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PERAKENDE OLARAK SATISA SUNULAN KAYMAK VE TEREYAGLARDA
AFLATOKSIN M1 VARLIGI

Nuri Aydin OZKAN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal
Yiiksek Lisans, Nisan, 2017
Damsman: Dog¢. Dr. Nurhan ERTAS ONMAZ

KISA OZET

Bu calismanin amaci, Kayseri’deki pazarlarda satisa sunulan tereyagi ve kaymak
orneklerinde aflatoksin M1'in (AFM1) varligi ve diizeyleri Enzyme-Linked Immune
Sorbent Assay (ELISA) teknigi ile arastirmakti. Bu amagla, pazarlardan rastgele toplam
100 6rnek (50 tereyagi ve 50 kaymak) alindi. Bu ¢alismada, numunelerin tamaminda
(%100) saptanabilir diizeyde (5 ng/kg) AFM1 bulundu. Tereyagi ve kaymak
orneklerindeki AFM1 kontaminasyon seviyeleri sirasiyla 6.58-128.69 ng/kg ve 5.70-
26.62 ng/kg arasmnda degisiyordu. Analiz edilen 6rneklerin yalnizca bir tanesi (%2)
(tereyagr) Tiirk Gida Kodeksinin maksimum yasal sinirlar1 asmisti. Sonug olarak, tereyagi
ve kaymaktaki AFM1 varligi muhtemel bir halk saglig1 problemi olarak diisiiniilebilir.
Bu nedenle, siit ve siit triinleri, AFM1 kontaminasyonu varligi yoniinden siirekli

izlenmelidir.

Anahtar Kelimeler: AFM1, ELISA, krema, tereyagi
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PRESENCE OF AFLATOKSIN M1 IN SALES AS RETAIL BUTTER
AND TURKISH CREAM

Nuri Aydin OZKAN
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, April, 2017
Supervisor: Associate Prof. Dr. Nurhan ERTAS ONMAZ

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the presence and level of aflatoxin M1 (AFM1)
in butter and Turkish cream samples marketed in Kayseri, Turkey with Enzyme-Linked
Immune Sorbent Assay (ELISA) method. For this purpose, a total of 100 samples (50
butter and 50 Turkish cream) were randomly collected from bazaar. In this study, AFM1
at detectable level (5 ng/kg) was found in all (100 %) of the samples. The AFM1
contamination levels in butter and Turkish cream samples ranged from 6.58 to 128.69
ng/kg and 5.70 to 26.62 ng/kg, respectively. Only one (2 %) of analysed samples (butter)
exceeded the maximum legal limits according to Turkish Food Codex. In conclusion, the
occurrence of AFM1 in the butter and cream may be considered as a possible public health
problem. Therefore, milk and milk products have to be monitored continuously for the

presence of AFM1 contamination.

Keywords: AFM1, butter, ELISA, Turkish cream
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1. GIRIS ve AMAC

Kiifler, ortam sicakligi ve rutubetin uygun oldugu kosullarda besin maddelerinde
ireyerek iirliniin bozulmasima neden olmalarmin yani sira, insan saghigmi olumsuz yonde
etkileyen teratojenik, karsinojenik ve mutajenik etkili toksik metabolitler (mikotoksin)
olusturmaktadirlar  (1).  Aflatoksinler, hakkinda en ¢ok arastirma yapilan
mikotoksinlerdir. Aflatoksinler, basta Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus,
Rhizopus ve bazi Penicillium tiirleri tarafindan sentezlenen mikotoksinlerdir. Belirlenmis
13 tiir aflatoksinden 5°i gida iiriinlerinde tespit edilebilmektedir. insan ve hayvanlarda
akut ve kronik zehirlenmelere neden olan bu metabolitler, aflatoksin B1, B2, G1, G2,
Ml'dir (2). Aflatoksin B1 (AFB1) ile kontamine olmus yemlerle beslenen siit
hayvanlarinda, yemde bulunan AFB1 karacigerde metabolize olarak Aflatoksin M1'e
(AFM1) dontismektedir. Olusan AFM1 daha sonra siit bezleri yoluyla siite gegmektedir
(3). Toksin, pastorizasyon gibi 1s1l islemlere son derece dayaniklidir (4). Bu nedenle
tereyagl ve kaymak dahil hemen hemen tiim siit ve siit iirlinlerinde; Aflatoksin M1
kontaminasyonu goriilmektedir (2, 5). Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (IARC)
tarafindan AFB1’in 1. derecede, AFM1’in ise 2. derecede kanserojen madde sinifina
alinmas: siit ve tirlinlerinin aflatoksinlerle kontamine olmasinin halk sagligini agisindan

risk olusturdugunu gostermektedir (6).

Tiim memelilerin beslenmesinde dnemli bir yeri olan siit, organizmanin ihtiya¢ duydugu
besin elementlerini icermesi bakimindan temel gida maddelerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Siit, binlerce y1ldir insanlar tarafindan dogrudan yada degisik lezzet, aroma,
yaptya sahip bir¢ok iirline doniistiiriilerek siit {irtinleri seklinde tiiketilmektedir (7). Siit
bilesenleri iginde siit yagi, yiiksek miktardaki ve karmasik yag asidi kompozisyonu ile
kaymak ve tereyagi gibi cesitli siit Uriinlerinin iiretiminde temel hammadde olarak

kullanilmaktadir. Ayrica siit yagi, esansiyel yag asitlerini (linoleik, aragidonik ve



linolenik) ve yagda ¢oziinen (A, D, E, K) vitaminleri i¢erdiginden beslenmede oldukga

onemlidir (8).

Kaymak ve tereyagi iilkemizde siit yagindan iiretilen iki dnemli siit iiriiniidiir. Ulkemizde
kendine 6zgili lezzeti ve aromasi ile gesitli tathilarin yaninda ve kahvaltida severek
tiiketilen kaymak, yag orani yiiksek manda siitiinden ya da krema ilave edilmis inek
stitlinden tiretilmektedir (9). Diger bir siit yagi iirlinii olan tereyagi ise lilkemizde krema
ve yaylk ayranmdan iiretilmekte ve gida sektoriinde bircok alanda kullanilmaktadir.
Ayrica giinlik beslenmede lezzet ve aromasi, enerji kaynagi olmasi, kolay
sindirilebilmesi, icerdigi A vitamini ve esansiyel yag asitleri nedeniyle dnemli bir yere

sahiptir (10).

AFM1, laktasyondaki hayvanlarin aflatoksin B1 igeren yemleri tiiketmesinden sonra bu
toksinin metaboliti olarak siitle atilir. Dolayisi ile bu toksin siit ve siit liriinlerinde (siklikla
peynir, yogurt, siit tozu, diisiik oranla tereyagi) bulunabilmektedir. Siit ve iirlinleri,
bebekler, emziren anneler, cocuklar, yashlar ile siit ve {riinleri ile beslenen yavru
hayvanlar i¢in temel besin kaynagi oldugundan, bu friinlerdeki AFM1 miktarlar1
onemlidir. Bu nedenle bu calismada, Kayseri ili ve ilgelerinde tiiketilen kaymak ve
tereyagl orneklerinde AFM;: diizeylerinin tespit edilmesi amaclandi. AFM1’in basta
karaciger olmak iizere birgok organda ciddi hastalik belirtilerine ve kansere neden olan
onemli bir halk saglhigi sorunu olmasi dolayisi ile arastirma bolge insanmin saghgi

bakimidan da 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

Hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yem maddeleri, insanlarin gida maddesi olarak
kullandiklar1 triinler tiiketim asamasina gelinceye kadar gesitli bozulma etkenlerine
maruz kalmaktadir. Heterotrofik tabiata sahip olan kiif mantarlar1 (funguslar), cevre
kosullarina olan dayanikliliklar1 ve dogada cok yaygin bulunmalariyla bu bozulma
etkenleri arasinda 6nemli yer tutmaktadirlar (11, 12). Kiif mantarlari, gida ve yemlerde
iremeleri esnasinda sentezledikleri mikotoksin adi verilen diisiik molekiil agirlikli bazi
metabolitleri ortama birakmaktadirlar. Mikotoksin kelimesi Yunanca kiif anlamma gelen
“Mykis” ve Latince zehir anlamindaki “Toxikon” kelimelerinden olugmaktadir.
Mikotoksinler; filament6z yapidaki cesitli mantar tiirlerinin sekonder metabolizmasi
sonucunda olusmakta ve insan ve hayvanlarda latent, akut veya kronik zehirlenmelere

neden olmaktadirlar (1,2).

Mikotoksin alimina bagl olarak gelisen ¢ogunlukla birden fazla belirti ile karakterize
klinik tabloya “mikotoksikoz” denir. Mikotoksikozda bireyde olusan belirtilerin tipi ve
siddeti viicuda alinan mikotoksin tiirii, miktar1 ve bir ya da birden fazla ¢esitte olmasmin
yant sira viicut agirligi, fiziksel ve beslenme durumu gibi kisisel 6zelliklere bagl olarak
da farkliliklar gosterebilmektedir (12,13). Mikotoksin iireten en 6nemli fungus tiirleri;
Deuteromycota (Fungi imperfecti) icinde Hypomycetes smifinda yer alan Aspergillus,

Penicillium, Alternaria ve Fusarium cinslerine giren tiirlerdir (14).
2.1. MIKOTOKSINLERIN TARIHCESI

Mikotoksin zehirlenmesi ile ilgili ilk kayitlara 5000 yillik Cin kaynaklarinda
rastlanmaktadir. Claviceps purpurea tarafindan olusturulan nekroz ve gangren ile
karakterize ergot zehirlenmesi orta ¢agda Avrupa iilkelerinde “kutsal ates” olarak
tanimlanmis ve bir¢ok Kisinin Oliimiine neden olmustur. Paris’te kiifli karavanin ve
Japonya’da kiiflii pirincin tiiketilmesine bagli zehirlenmeler 1800l yillarda bildirilen

mikotoksikoz olaylaridir (15). Almanya ve Iskandinav iilkelerinde domuzlarda gériilen



nefropatinin ve Balkan iilkelerinde ortaya ¢ikan Balkan Endemik Nefropatisinin (BEN)
nedeninin de Aspergillus achraceus olusturdugu okratoksin A oldugu ilerki yillarda

yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (3,13).

