, kasar peynirinin %65,4'liniin ve tereyaginin
%29.6'stmin AFM1 igerdigini gdstermistir. Orneklerin 53'iinde (%50,96) AFM1

saptanmamustir [63].

Erzurum’da yapilan bir calismada 80 tereyagi oOrneginde AFMI1 seviyesi
belirlenmistir. Ornekler sehir merkezindeki marketlerden toplanmistir. Orneklerdeki
AFM1 diizeyi ELISA yontemiyle aragtirilmistir. 66 6rnekteki AFM1 miktarlar1 10 ile
121 ng/kg arasinda degismekte olup ortalama 30.4+23.9 ng/kg olarak bulunmustur. 13
numunede (16.3%) belirlenmis olan AFM1 diizeyinin Kodeks Alimentarius Komisyonu

(CAQ) tarafindan belirlenmis olan yasal limitlerin {izerinde oldugu belirlenmistir [64].
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Adana’da yapilan bir ¢aligmada 20 kasar peyniri, 20 siit, 10 tereyagi ve 20 beyaz
peynir Orneginden olusan toplam 70 tane siit {iriiniinde ELISA ile AFM1 analizi
yapilmigtir. Tespit limiti siitte 5 ng/L olarak ve tereyagi, beyaz peynir ve kasar
peynirinde ise 25 ng/kg olarak belirlenmistir. Analiz edilen 70 siit {iriiniiniin 49’unda
(%70) AFM 1 diizeyinin 10-388 ng/kg arasinda oldugu bulunmustur. Ayrica g siit , iki
tereyagl (% 2.85) , bir beyaz peynir ve bir kasar peyniri 6rneginde AFM1 seviyeleri

Tiirk Gida kodeksi limitlerin iizerinde bulunmustur [65].

Bu ¢alismada Istanbul ilindeki marketlerden kis mevsiminde (ocak ve subat
aylarinda) farkli lot numaralarina sahip 42 ve ilkbahar mevsiminde (mayis ayinda) 42
adet tereyagi olmak iizere 84 6rnek toplanmis ve ELISA yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Seksen dort tereyagi Orneginin 79’ unda (%94) farkli diizeylerde AFMI
varlig1 saptanirken, bu tereyagi orneklerinin 67’sinde (%79,7) yasal sinirin asildigi

belirlenmis ve bes (%5,9) 6rnekte toksine rastlanmamustir.

Calismamizin sonuglari, Tadesse ve ark., Hassan ve ark. ve Kaur ve ark.’nin
caligma sonuglariyla paralellik gostermis ancak Gill ve ark., Tadessa ve ark., Atasever
ve ark. ve Var ve ark.’’min calismalarina gore daha yiiksek diizeyde AFMI1
belirlenmistir. Orneklerden de goriildiigii gibi AFM1 diizeyleri iilkeler arasi farklilik
gostermekte olup; bu farkliliklar 6rneklerin toplandigi mevsimlere, yem depolama
kosullarina ve iilkelerdeki kontrol mekanizmalarinin diizenli ¢alisip c¢aligmadigina
baglanabilir. Caligmamizin sonuglar1 tereyagir oOrneklerinin %94’linlin kontamine
oldugunu ve %79’unda yasal sinirin asildigini gostermektedir. Bu durumda, siit ve siit
tirtinlerindeki aflatoksin miktarlarinin ve en basta yem depolama kosullarinin
tyilestirilmesi ve daha siki kontrol yontemlerinin uygulanmasinin uygun olacagi

diistiniilmiistiir.

Yapilan calismalarda mevsimsel degisikliklerin AFM1 diizeyinde etkili oldugu
belirlenmistir. Pakistan’da yapilan bir ¢alismada, 2013-2014 yillarinda sonbahar, kis,
ilkbahar ve yaz mevsimlerinde 520 siit 6rneginde ELISA yontemi kullanilarak AFM1
diizeyi Ol¢iilmiigtiir. Siit Orneklerinin %93’tinde AFM1 diizeyi 0,001-0,26 pg/l
araliginda bulunurken, %53 tinlin Avrupa Birligi AFM1 maksimum limitini (0,05 pg/l)
astifi saptanmistir. AFM1'in  mevsimsel yayginhik diizeyi yiliksekten disiige