Ikinci diinya savas1 sirasinda Rusya'nin Orenburg bolgesinde niifusun yaklasik %10’u
savas nedeniyle tarlada zorunlu olarak bekletilen bugday ve dari gibi tahillari tiiketmek
durumda kalmislardir. Bu kisiler tiriinlerde olusan kiif mantarlarinin meydana getirdikleri
mikotoksinlerden zehirlenmis ve beslenmeye bagl toksik etki ile kanda 16kosit sayisinin

diismesi sonucu 16semi tablosu (Alimentary Toxic Aleukia) ortaya ¢ikmistir (14).

Ingiltere’de 1960 yilinda, 100.000’den fazla hindi palazinin &liimiine neden olan
karaciger nekrozu ve safra kanali hiperplazisi ile karakterize “hindi X hastalig1” (Turkey
X Disease) tanimlanmigtir. Yapilan ¢aligmalar, hastaliga hindilere protein kaynagi olarak
verilen ve Brezilya’dan ithal edilen yer fistiginda bulunan toksik maddelerin neden
oldugunu ortaya koymustur. Bu toksik maddelerin “Aspergillus flavus” ve “Aspergillus
parasiticus” isimli toksijenik mantarlar tarafindan sentezlendigi ve ince tabaka
kromatografi yontemi ile analizi sonucunda bir dizi floresan bilesikler ortaya ¢ikardigi
bildirilmistir. Bu bilesiklere kendini olusturan fungusun adina istinaden “aflatoksin” adi

verilmistir (16-20).
2.2. MIKOTOKSINLERIN GIDA VE YEMLERE BULASMASI

Yemlerde ve gidalarda saprofit olarak bulunan kiifler lifli-tozlu bir gériintii olusumuna
neden olurlar. Yem ya da gidalarda olusan bu gorinti “kiiflenme” olarak

tanimlanmaktadir (1-3).

Kiiflenmenin olugmasi i¢in ortamda kiif sporunun bulunmasi gerekmektedir. Kiif sporlar1
hava ve su ile kolaylikla etrafa yayilarak kontaminasyona neden olurlar. Uygun ortam
bulduklarinda ¢ogalirlar ve gidalarin kiiflenmesine neden olurlar. Eger gelismelerine

uygun ortam bulamazlar ise yillarca spor formda kalabilirler (1, 2, 4).

Kiif mantarlarimin gida ve yemlerde gelisebilmeleri ve mikotoksin iiretebilmeleri i¢in
oncelikle gida ve yemin bilesimi olmak iizere sicaklik, pH, rutubet, oksijen ve

karbondioksit diizeyi gibi sartlarin uygun olmasi gerekmektedir. Bu ortamda mantarin



tiirii ve diger mikroorganizmalarla olan rekabeti de iiretilen mikotoksinin ¢esidini ve

miktarini belirlemektedir (21).
2.2.1. Rutubet

Kiiflerin gelisimi ve toksin iiretme yetenegi lizerinde ortam rutubetinin biiyiik etkisi
vardir. Kiiflerin tiremeleri ve toksin {iretmeleri ortamin relatif rutubet orani artist1 ile
dogru orant1 bulunmaktadir. Ortamda mevcut rutubetin azaltilmasi ile kiif gelisimi ve
toksin olusumu engellenir (11, 14). Kiiflerin ortamda iireyip gelisebilmeleri i¢in gerekli
olan rutubet orani kiifiin toksin sentezleyebilmesi i¢in gerekli olan rutubet oranindan daha
azdir. Gidalarin su aktivite degeri kiiflerin gelisimi tizerinde olduk¢a Onemlidir.
Ortamdaki rutubet ile su aktivitesi arasinda pozitif bir baglanti bulunur. Gida
maddesindeki su aktivitesinin 0.68 ve tizerindeki degerlerde oldugu durumlarda kiifler

oldukgca rahat ireyebilir ve toksin salgilayabilir (1, 14).
2.2.2. Sicakhk

Sicaklik, kiiflerin hem iiremesi hem de mikotoksin sentezlemelerine oldukga etkilidir.
Ayrica sicaklik kiifler tarafindan salgilanan mikotoksinlerin tiirlerini de etkiler. Genis
sicaklik araliginda (<5 ile 45 °C) iireyebilen kiiflerin optimum iireme sicakliklar1 20 °C-
30°C arasindadir (13, 14, 18, 19). Bunun yan1 sira bazi kiif tiirleri (Penicillium spp ve
Fucarium spp) 5 °C ve daha diisiik sicakliklarda gelisebilmekte iken bazi kiif tiirleri ise
(Aspergillus spp) iireyebilmeleri ve toksin sentezleyebilmeleri igin daha yiiksek sicaklik
derecelerine gereksinim duyarlar. Bu kiiflerin aflatoksini en fazla tiretebildikleri sicaklik
aralig1 25 °C ile 30 °C’dir (1, 13). Yemlerin muhafaza edildigi depolarin sicakligini
kiiflerin optimum gelisme sicakligi olan oda sicakliginin altinda tutmak, depolarda
saglanacak hava sirkiilasyonu ile iiriinlerin rutubetinin %13’lin altna diistirmek, kiif
gelisimini engellemek ve gida, siit ve siit iiriinlerinin kontaminasyonu dnlemek ag¢isindan

onemlidir (14).
2.2.3. pH

Kiiflerin gelisip ¢cogalabilmeleri i¢in optimim pH arali1 5 ila 6’dir, ayn1 zamanda kiifler

genis bir pH araliginda (1.5-11) gelisip cogalabilme yetenegine sahiptir.



2.2.4. Oksijen ve Karbondioksit

Yem ve gida maddelerinin bulundugu ortamlarda oksijen miktarinin disiriilerek
karbondioksit miktarmin artirilmasi, kiiflerin gelisimini ve toksin salgilamalarmi olumsuz
yonde etkiler. Ciinkii, obligat aerobik ozellikte olan kiifler, gelisimleri ve toksin
salgilamalar igin oksijene ihtiya¢ duyarlar (1, 13, 14). Ortamda Oksijen miktarinin %1’e
kadar diisiiriilmesi ve karbondioksit miktarinin %10 ve daha ist diizeylere ¢ikarilmasi

kiiflerin liremesi ve toksin olusumunu 6nemli derece de etkiler (1, 14).
2.2.5. Gida Maddesinin Yapisi

Kiifler tireyip gelisebilmeleri ve toksin sentezleyebilmeleri i¢in ortamda, azot kaynagi
olarak amino asitler, pepton gibi organik maddelere, karbonhidrat ve inorganik besin
maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Yulaf, piring, bugday, pamuk tohumu, misir, yer fistig1 gibi
karbonhidrat ve yag icerigi fazla olan gida ve yemlerde kiifler cok kolay bir sekilde

iireyerek mikotoksin olusturabilir (1).
2.2.6. Zaman

Kiiflerin yem ve gida maddesinde iireyerek ¢ogalabilmeleri ve toksin olusturmalari i¢in
icin belirli bir siire gerekir. Kiif sporlar1 ile kontamine olmus bir gida maddesinde bu siire
uygun sicaklik ve rutubette 2 ile 4 glin arasinda degisir. Dolayisi ile yem ve gida’larin

depolanma siiresi uzadikca kiiflerin liremesi ve toksin sentezleme olasiklar1 da artar (1,

13).
2.2.7. Diger Faktorler

Kiiflerin tiremesi ve mikotoksin sentezine; gida maddelerinde meydana gelen mekanik
hasarlar, ortamdaki 1s1k durumu, ortamda farkli kiif tiirlerinin var olmasi, hasat zamani,

mevsim ve iklim kosullar1 ve deponun havalandirma durumlar1 da etkilidir (1, 14).
Kiif mantarlarinin gida ve yemlere bulagma kaynaklari ¢esitlilik gostermektedir (1,2);

1. Cladosporium spp, Helmintosporium spp, Claviceps spp ve Pullaria spp gibi kiifler
tarlada bitkinin biliylimesi esnasinda bitki paraziti olarak hayatlarin siirdiiriirler. Kosullar

gelismesi i¢in uygun hale geldigine iireyerek kiiflenmeye neden olurlar.



2. Aspergillus spp ve Penicillium spp bitkilerin hasat déoneminde bulasan ve disiik
sicaklik ve rutubet sartlarina sahip kosullarda gelisebilirler ve iirlinlerin kiiflenmesine

neden olurlar.

3. Fusarium spp, Sardaria spp, Populaspora spp, Trichoderma spp ve Stachybothria spp
gibi kiifler ise depo kosullarindam iyi geliserek {irinii kontamine ederler. Bu kaynaklar

Tablo 1.1°de kisaca dzetlenmektedirler.

Tablo 1.1. Funguslar, bulagma kaynaklari ve iireme kosullar1 (14, 22, 23).

Funguslar Bulagma kaynaklari Ureme
Fusarium spp, Claviceps spp,
Cladosporium spp, Bitki paraziti olarak tarladaki Ortam kosullar1 uygun
Helmintosporium spp, Pullaria bitkilerde yasarlar oldugunda irerler
Spp

Uygun sicaklik ve nem ortamina

Aspergillus spp, Penicillium spp Tahillara hasat islemi sirasinda | sahip ambar ortaminda tirerler.

bulagirlar. Makine ile yapilan hasat
bulagsmay arttirir.
Fusarium spp, Trichoderma spp Depolarin iyi temizlenmemesi
Sardaria spp, Stachybothria spp Depo kosullarinda bulagirlar. ile bir sonraki hasatta kontamine
Populaspora spp ederler.

2.3. MiKOTOKSINLERIN SINIFLANDIRILMASI

Mikotoksinlerin smiflandirilmasinda karmasik kimyasal yapilari, farkli biyolojik etkileri
ve degisik tiir kiifler tarafindan sentezlenmeleri giicliik yaratmistir. Bu nedenle
mikotoksinlerin smiflandirilmalari, bilim adamlarinin ¢alisma alanlarina gore farkliliklar
gostermistir. Klinisyenler mikotoksinleri etki yerlerine gore, hepatotoksinler,
nefrotoksinler, ndrotoksinler, immunotoksinler ve olusturduklar1 hastalik tablosuna gore
Saint Antonio atesi, stachybothryotoksikozis vs. olarak siniflandirirken; biyologlar saglik
risklerine gore; karsinojen, mutajen, teratojen ve alerjen olarak smiflandirmaktadirlar.
Ayrica biyokimyacilar biyosentetik orijinlerine gore; aminoasit tiirevleri ve poliketitler;
organik kimyacilar kimyasal yapilarina gore; kumarin ve lakton; mikolojistler ise toksini
olusturan fungusun cinsine gore Aspergillus spp, Penicillium spp vb toksinler olarak
smiflandirmaktadirlar (13, 14, 24).

Bilinen baslica fungal toksinler; aflatoksinler, okratoksinler, zearalenon, sitrinin, patulin,
kojik asit, sterigmatosistin, trikotesenler, Penicillium roqueforti toksini (P.R. toksin),

penisillik asit, sporidesmin, ergot alkaloidleri, streoviridin, alternariol, tenuazonik asit,



rubratoksinler, sikloklorotin, luteosikrin, tremorin A ve okzalik asittir (25, 26). Gida ve
yemlerde gelisen ve mikotoksin iireten baslica kiif tiirleri ve irettikleri mikotoksinler

Tablo 1.2°de 6zetlenmistir (12,14).

Tablo 1.2. Gida ve yemlerde iireyen ve mikotoksin iireten baslica fungus cinsleri ve
iirettikleri mikotoksinler
Fungus Cinsi Urettigi Mikotoksinler

Aflatoksinler: AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2, AFB2a, AFG2a,
AFB3

Aspertoksin, Sitrinin, Sterigmatosistin, Okratoksin A, Patulin, Penisilik asit,
Rugulovasin A, Rugulovasin B, Verrukulotoksin

Sitrinin, Okratoksin A, Sitreoviridin, Rubratoksin A, Rubratoksin B, Patulin,
Penicillium spp. Penisilikasit, PR toksin, Luteosikrin, Izlanditoksin, Ksantosilin-X

Aspergillus spp.

Zearalenon (F-2 toksin), Trikotesenler, Deoksinivalenol, Nivalenol,
Fusarium spp. Diasetoksisirpenol, T-2 toksin, HT-2 toksin, Tremortin, Fusarin-C, Fumonisin
B1, Moniliformin, Siklopiazonikasit, Sitromisetin, Rugulosin, Ksantomegnin

Alternaria spp. Alternariol, Alternariolmono-metil-eter, Altertoksin, Tenuazonikasit

2.4. AFLATOKSINLER

Aflatoksinler, Aspergillus cinsine ait Asp. flavus, Asp. parasiticus, Asp. nomius tiirleri ve
Asp. flavus var. columnaris, Asp. parasiticus var. globosus alt tiirleri tarafindan
olusturulan yiiksek karsinojenik ve mutajenik 6zellige sahip mikotoksik ajanlardir (12,
20, 27, 28). Aflatoksin kelimesi, Aspergillus’un ilk harfi “a” ile flavus’un ilk ii¢ harfi
“fla” nin sonuna latince zehir anlamina gelen “toksin” kelimesinin ilave edilmesi ile

olusturulmustur (29).
2.4.1. Aflatoksinlerin Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler kimyasal olarak difurokumarosiklopentenon ve difurokumarolakton
grubunda bulunan, bifuran halkasi ve lakton bagi iceren nispeten diisiik molekiil

agirliklarina sahip kumarin derivatlaridir (30).

Aflatoksinlerin B1, B2, G1, G2, olmak {izere dort ana bilesigi vardir. AflatoksininB1 ve
B2 formu ince tabaka kromatografisinde uzun dalga boylu (366 nm) ultraviyole (UV)

15181 altinda mavi floresans renk (Blue), G1 ve G2 formu ise yesil floresans renk (Green)



gosterdiklerinden dolay1 bu sekilde isimlendirilmislerdir (31, 32). Bunlarin disinda B2a,
G2a, P1, Q1 ve aflatoksikol gibi ¢esitli aflatoksin tlirevleri bildirilmistir (27, 33).

Aflatoksinin diger iki formu olan ve siitte salgilanmasi nedeniyle “milk toxin” adimi alan
M1 ve M2, AFB1 ve AFB2 iceren yemlerle beslenen laktasyondaki hayvanlarin siitiinden
izole edilmislerdir (14, 29). AFB1 ve AFB2 igeren yemlerle beslenen hayvanlarin
karacigerinde bu iki toksin metabolize olarak OH igeren derivatlara doniismektedirler.
Siitteki AFM1, viicuttaki AFB1 molekiiliinin AFM2 de, AFB2 molekiiliiniin 4. karbon
atomunun hidroksilasyonu sonucunda meydana gelmektedir (30). Yemle almnan
toksinlerin yaklasik % 2-6’smin AFM1 ve AFM2' ye doniiserek siite gectigi, bu gegis
oranlarmm hayvana, giine ve hatta bir sagimdan diger bir sagim arasina gore bile
degisebilecegi belirtilmektedir (32, 34, 35). AFM1’in siitte bulunma siiresi 3 giin
civarinda oldugu, aflatoksin iceren yem maddesinin tiiketiminden sonra yaklagik 12 saat

icinde siitte AFM1 tespit edildigi rapor edilmektedir (31).

Siitte bulunan diger M serisi aflatoksinler, AFG1, AFG2, AFB2a ve AFG2a’nin
hidroksile olmus derivatlari olan Aflatoksin GM1 (AFGM1), Aflatoksin GM2 (AFGM2),
Aflatoksin M2a (AFM2a) ve Aflatoksin GM2a (AFGM2a)’dir. (27, 36). Bu toksinler de
ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boylu UV 15181 altinda B serisi toksinlerinden

daha diisiik Rf (Rate of flow) degerlerinde mavi floresan verirler (36).

Aflatoksinler, metanol, kloroform, aseton ve bir¢ok organik maddede iyi, suda ¢ok az
(10-30 pg/mL) ¢ozliniirler, petrol eterinde ¢6ziinmezler. Notre yakin pH’lardaki gida ve
yem maddelerinde oldukca stabildirler. Ancak ¢ok diisiik (<3) ve yiiksek (>10) pH’larda,
okside edici ajanlarla temas ettiklerinde ve oksijenli ortamda UV 1sigma maruz
birakildiklarinda aktivitelerini kolayca yitirirler. AFM1’in silindir metodu ile siit tozu
iiretimi ve pastorizasyonu islemlerinden etkilenmedigi bildirilmistir (14, 17, 31).

Aflatoksin tiirevlerinin kimyasal yapilar1 Sekil 1°de gosterilmektedir.