siralandiginda kig> ilkbahar> sonbahar > yaz seklinde bulunmustur [66].
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Hirvatistan'daki bir ¢alismada c¢iftliklerden ve pazarlardan Subat-Temmuz 2013
tarihleri arasinda toplanan ¢ig siit (3716) ve UHT siit (706) 6rneklerinde AFMI
kontaminasyonu arastirilmistir. Cig siitlerin toplam %27,8'inde ve UHT siitlerin
%9,64'linde yasal sinir1 asan AFM1 seviyeleri belirlenmistir. Subat, mart, mayis ve
haziran aylarinda toplanan orneklerde, ¢ig ve UHT siit ornekleri arasinda ortalama
AFM1 konsantrasyonlarinda istatistiksel farkliliklar gézlenmistir. Hem ¢ig, hem de
UHT siit orneklerinde, AFM1 konsantrasyonlar1 mayis ayindan temmuz ayimna kadar
olan donemde kademeli olarak azalmis, yaz doneminde daha diisik AFMI1

konsantrasyonlar1 saptanmistir [67].

Cin'de ¢ig siitiin AFM1 ile kontamine olma sikligini belirlemek amaciyla yapilan
bir ¢alismada, toplam 5650 ¢ig siit 6rneginden 267'sinde (%4,7) AFM1 kontaminasyonu
tespit edilmistir. Cig siit orneklerinin yalnizca %1,1't Avrupa Birligi yasal siirint (50
ng/L) asmis ve Orneklerin hi¢biri Cin ve Amerika Birlesik Devletleri yasal sinirini (500
ng/L) asmamistir. Cin'de ¢ig silit numunelerinde AFM1 kontaminasyonu kis aylarinda
%10.2, ilkbahar, yaz ve sonbaharda sirasiyla %3.0, %2.1 ve %4.4 olarak ¢ok daha
diisiik bulunmustur [68].

[ran'da yapilan bir calismada ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis aylarinda geleneksel
olarak toplanan 100 pastorize siit drneginde AFM1 kontaminasyonu degerlendirilmistir.
Ornekler, yiiksek performansl s1vi kromatografisi (HPLC) yontemi ve florimetrik tespit
ile degerlendirilmistir. Sonugta, kisin toplanan 6rneklerin yaklasik %44'iintlin ilkbaharda
toplanan Orneklerin %32'sinin, yazin toplanan Orneklerin %24'liniin ve sonbaharda
toplanan drneklerin yaklasik %20'sinin Iran standartlar1 tarafindan belirlenen 0,05 pg/l
olan siir degeri astifi gosterilmistir. Istatistiksel analize gore, farkli mevsimlerde

AFM1 diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamastir [10].

Hirvatistan'in bati, dogu ve diger bolgeler olmak iizere iic bolgesinde dort
mevsim boyunca toplam 3543 ¢ig inek siitii 6rnegi toplanmustir. Orneklerin, AFM1
diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir. AFM1'in yiiksek seviyeleri (>50
ng/kg) tclii dortli kiitle spektrometrisi ile dogrulanmis, sivi kromatografisi ile analiz
edilmistir (LC-MS/MS). Uc¢ bolgede, dort sezon boyunca dlgiilen ve yasal smir1 (50
ng/kg) asan en yiiksek AFM1 seviyeleri dogu bolgesinde sonbaharda (ekim-aralik)
Olciilmiistiir. Kis aylarinda sinir1 asan sadece sekiz Ornek bulunmustur. En yiiksek

AFM1 seviyeleri aralikta (764,4 ng/kg) ve ocakta (383,3 ng/kg) Olcililmiistiir. Bat1 ve



31

diger bolgelerden sadece dort o6rnekte ve dogu bolgesinde iki 6rnekte yaz aylarinda

yiilksek AFM1 seviyeleri bulunmustur [69].