0 0 OCH;

Aflatoksin EI1

0 0 OCH;

Aflstoksin 52

Aflato<sin 131

Aflatoksin G2

Aflatoksin M1

Alataksin M,

Sekil 1.1. Aflatoksin Tiirevlerinin Kimyasal Yapilar1 (Applebaum)
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2.4.2. Aflatoksinlerin Etkileri

Aflatoksinlerin organizmada neden oldugu akut, subakut ve kronik olarak seyreden
zehirlenme tablosu “aflatoksikoz” olarak isimlendirilmektedir. Aflatoksinlerin toksik,
immunosupresif, mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileri, aflatoksin bilesikleri
organizmada karacigere ulastiktan sonra karacigerin mikrozomal enzimleri vasitasiyla,
ugradiklart metabolik degisiklikler sonucu olusan epoksit tiirevleri (AFB1-2,3 epoksit)
tarafindan olusturulmaktadrr. (18, 20, 37-39). AFBi, karaciger mikrozomal sitokrom
P450 enzimleri tarafindan oksidasyonu sonucu, DNA ve proteinlere baglanma
yeteneginde reaktif bir form olan AFB1-8,9-epoksit formuna gevrilir (2). AFB1-8,9-
epoksit formu DNA ile kovalent olarak baglanarak AFLB1N’-Gua kompleksi olusturur,
bu kompleks karsinojenik ve genotoksik etkileri ile organizma i¢in biyolojik bir tehlike
olusturmaktadir (40-42). Ayrica DNA polimeraz enziminin DNA ¢ift sarmalina
baglanmasini engelleyip mRNA sentezini yavaslatmakta ve sonug olarak protein sentezi
engellenmekte ve hiicresel biitiinlik bozulmaktadir (20, 36). Aflatoksinler ayrica RNA
polimeraz, ribozamal translokaz gibi protein sentezi ile ilgili enzimleri ve ¢esitli DNA
formlarim1 karacigerde biyolojik molekiillerle baglarlar AFBI1, karaciger hiicre
DNA’larindaki guanine hiicrede protein sentezini diizenleyen genetik kodu ve hiicre
boliinme diizenini bozarak tiimor olusumuna neden olur (43). AFB1-8,9-epoksit, GSH-S-
transferaz katalizorliigiinde, GSH (Glutatyon) ile birleserek veya epoksit hidrolaz ile ya
da kendiliginden AFB;1-8,9-dihydrodiol’e doniiserek inaktive olur. Bu inaktivasyon olayz,
bir¢ok tiirde AFB1’in detoksifikasyonunda oldukca 6nemli bir yoldur. Aflatoksinlerin
mikrozomal hidroksilasyon ve demetilasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan AFP; ve
AFQ: metabolitleri, mutajenik aktivitesi AFB:’den daha diisiik olan metabolitlerdir. Bu
nedenle bu reaksiyonlar, bir bakima detoksifikasyon islemi olarak kabul edilmektedir. (2,

36,18, 44-46).

Aflatoksin tiirevleri i¢inde toksik ve kanser yapici etkisi en fazla olan AFB1 oldugu; bunu
azalan sirayla AFG1, AFBz, ve AFG; izledigi bildirilmektedir. AFB1' in kronik dozlarla
alinmasi, karaciger kanserlerinin ortaya c¢ikmasinda oOnemli bir sebebi oldugu
diistiniilmektedir. (2, 33, 47). Aflatoksinlerin kimyasal yapisinda meydana gelen
degisiklikler, biyolojik aktivitelerini de etkilemektedir. Ornegin, AFB1’in dihidro derivati
olan AFB,, AFB:’den daha az toksiktir. B grubu toksinlerde bulunan siklopentenon

halkasinin terminal 5 halkasinda olusan laktona degisim sonucunda G grubu toksinler
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meydana gelmektedir (3). Diinya Saglik Teskilati’na (WHO) baglh Uluslararas1 Kanser
Arastirma Merkezi (IARC) 1993 tarihinde, AFB1’nin, insan karsinojeni, AFM; nin ise

insanlar i¢in muhtemel karsinojenik bilesik oldugunu bildirmistir (28, 29).

Aflatoksinlerin insanlara bulagmasi, toksinle kontamine gida maddelerinin tiiketimi veya
solunum, plasenta ve emzirme yoluyla olmaktadir (1, 45). Hastaligin siddeti ve seyrini
ahnan aflatoksin dozu, sikligi, viicuda alinig yolu, maruz kalan canlinin yasi, beslenme
kosullarina bagl olarak degismektedir (2, 3). Ayrica protein, karoten ve vitamin B12
eksiklikleri ile 1518a maruz kalma toksisiteyi artirmaktadir (1, 43). Hayvanlar arasinda
domuz, hindi, 6rdek, kedi, kopek ve alabaliklar; tavuk tiirleri i¢inde ise broylerler
aflatoksine daha duyarhidirlar, ayrica aym tiiriin gen¢ olanlar1 yash olanlardan daha
duyarhdir (1). Bir¢cok hayvan tiiriinde toksik etki gosterebilecek aflatoksin miktar1 10 ile
100 ppm seviyelerindedir. Bir giinliik 6rdek yavrularinda AFB1 ve AFM1 i¢in belirlenen
LDso degerleri sirasiyla 0.24 mg/kg ve 0.32 mg/kg olarak bildirilmektedir. (14, 31, 43).

Aflatoksinler alim sikligi, miktar1 ve duyarlilik gibi faktorlere bagl olarak canlilarda
akut, subakut ve kronik sekillerde seyreden toksisite gostermektedirler. Yiiksek miktarda
aflatoksin alimina bagh olarak olusan akut formda, siddetli karaciger hasarini takiben
siddetli intoksikasyona bagli solunum gii¢higii, kanli ishal, doku ve organlarda kanamalar
ve 6liim; subakut formda sarilik, bagirsaklarda kanama, trombosit sayisinda azalma ve
karaciger hasar1 goriilmektedir (1, 14, 36). Akut aflatoksikozisin klinik bulgulari; istah
azalmasi, agirlik kaybi, solunum giicliigli, burun akintisi, durgunluk, bitkinlik, uyku hali
(letarji)’dir. Bu belirtilerin yaninda, kansizlik, oksiiriik, kanl ishal, norolojik
anormallikler, mukoz membranlarda sarilik, kapillar damar dayanikliliginin azalmasi
sonucu doku ve organlarda kanama, viicut bosluklarinda sivi birikimi, kasilma ve en
sonunda birkag saat ile birka¢ giin icinde meydana gelen 6liim sekillenir. Karacigerde

rengin agilmasi veya tamamen renksizlesme ve yag infiltrasyonu belirgin olarak goriiliir

(1,36, 45, 48).

Diisiik dozlarda ve uzun siireki aflatoksin alimina baglh olarak olusan kronik subletal
dozlar ise beslenme bozukluklarma ve bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden
olmaktadir (49). Kronik aflatoksikozisin klinik bulgulari; istahmn, biiylime hizinin, yem
tilkketiminin ve yemden yararlanmanin azalmasi, kil kalitesinin bozulmasi, kansizliktir.

Ozellikle broylerlerde karkas kalitesinde diisme, ette berelenme ve ciiriime, karm
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boslugunda sivi toplanmasindan dolay1 karnin biiylimesi, hafif sarilik, sigirlarda yavru
atma ve siit veriminde azalma, kanatlilarda yumurta verimi, yumurtadan yavru ¢ikma
orani ve yumurta agirhiginda azalma gibi bozukluklarla seyreder. (1, 2, 47). AFBL,
kanserojen etkisinin yan1 sira mutajen, teratojen ve immunosupresif etkilere de sahiptir.
Bu etki nedeniyle hayvanlarda as1 sonrasi yeterli bagisiklik saglanamamakta, hayvanin
cesitli enfeksiyonlara (salmonellosis, koksidiomikosis) karsi direnci azaltmaktadir (14).
Aflatoksinle bulasik gidalarla beslenen insanlarda karaciger kanseri, siroz ve 6zellikle
cocuklarda Reye’s Sendromu vakalarina rastlanmaktadir. Bazi mikotoksinlerin ¢esitli

etkileri ve neden olduklar1 hastaliklar tablo 1. 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 1.3. Bazi mikotoksinlerin ¢esitli etkileri ve neden olduklar: hastaliklar

Ureten Fungus | Mikotoksin Toksik Etkisi Neden Oldugu
Hastahklar
Karsinoienite Insanda primer karaciger
Aspergillus Aflatoksin B1 oJer kanseri
Teratojenite .
Turkey-X disease
Pen|C|I!|um Sitrinin Nefrotoksisite
Aspergillus
Penici I!lum a-Siklopiyazonik asit | Norotoksisite
Aspergillus
Clavicens Ergotoksinler Vazokonstriiksiyon Ergotizm
P (ergotamin) Norotoksisite Insanda St. Anthony Atesi
. - Karsinojenite Atlarda Ensefalomalazi
Fusarium Fumonisin B1 Norotoksisite Domuzlarda Pulmoner Odem
Aspergillus . Karsinojenite Domuzlarda ve Kiimes
Penicillium Okratoksin A Nefrotoksisite Hayvanlarinda Nefropati
Penicillium Patulin Mutajenite Domuzlarda ve Kiimes
Antibakteriyal Hayvanlarinda Nefropati
Penicillium Penitrem A Norotoksisite
Phomopsis Fomopsin A Hepatotoksisite Koyunlarda lupinozis
. . . Hepatotoksisite A
Pithomyces Sporidesmin A Eotosensitivite Koyunlarda lupinozis
Eusarium Trikotesenler Dermatoksisite Alimentary toxic aleukia
(T-2 toksin) Hematopoetik Etki (ATA)
W Domuzlarda
: Ostrojenizm o
Fusarium Zearalenon - hiperostrojenizm,
Ureme Bozukluklari o -
Vulvovajinit ve diistikler
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2.4.3. Aflatoksin Bakimindan Onemli Gidalar

Aflatoksin tireten Aspergillus tiirleri biitiin diinyada yaygin bir sekilde bulunur ve bugday,
musir, ¢avdar, arpa, yulaf, piring tahillar, soya fasulyesi, nohut gibi baklagil daneleri,
ceviz, findik, antep fistig1, badem, yer fistig1 gibi yagh tohumlar ve meyvelerde gozle

goriiniir sekilde ve dnemli diizeyde iirerler (13, 50, 51, 52).

Tiim tirtiniin gozle goriliir sekilde kiiflenmesi tirliniin islenmesine ve tiiketilmesine engel
olur. Bu sekildeki kiiflenen tirenler kullanilmayarak Aflatoksin kontaminasyonu
acisindan risk teskil etmezler. Asil risk, iirtiniin ¢ok az bir kisminin kiiflenmesi ve
depolama siiresinde mikotoksin iiretiminin devam etmesidir. Mikotoksin iceren
tahillardan yapilan unlu mamuller, kiif mantarlarmin tiretigi meyvelerden iiretilen meyve
sular1, dnemli bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir. Ayrica kakao, kahve (¢ekirdek),
bira, sarap gibi iiriinlerde de aflatoksine rastlanmaktadir. Uygun sartlarda depolanmayan
hayvan yemlerinde kismi kiiflenme ile baslayan mikotoksin iiretimi, hayvanin
mikotoksinli yem tiiketmesi ile sonu¢lanmaktadir. Yem fiiretiminde kullanilan yaglh
tohumlardan da pamuk, ay¢icegi, susam ve kolza tohumlarinda aflatoksinlere siklikla
rastlanir. Sorgum, dar1, misir ve ¢esitli kiispeler (yer fistig1, soya, pamuk, ay¢icegi tohumu
kiispeleri) gibi hayvan yemleri aflatoksin ile yiiksek diizeyde kontaminasyon riski tasirlar.
Siit, yumurta ve et iirlinlerinin de bazen aflatoksin bakimindan kontamine olmalari,
hayvanlarm aflatoksin igeren yemlerle beslenmesi sonucu goézlenmektedir (36, 50-55).
Aflatoksin sentezleyen Aspergillus tiirleri her tiirlii iklim kosulunda kolayca tireyebilirler.
Cevre sicakliginin 24 — 45°C oldugu ortamda {iriin ¢esidine gére % 9-14 aras1 veya daha
yiiksek oranlarda rutubet i¢eren besinler 3—4 giinde bile agir bir sekilde kiiflenebilirler.
Aflatoksin siklikla hasattan Once tarlada ekinlerde olusur. Zayif giibreleme ve yabani otlar
tarladaki kiif gelisimini artrmaktadir. Eger ekin yeterince kurutulmazsa hasat sonrasi
kontaminasyonu gozlenir. Yiiksek sicaklik, bocek ve kemirgen istilas1 da bazi depolanmig

iirtinlerde kiif gelisimini ve toksin olusumunu kolaylagtirmaktadir (38, 50, 52, 56, 57).

Tablo 1.4°de Tiirk Gida Kodeksi’ne gore siit ve iirlinlerinde bulunan aflatoksinlere ait

yasal limit degerler belirtilmistir.
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Tablo 1.4. Tirk Gida Kodeksi’ne gore siit ve iiriinlerinde aflatoksinlere ait yasal limit
degerler (58).

GIDA Maksimum Limit (ng/kg)

AFLATOKSIN B1 B1+B2+G1+G2.¢ | M1

Cig sit, 1s1l islem goérmiis siit, slit bazli {iriinlerin iiretiminde
kullanilan siit — — 0,050

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek siitleri ve devam
stitleri dahil) — — 0,025

2.4.4. Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksin

Laktasyondaki ciftlik hayvanlarinin AFB;: ile kontamine yemlerin tiiketmesi sonucu
viicuda alinan toksinin metabolize olmasi ile olusan derivatlarin siitte salgilanmasi ile
toksisitesi yiiksek AFM;: ortaya ¢ikar. AFM1 hem siitte hem de kontamine siitlerden
hazirlanan peynir, yogurt, siit tozu, kaymak ve tereyagi gibi siit {iriinlerinde bulunur (13,

27, 50, 59-66).

Siitle birlikte salgilanan aflatoksin miktar1 mevsime ve laktasyon periyoduna gore
degismektedir. Siitteki AFM1 seviyesi laktasyonun ilk donemlerinde son donemlerine

gore; kis aylarinda ise yaz aylarina gore daha yiiksektir (31, 50, 66, 67).

Siit ve triinlerinde AFM1 seviyesi ile ilgili lilkemizde yapilan arastirmalarda, ¢ig siit,
peynir, pastorize siit, yogurt, ayran, peyniralti suyu ve siitlii tatlilarda toksine rastlandigi

rapor edilmektedir (66, 68-70).

Siitte bulunan AFM1’in siit iginde dagiliminin homojen olmadigi bu yiizden siit
iirtinlerindeki miktari liriinlere gore degisiklik gosterdigi belirtilmektedir. Yag ayrilmis
siitte, AFM1’in %80’ninden fazlasi1 kazeine baglanma 6zelliginden dolay1 yagsiz siit
kismmda kalmaktadir. AFMI’in yaklasik %10’luk kismimin siit yagma gectigi
belirtilmektedir (19, 31, 32, 71). Buna bagl olarak, siit iirlinlerinden peynir cesitlerinde
AFM1 konsantrasyonlarinin diger siit liriinii ¢esitlerine gore daha yiliksek oldugu; siit
yagindan elde edilen kaymak ve tereyagi gibi iiriinlerde de daha diisiik oldugu rapor
edilmektedir. Yine de yapilan arastirmalarda AFM1 miktarmin tereyaginda da halk
saglig1 riski olusturabilecek diizeylerde olabilecegi ortaya konmustur (66, 72-77)
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Organizma i¢in gerekli tiim esansiyel aminoasitleri iceren siit, ayni zamanda birgok
besleyici ve fonksiyonel 6zellige sahip siit yagini da icermektedir. Siit yaginin karmasik
yag asidi kompozisyonu, yagda eriyen vitamin, mineral madde ve %30-50 oranindaki
doymamis yag asidi icerigi beslenmede Oonem arz etmektedir. Fonksiyonel ozellikleri
nedeniyle cesitli siit tirlinlerinin iiretiminde 6nemli bir kalite kriteri olan siit yagi,
iilkemizde ve diinyada baz1 siit drlnlerinin iiretiminde hammadde olarak
kullanilmaktadir. Kaymak, tlkemizde siit yaginin hammadde olarak kullanildigi;
ozellikle manda yetistiriciliginin yapildigi Afyon, Edirne, Kocaeli, Bursa, Istanbul ve
Ankara gibi illerimizde iiretilen yoresel bir siit lirtintidiir (9, 78). Tirk Gida Kodeksi
Krema ve Kaymak Tebligi’ ne gore; agirlikca en az %60 oraninda siit yagi bulunduran
kremaya “Kaymak” denir. Afyon kaymagi, ayn tebligde; “Manda siitiiniin teknigine
uygun olarak kaynatilarak 92°C’de 2 dakika tutulmasi ve teknigine uygun olarak

sogutulmast ile elde edilen iiriin” olarak tanimlanmaktadir (79).

Tereyagi ise Tereyagi Standardi (TS-1331) “Tereyagi, krema (kaymak) ve yogurdun
teknigine uygun metot ve aletlerle islenmesi sonucunda elde edilen, gerektiginde Gida
Katki Maddeleri Yonetmeligi’nde izin verilen katki maddeleri de ilave edilebilen kendine

0zgii tat, koku ve kivamdaki bir siit {iriinii” olarak tanimlar (80).

Tiirk Gida Kodeksi’nde ise tereyagi; agirlikca en az %80, en fazla %90 oraninda siit yagi,
en fazla %2 oraninda yagsiz siit kuru maddesi ve en fazla %16 oraninda su icerigine sahip

stit Uirtinii olarak adlandirmaktadir (81).

Aflatoksinler, siit {irlinleri yapimi esnasinda uygulanan isitma islemi, ya da tuz ilave
edilmesi gibi prosediirlerden etkilenmemektedir. Yapilan literatlir taramalarinda
tereyaginda aflatoksin M1’in suda ¢Oziinebilme Ozelliginden ve kazeine olan
affinitesinden dolay1 diger siit iiriinlerine gore daha az bulundugu belirtilmektedir (66, 76,
77). AFM1 ile kontamine olmus kremadan tereyag1 liretimi sirasinda mikotoksinin biiytik

bir cogunlugunun yikama suyuna gegtigi belirtilmistir (3, 4).

Diinyanin birgok bolgesinde ve Tiirkiye’de siit ve siit {irlinlerinde Aflatoksin M1’in
varlig1 ve kontaminasyon diizeylerinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur.
Yapilan bu c¢aligmalarin biiyiik cogunlugunda incelenen siit ve/veya siit {irlintiniin farkli

diizeylerde AFM1 igerdigi gosterilmistir.
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Kaniou-Grigoriadou ve ark. (56) Yunanistan’da 2002 yilinda 54 siit 6rneginde AFM1
analiz caligmalarinda siit drneklerinin 27’sinin (%50) AFM1 ile kontamine oldugunu
belirlemiglerdir. Arastirmacilar siit 6rneklerindeki toksin diizeylerinin 10 - 18.2 ng/L

arasinda degisen degerlerde oldugunu bildirmiglerdir.

Herzallah ve ark. (5) 2007 yilinda Urdiin’deki farkl1 yerlerden elde ettigi 220 drnegi (et,
siit, yumurta ve yem) mikotoksin varligi yoniinden analiz ettigi calismada incelenen

orneklerin farkl diizeylerde mikotoksin icerigini gostermislerdir.

Siddappa ve ark. (27) Hindistan’da 2011 yilinda topladiklar1 45 UHT siit ve 52 ¢ig siit
orneklerinde AFM1 varlhigini1 arastirmiglardir. Arastirmacilar inceledikleri UHT siit
orneklerinin %38’nin, ¢ig siit Orneklerinin % 62.5’unun kabul edilebilir maksimum

limitten fazla AFMI igerigini tespit etmislerdir.