Iran’da yapilan bir ¢alismada marketlerden toplanan 91 pastdrize siit, 72 beyaz
peynir, 68 yogurt, 36 dondurma ve 31 tereyagindan olusan 298 6rnek kullanilmistir.
Ince tabaka kromatografisi teknigi ile AFM1 miktar1 degerlendirilmistir. Pastdrize siit
orneklerinin 66 (%72,5)’sinda, 45 (%66,1) yogurt 6rneginde, 59 (%81,9) beyaz peynir
ornegi, 8 (%25.8) tereyadi 6rnegi ve 25 (%69,4) dondurma 6rneginde AFM1 varlig
tespit edilmistir. iran Standartlar ve Endiistriyel Arastirmalar Enstitiisii (ISIRI, 2002),
AFM i¢in maksimum seviyeyi siit tozunda 1 — 0,5 pg/kg, tereyagi ve ayranda 0,020
pg/kg, peynirde 0,250 pg/kg ve 0,050 pg olarak kabul etmistir. Bu siirlara gore
pastorize siit, yogurt, beyaz peynir, tereyagi ve dondurma orneklerinin sirasiyla %36,2,
%20,6, %30,5, %9,6 ve %27,7'sinde AFM1 konsantrasyonu Iran ulusal standart
limitlerinden daha yiiksek bulunmustur. Kisin toplanan pastorize siit, yogurt, tereyagi ve
dondurma orneklerindeki AFM1 seviyelerinin, yaz aylarinda toplananlardan 6nemli

Olcilide daha yiiksek oldugu bulunmustur [70].

Pakistan’da yapilan bir ¢alismada kis aylarinda (Kasim 2011 ve Subat 2012)
toplam 221 ve yaz aylarinda (Mayis ve Agustos 2012) 212 siit ve siitten elde edilen
{iriinler toplanmistir. Ornekler HPLC yontemiyle analiz edilmistir. Sonuclarda kis
mevsiminde siit ve siit tirlinleri orneklerinin yaklasik %45'inin AFM1 ile kontamine
oldugu ortaya cikmistir, ¢ig siitin %401, UHT siitiin %51'1, yogurdun %37'si,

tereyaginin %60"'1 yasal sinirin lizerinde AFM1 icermektedir. Ancak yaz sezonundan

itibaren siit ve siit tirtinleri 6rneklerinin %32'sinin kontamine oldugu bulunmustur; yani

¢ig siitlin %36's1,, UHT siitiin %31'i, yogurdun %?29'u, tereyagimin %40'inda yasal

sinirin tizerinde AFM1 bulunmustur. Siit ve siit {iriinlerindeki kontaminasyon seviyeleri

kis mevsiminde yaz mevsimine gore daha yiiksek bulunmustur [11].

Sonuglar mevsimsel agidan degerlendirildiginde, kis aylarinda toplanan 42
tereyagi Orneginin 37’sinin (%88,1) saptanabilir diizeylerde AFM1 ile kontamine
oldugu belirlenmis ve bu orneklerin 32’sinde (%76) sinir degerin (0,05ng/L) asildig
goriilmistiir. Bes ornekte ise sinir degerinin altinda AFM1 saptanirken (%]12), bes
ornekte (%12) toksine rastlanmamustir. Ilkbaharda mayis aymda toplanan tereyag
ornekleri AFM1 acgisindan degerlendirildiginde, 42 tereyagi 6rneginin tiimiiniin (%100)

cesitli diizeylerde AFM1 igerdigi belirlenmistir. Otuz bes 6rnekte 0,05 ng/L olan sinir
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degerin asildig1 (%83.3) saptanirken, bu orneklerin 10’unda (%23,8) ¢ok yiiksek
diizeyde (>100,00) toksin belirlenmistir. Yedi ornekte sinir degerin altinda AFMI
(%16.6) saptanmustir.

Calismamizdaki sonuglara gére mevsimsel degerlendirme yapilan Ismail ve ark.,
Li ve ark. ve Ankari ve ark.’nin ¢aligmalarinin aksine ilkbahar mevsimindeki tereyagi
orneklerinde saptanan AFMI1 diizeyleri, kis aylarinda toplanan 6rneklerdekinden daha
yiiksek bulunmustur.Ilkbaharda toksin diizeylerinin kis mevsimine gore daha yiiksek
olmasi, hava kosullar1 nedeniyle hayvanlarin meraya ¢ikamadigi ve hala depo yemlerle

beslenmis olabilecekleri seklinde yorumlanmastir.

Calisma sonucunda, tereyaglarinda belirlenen AFM1 diizeylerinin ciddi halk
saglig sorunu olusturabilecegi, bu duruma sebep olabilecek hayvan yemlerinde bulunan
AFBI1 miktarlarinin diizeylerinin ve bu yemlerin depo kosullarinin diizenli olarak

kontrol edilmesi ve denetlenmesi gerektigi diisliniilmiistiir.
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