Barbieri ve ark. (30) Italya’da 1991 yilinda 200 adet parmesan peynirlerini AFM1
yoniinden incelemislerdir. Arastirmacilar inceledikleri peynir 6rneklerinin 18’inin (%9)

diistik konsantrasyonlarda AFMligerdigini gostermisdir.

Martins ve Martins (2000) 1999 yilinda Portekiz’de ¢ig ve UHT siit 6rneklerinde yapmis
olduklar1 AFM1 tarama ¢alismalarinda 31 ¢ig siit ve 70 UHT siitten olusan 101siit 6rnegin
% 83’tinde AFM1 kontaminasyonu oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Arastirmacilar, ¢ig
siit 6rneklerinin %80.6’sinda, UHT siit 6rneklerin ise % 84.2’sinde AFM1 belirlediklerini

rapor etmiglerdir.

Nakajima ve ark. (2004) 2001 ve 2002 yillar1 arasinda Japonya’da inceledikleri 208
pastorize siitlerin 207’°sinde (%99.5) AFM1 igerdigini bildirmislerdir.

Dashti ve ark.(62) Kuveyt’te 2005 ile 2007 yillar1 arasinda topladiklar1 321 siit (taze siit,
uzun Omiirli siit, siit tozu ve insan siitil) ve 40 peynir drneklerini AFM1 kontaminasyonu
yoniinden incelemislerdir. Arastirmacilar bir 6rnek harig biitiin siit 6rneklerinin 0.9-68.7
ng/kg diizeylerinde, uzun omiirlii siitlerde, belirlenebilir limitlerin altinda ve 88.8 ng/kg
araliginda, siit tozlarinda; 2.04-4.14 ng/kg araliginda, insan siitlerinin sadece 5 tanesinde
8.83-15.2 ng/kg araliginda ve peynir drneklerinin ise %80’ inde 23.8-452 ng/kg araliginda
AFM1 igerdigini belirtmislerdir.



18

Nuryono ve ark. (64) 2006 yilinda Endonozya’da gerceklestirdikleri bir ¢alismada 113
taze siit orneklerinde AFM1 arastirmislardir. Calismada, inceledikleri siit 6rneklerinin
48’inin (% 42.5) 5-10 ng/L araligindaki diizeylerde AFMI1 ile kontamine oldugunu

belirlemiglerdir

Tiirkiye’de, Bakirci (2001) 1994 yilinda Van’da yaptigi calismada, inceledigi 90 adet siit
orneginin 79’unda (% 88), 12.5 ile 123.6 ng/L araliginda AFM1 belirlemistir.

Ertas ve ark. (70) Kayseri ilindeki 2010 yilinda gerceklestirdikleri calismada, 210 adet
siit ve siit Uriinlinde AFMI1 varligi ve diizeylerini incelemislerdir. Arastirmacilar,
inceledikleri 210 siit {riinii Orne8inin 135’inde (%64) AFMI1 tespit etmislerdir.
Caligmada, siit 6rneklerinin 43’linde (%86) 1-30 ng/L arasinda, peynir Orneklerinin
38’inde (%63) 12-378 ng/kg arasindaki degerlerde, yogurt drneklerinin 28’inde (%56)
2.5-78 ng/kg araliklarinda ve siitlii tath 6rneklerinin 26’sinda (%52) 1.5-80/kg arasinda

degisen seviyelerde mikotoksin igerdigi rapor edilmistir.

Sarimehmetoglu ve ark. (68) 2001 ve 2002 yillar1 arasinda, Ankara’daki marketlerden
aldiklar1 400 adet siit iiriiniinde (100°er beyaz peynir, tulum peyniri, kasar peyniri ve
eritme peyniri) yaptiklart AFM1 analizinde, incelenen 6rneklerin 327’sinde (% 81.75) 50
ile 800 ng/kg arasinda toksin tespit etmislerdir. Arastrmacilar, beyaz peynir, tulum
peyniri, kasar peyniri, eritme peynirindeki AFM1 dagiliminin sirasiyla, %82, %81, %85,

%79 oldugunu rapor etmislerdir.

Tekingen ve Ugar (75), 2005 yilinda Istanbul, Izmir, Kayseri, Konya, Tekirdag’dan elde
ettikleri 100 krem peynir orneklerinin %99’unun 0 - 4100 ng/kg araliginda degisen
diizeylerde AFM1 igerdigini, ve incelenen drneklerden %18 inin Tiirk Gida Kodeksinde

belirtilen maksimum kabul edilebilir limiti agtigini bildirmislerdir.

Kiregci ve ark. (69), 2005 ile 2006 yillar1 icerisinde Kars ilinin Sarikamais ilgesindeki satig
noktalarindan topladigi1 80 adet siit ve peynir 6rneginde (20 ¢ig siit, 20 beyaz peynir, 20
kasar peyniri ve 20 eritme peyniri) AFM1 varligmi incelemislerdir. Arastirmacilar,
inceledikleri siit iiriinlerinin 68 (%85)’inde AFM1 belirlemis ve bu Orneklerin 30
(%37.5)’unda ise AFM1 miktarinin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore kabul edilebilir sinirlarin

tizerinde oldugunu rapor etmislerdir.
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2.4.5. Gidalarda Aflatoksinlerin Belirlenmesi

Aflatoksinlerin gida ve yemlerde giinlimiizde hassas ve giivenli belirlenmesi i¢in ince
tabaka kromatografisi, yiiksek basingli likit kromatografi (HPLC), immunoaffinite kolon,
minikolon teknigi, florometrik metod, radioimmunoassay (RIA), enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) ve c¢ok kisith kullanim alam1 bulunan kiitle
spektrofotometresi yontemlerinden yararlanilmaktadir. Tiim bu teknikler icerisinde en

yaygin ve pratik kullanim alanina sahip olan yontem ELISA’dir (14, 56, 82, 83).

Immunulojik yontemlerden olan (ELISA), antijen antikor reaksiyonlarinin direkt olarak
saptandig1 primer bir reaksiyondur. Bu tip primer reaksiyonlarda, antikorun antijene
baglanip baglanmadigi direkt olarak saptanmaktadir. ELISA yontemleri, heterojen ve
homojen immunoassay olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Homojen immunoassay
yonteminde test sistemi; antikor, isaretlenmis antijen ve ornek antijeni olmak {izere 3
faktor igerir. Homojen immunoassay reaksiyonu yarismali bir reaksiyon olup, bu
reaksiyonda Ornek antijeni ve isaretlenmis antijen, ortamda smirli miktarda bulunan
spesifik antikorla baglanma yarisina girerler. Sistemde isaretleme amaciyla kullanilan
enzim, antijene kovalent olarak baglanmistir, bu komplekse antikor baglandigina enzimin
yapisinda degisiklik meydana gelir ve aktivitesini kaybeder. Bu yontem heterojen
immunoassay yontemine kiyasla daha kolay ve pratik olmasina karsin, duyarliligi az ve
ortamda mevcut diger maddelerle meydana gelebilecek istenmeyen reaksiyonlar

acisindan da riskli bir yontemdir (36, 52, 59, 82, 84).

Heterojen bir immunoassay yontemi olan ELISA yontemi, enzim-antijen veya enzim-
antikor konjugatlarindan birinin kullanildig1 yarigsmali teknik ve yarigmasiz teknik olmak
iizere iki sekilde uygulanir. Bu yontemde, homojen immunoassay yonteminden farkl
olarak, antijen ve antikor reaksiyonu sonucu igaretlemede kullanilan enzim aktivitesinde
bir degisme s6z konusu degildir. Antijen ile birlesmeyen isaretlenmis antikor veya
antikorla birlesmeyen isaretlenmis antijen, enzim-antijen-antikor kompleksinden

ayrildiktan sonra her iki fraksiyndan birinde enzim aktivitesi olgtiliir (14, 52, 61, 85).
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2.5. KUFLENMENIN ONLENMESIi VE AFLATOKSIN DETOKSIiFIKASYONU

Kiifler tarafindan olusturulan mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi iizerindeki olumsuz
etkilerinden korunmanin en etkili yolu yem ve gidalarm kiiflenmesini 6nlemektir (1, 2)

Bu amacla;

Kiif tiremesine ve toksine direngli bitkisel tirlinlerin yetistirilmesi,

e Modern iiretim yontemlerinin kullanilmasi,

e Uriin tam olgunlasmadan hasat edilmemesi,

e Zararlilarla miicadele,

e Hasat isleminden sonra iiriiniin yeterince kurutulmasi,

e Hasat edilen iiriiniin depoya taginmasinda kullanilan aracin temiz ve kuru olmasi,
e Deponun kuru olmasi, temiz olmasi ve sicakligm 20 °C’nin altinda olmasi,

e Depoda muhafaza edilen yemlerin laktik asit, asetik asit, sorbik asit ve benzoik asit

gibi kimyasal maddelerle muamele edilmesi,

e Kiif ile kontamine olmus {iriinlerin depoya alimmayarak diger yem ve gidalara

maddelerine bulasmasinin onlemek, kiiflenmenin 6nlenmesi konusunda oldukca

Snemlidir (1, 46, 49).

Ortamda ve gida maddelerinde bulunan mikotoksinler fiziksel (1s1, gamma ve X 1smnlar1,
ultraviole (UV) lambalar vs.), kimyasal (asit ve tuzlar1 ile muamele, amoniasyon) ve

biyolojik (bakteri) uygulamalariyla da azaltilabilir (19).

Pastdrizasyon, buhara tabi tutma ve sterilizasyon gibi islemlerlerden etkilenmezler. Siit
ve siit lirlinlerinde bulunan AFM1 siitlerin pastdrizasyon ya da sterilizasyon isleminden
etkilenmezken yer fistigt 160 °C’de 30 dakika siireyle kavruldugunda toksin
kontaminasyonu biiyiik oranda (%90) azalmaktadir. Yem ve tahillarin gilines 1s1ginda bir

iki giin bekletilmesi de aflatoksin diizeylerini olduk¢a azaltmaktadir.
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UV, gamma ve X 1sin1 uygulamalar1 aflatoksin detoksifikasyonunda kismen etKkili
olmaktadir. UV igmlarmmimn iriine niifuz etme giiciiniin az olmas1 nedeniyle istenilen
sonucu vermemektedir. Bununla birlikte kuruyemis ve bakliyatlarin UV 11k altinda
kontamine olan ve mavi-yesil renk verenlerin uzaklastirilmasi ile aflatoksin orani yari
yariya azaltilabilmektedir. Ancak bu islem yiiksek dozlarda UV 1s1n1 ile gergeklestigi icin
Diinya Saglik Teskilat1 tarafindan uygun goriilmemektedir (14).

Etanol, propiyonik asit gibi organik ¢6ziiciiler, su ve tuzlu c¢ozeltiler aflatoksinlerin
detoksifikasyonunda basar1 ile kullanilan kimyasallardir. Hidrojenperoksit, amonyak,
sodyumhipoklorit ve ozon gibi oksidan kimyasallar aflatoksinlerin detoksifikasyonunda
oldukca etkilidir. Ancak bu kimyasallar gida ve yem maddesinin yapismi bozdugu i¢in
gida maddelerinde kullanimlar1 uygun degildir. Aflatoksinler i¢erdikleri lakton bagindan
dolay1 ozellikle alkalik yapida olan kimyasallara duyarhidir. Yemlerde aflatoksin
detoksifikasyonu amaci ile en sik kullanilan amonyak gazi (amoniasyon) uygulamasidir.
Yemlerin %5 amonyakla muamele edilip 40 °C’de 1 saat bekletilmeleri sonucunda
yemdeki aflatoksin diizeyi 6nemli 6l¢iide azalir. Bu yontem, amonyagn iiriine kokusunun
gegmesi, Urliniin rutubet miktarmi artirmasit ve rengini degistirmesi gibi olumsuz

durumlara sebep olmaktadir (1, 14, 19, 46).

Bu nedenlerle, aflatoksin olusumunun Oniine gegmek i¢in uygun, iirliniin 6zelligini ve
kimyasini bozmayacak ve insan saghgini olumsuz etkilemeyecek uygulamalar
yapilmalidir. Laktik asit, sorbik asit, asetik asit, benzoik asit, propiyonik asit ve tuzlari,
aflatoksin detoksifikasyonunda bu amagla kullanilan kimyasallardir. Yine, inorganik
maddelerden selenyum ve A, C, E vitaminleri karacigerde aflatoksinlerin neden oldugu

karsinojen etkinligi mikrozomal enzimleri aktive ederek onler (46).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Numuneler

Calisma kapsaminda, Kayseri’deki agik pazar yerlerinden alinan 50 adet tereyagi ve 50
adet kaymak materyal olarak kullanildi. Eylil-Aralik 2015 tarihleri arasinda iki haftalik
periyodik araliklarla temin edilen her bir &rnek 200-250 gr arasindaydi. Ornekler soguk

zincir altinda laboratuvara getirilerek analiz edildi.
3.1.2. Cahsmada Kullanilan Sarf Malzemeler

Aflatoxin M1 Analizi Test Kiti (r-biopharm, R 1101 Almanya): Bu ¢alismada analiz

edilen tereyagi ve kaymak numunelerindeki AFM1 seviyesini belirlemek i¢in kullanildi.
Kit Icerigi:

1. 1 Adet antikor kaplanmis mikrotiter pleyt: AFM1’e kars1 olusmus antikorlarla kaph
96 kuyu icerir.

2. 6 Adet Aflatoksin standart soliisyonlar1 (3’er mL): Standartlarin i¢erdikleri toksin

konsantrasyonlar1 asagida belirtildi.
Standart1: 0 ppt
Standart2: 5 ppt
Standart3: 10 ppt
Standart4: 20 ppt

Standart5: 40 ppt
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Standart 6: 80 ppt
3. Buffer 1, 20 mL
4. Buffer 2,12 mL

5. 1 Adet Enzim Konjugat, 1.3 mL (konsantre, analiz i¢in kullanilmadan 6nce Buffer 2

ile 1/11 oraninda seyreltildi.)
6. 1 Adet Kromojen, 7 mL(tetrametil benzidin icerir)
7. 1 Adet Substrat, 7 mL (iire peroksidaz igerir)
8. 1 Adet Stop soliisyonu, 12 mL (Stlfiiriik asit i¢erir)

Kit icerisinde mevcut olan mikrotiter pleytteki kuyucuklar aflatoksin M1’e 06zel
antikorlarla kaplidir. Farkli konsantrasyonlarda AFM1 igeren standart soliisyonlarin ve
analiz edilen Orneklerin kuyucuklara inokiile edilmesi sonucunda orneklerin igerdigi
AFM1, kuyucuklardaki antikorlar tarafindan baglanir. Geride kalan baglanmamis
antikorlar test prosediiriine gore ilave edilen enzim konjugata baglanir. ELISA isleminde
yapilan yikama asamasinda ise baglanmamis enzim konjugatlar uzaklastirilir. Substrat ve
kromojenin mavi bir renge donistiiriir. Stop soliisyonu ilavesi reaksiyonu durdurur ve
mavi rengin sartya doniismesine neden olur. Sonugta Ornegin igerigi AFMI1
konsantrasyonu ELISA cihazinda belirli bir dalga boyunda direkt okunur. Okunan

absorbans degeri 6rnek i¢indeki aflatoksin M1 konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Calismada, kit icerigindeki biitiin reaktifler ELISA isleminden 6nce oda 1sisina getirildi.
Test prosediiriiniin uygulanirken mikro kuyucuklarin kurumamasina 6zen gosterildi.
Testin dogrulugu biiyiik 6l¢lide mikro kuyucuklarm yikanmasindaki hassasiyete bagli
oldugundan, yikama islemlerinde prosediirde belirtilen yikama talimatlarma dikkatli bir
sekilde uyuldu ve pleytlerin reaktifler ilave edildikten sonra inkiibasyonlar1 sirasinda
direkt giines 15181 ile temastan kagimild1. incelenen yag drnekleri igin duyarlilik limiti 25
ppt, geri alma orani %95°tir. Analiz Oncesinde 6rneklerin temizlenmesi i¢in, geri alma
oran1 yaklasik %90 olan Rida Aflatoksin Kolondan (r-biopharm, R 5001/R 5002,

Almanya) yararlanildi.
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3.2. YONTEM
3.2.1. AFM1 Ekstraksiyonu

Stomacher torbasima 5 gr tartilan yag 6rnegi 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda (Niive®,
BM401, Tirkiye) eritildi. Daha sonra 6rneklerin iizerine 25 mL (%70’lik) metanol
eklendi. Elde edilen karisimi eritmek amaci ile 40°C‘de sicak su banyosunda inkiibe
edildi. Stomacher’de 10 dakika homojenize edilen karigim, sogutmali santrifiijde 10
°C’de 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Bu siire sonunda elde edilen siispansiyon
filtre (Whatman No:1, 125 mm) kagidindan siiziildii. Siiziintiiden 5 mL alind1 ve {izerine
15 mL distile su ve 0,25 mL Tween-20 ilavesinden sonra 2 dakika homojenize edilerek
kolondan gegirildi. Kolondan gegirilme isleminde; 2 mL distile su ile | dk yikanarak
kalibre edilen kolonun iizerine 6rneklerin konuldugu hazne olarak kullanilmak amaci ile
20 mL’lik enjektor takildi. Daha sonra ekstratin 1 mL’si kolona ilave edilirken kalan
ekstrat enjektdre konuldu ve ekstratin kolondan yavasca ve siirekli olarak gegmesi
sagland1 ve kolondan atildi. Bu islemin sonunda kolon 10 mL distile su ile yikandi. Daha
sonra 0.5 mL absolut metanol ilavesi ile kolonda tutulan AFMI1 elie edili ve
eppendorflara alindi. Elde edilen eliientten 100 puL alindi ve 900 uL. Buffer 1 ile 1:9
oraninda diliie edildi. Bu sekilde hazirlanan tereyagi 6rnekleri igin diliisyon faktorii 5
olarak belirlendi ve bu karisimin 100 pul’si AFM1 analizi i¢in teste kullanild1 (74, 86,
87).

3.2.2. ELISA Prosediirii

1. Standart soliisyonlar ve hazirlanan tereyagi ve kaymak ornekleri kit icerisinde yer

alan antikor ile kapli mikrotiter kuyucuk pleyte yerlestirildi.

2. Standart soliisyonlarin ve eksrakte edilen 6rneklerin herbirinden 100’er pL almarak

kuyucuklara ilave edildi ve 22-25 °C’de 151k almayan ortamda 1 saat bekletildi.

3. Bu siire sonunda pleyt ELISA otomatik yikayicida (ELX 50, Bio-Tek Instruments,
ABD.) iki kez yikatildi.

4. Her bir kuyucuga 100’er pL. enzim konjugat ilave edilerek 22-25 °C’de karanlik
ortamda 15 dakika bekletildi.
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5. Bu siire sonunda pleyt otomatik yikayicida ii¢ kez yikand.

6. Her bir kuyucuga 50 pL substrat ve 50 uLL kromojen ilave edildikten sonra nazikge
karigtirilarak oda 1sisinda, karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildi.

7. En son agama olarak her bir kuyucuga 100 pL stop soliisyonu koyularak sarsmadan
pleyt iyice karistirildi. Pleyt, ELISA otomatik okuyucuda (Thermo, Finlandiya) 450
nm’de okutularak absorbanslar kaydedildi.

3.2.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi
ELISA testi sonug¢larinin degerlendirilmesinde asagida belirtilen formiil kullanildi;

Standartlar ve drnekler icin bulunan absorbans degerlerinin ortalama degerleri X 100
Birinci standartin (0 ppt standart1 ) absorbans degeri

Standartlar i¢in hesaplanan degerler, semilogaritmik grafik kagidi iizerine ng/L (ppt)
cinsinden AFM1 konsantrasyonuna karsi koordinatlar sistemine girilmesi, elde edilen
konsantrasyonlarin yag Ornekleri i¢in belirlenen diliisyon katsayisi ile carpilmasi
islemleri, ELISA okuyucusu tarafindan otomatik olarak gerceklestirildi. Analiz edilen her

bir 6rnegin AFM1 konsantrasyonu egri tizerinden ng/L cinsinden okundu.
3.2.4. Istatistiksel Analizler

Calismada, tereyag ve kaymak 6rnekleri arasinda AFM1 varlig1 agisindan istatistiksel bir
farklilik olup olmadigi t-testi ile arastirildi. Calismada yapilan tanimlayici istatistiklerde
SPSS 15.0 paket program kullanildi.



4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, analiz edilen toplam 100 6rnegin tamaminda AFM1 diizeyi,
belirlenebilen minumum limitin (5ng/kg) tizerindeydi. Analiz edilen tereyagi ve kaymak
orneklerinin AFM1 diizeylerinin tespit edilmesi amaci ile kullanilan standartlarin

absorbans degerleri tablo 4.1°de ve kalibrasyon egrisi ise sekil 4.1’de gosterildi.

Tablo 4.1. AFM1 analizinde kullanilan standartlarin absorbans degerlerine gore elde
edilen referans araliklar

Ortalama

Konsantrasyonlari % Standart 0 0
Standart (ng/L) Akzlsovrba}ns Sapma (SS) %CV % B/BO
egerl
1 0 1.339 0.009 0.5 100.00
2 5 1.300 0.008 0.5 97.09
3 10 1.220 0.009 0.4 89.62
4 25 0.955 1.00 0.5 71.32
5 50 0.832 0.009 0.4 62.16
6 100 0.620 0.006 0.4 46.30
y =-16,99In(x) + 126,46
120,00 AFC M1 R® = 0,0894
100,00
80,00
60,00
M T.AFL
40,00 Log-—(LM-T-AFL)
20,00
0,00 T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Sekil 4.1. AFM1 analiz kalibrasyon egrisi
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Calisma siiresince analiz edilen tereyagi numunesinin 2’sinde (%4) ve kaymak 6rneklerin
I’inde (%2) AFM1 diizeyi yag ornekleri i¢in belirlenen duyarlilik limiti olan 25 ng/kg’in

iizerindeydi.

Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin
Belirlenmesi Hakkinda Teblig’de (2011) tereyagi ya da kaymak i¢in maksimum bir sinir
belirtilmemistir. Ancak tereyagi numunelerinden 1’inde (% 2) ve Tiirk Gida Kodeksinin
(TGK) siit tirtinleri i¢in belirlemis oldugu maksimum limit olan 50 ng/kg’in iizerinde
aflatoksin M1 tespit edildi. Calismada incelenen kaymak ve tereyagi numunelerinde
sirastyla 5.70 ng/kg-26.62 ng/kg, 6.58 ng/kg-128.69 ng/kg araliklarinda AFM1 igerdigi
belirlendi. Caligmada analiz edilen kaymak ve tereyag ornekleri arasinda AFM1 varligi

acisindan istatistiksel bir farklilik belirlenmedi (p=0.210).

Analiz edilen tereyagi ve kaymak Orneklerine ait AFMI1 dagilimlar1 tablo 4.2°de

Ozetlendi.
Tablo 4.2. Calismada incelenen 6rneklere ait AFM1 diizeyleri
Orneklerdeki AFM1 dagilimi /(%) AFM1 Konsantrasyonu (ng/kg)
Analiz Edilen | Ornek i
Ornek Sayist X£Sx Min Max
<25ng/kg |25-50 ng/kg | >50ng/kg
Tereyagi 50 48 (%96) 1 (%2) 1 (%2) 13.01+2.44 6.58 | 128.69
Toplam 100 97 (%97) 2(%2) 1(%1)

x+Sx: ortalama+standart hata




5. TARTISMA VE SONUC

Siit biitiin insanlar i¢in temel besin kaynaklarindan biridir. Yiiksek kalsiyum ve protein
icerigi nedeniyle beslenmede olduk¢a 6nemli rol oynar. Siitiin soframiza gelene kadar
cesitli toksin maddeler ile kontamine olmasi giiniimiizdeki en biiylik sorunlar birisidir.
Yapilan baz1 ¢alismalar (9, 68, 74) siit ve siit {irlinlerinde yiiksek konsantrasyonlarda
AFM1 igerdigini gostermistir. AFM1 igeren siit ve siit {riinlerini tiikketen kisilerde
(6zellikle bebek, ¢cocuk ve yaslhlar) toksikasyon riskinin yiiksek oldugu bildirilmektedir
(29, 56).

Yapilan ¢alismada incelenen 50 kaymak ve 50 tereyagi 6rneklerinin hepsinde minumum
belirleme limitinin (5ng/kg) tizerinde AFM1 belirlendi. Ancak, yanlizca bir (%2) tereyagi
orneginde belirlen AFM1 diizeyi (128.69 ng/kg konsantrasyonunda) siit tiriinleri igin
belirlenen maksimum tolerans seviyesinin (50ng/kg)’in lizerindeydi. Bu durum,
AFM1’in yagda ¢oziinememesi ve kazeine affintesinden dolay1 %10 diizeylerindeki ¢ok
diisiik miktar1 yaga gecgerken yaklasik %80’lerde olan biiyiik boliimii proteine baglanarak
stitte kalmasina (3, 66, 88, 50, 67) baglanabilir. Bu nedenle, hidrofilik 6zellikte olan

AFMT1’in tereyaginda belirlenen diizeyi halk sagligi agcisindan 6nemli olabilir.

Son yillarda diinyada ve Tiirkiye’de siit ve siit liriinlerinde AFM1’in varhig1 ve diizeyleri
ile ilgili birgok aragtirma yapilmistir (9, 67, 68, 70, 74). Ancak tereyagi ve kaymakta
AFML1 ile ilgili caligsmalar oldukga sinirlidir.

Ozbek (87) Samsun’da tiiketime sunulan toplam 250 adet Siit ve siit iiriiniiniin (50’ser
adet siit, tereyagl, beyaz peynir, kasar peyniri ve eritme peynirlerini) 151’inde (% 60)
ELISA teknigi ile AFM1 saptamistir. Arastirmaci analiz ettigi 50 adet tereyagi drneginin
14’tinde (%28) AFMI1 belirledigini ve bu tereyaglarmm 4’tinde toksin
konsantrasyonunun 65 ng/kg-130 ng/kg arasinda oldugunu (>50 ng/kg) bildirmistir. Ayn1
zamanda iki tereyagi Orneginde tespit ettigi 110 ng/kg ve 130 ng/kg AFMI1
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konsantrasyonlarinin tiiketici sagligini tehdit edebilecek diizeylerde olabilecegini ve bu
miktarlarm en azindan minimum degerlere cekmek gerektigini vurgulamustir. Ozbek (87)

tarafindan elde edilen AFM1 konsantrasyonlar1 bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Aygicek ve ark. (72) Istanbul’da gerceklestirdikleri bir calismada toplam 183 drnekte
(119 adet beyaz peynir ve 64 adet tereyagi) ELISA yontemi kullanarak AFMI
arastirmuglardir. Inceledikleri tereyagi rneklerinin 52’sinde (% 81) 10 ng/kg - 2200 ng/kg
araliginda AFMI1 belirlemislerdir. Arastrmacilar, AFMI1 belirlenen 52 tereyagi
orneginin 20’sinin (% 31.25) 50 ng/kg’dan yiliksek oldugunu vurgulamiglardir. Bildirilen
calismada AFMI’in tereyaginda varligi acisindan bizim calismamiz ile benzerlik
gostermektedir fakat maksimum konsantrasyon limitini AFM1 orani (%31.25) bizim

calisma sonucumuza (%?2) gore oldukca yiiksektir.

Aycicek ve ark. (73) Ankara’da satisa sunulan 49 adet krem peynir, 94 adet beyaz peynir,
53 adet kasar peyniri ve 27 adet tereyagi iceren toplam 223 siit liriiniinde 6rneklerinde
ELISA teknigi ile 202’inde (%90.58) AFMI1 saptamiglardir. Arastirmacilar analiz
ettikleri tereyagi 6rneklerinin 25’inin ( %92.6) bu toksin ile kontamine oldugunu ancak
sadece bir ornegin (%3.7) kabul edilebilir maksimum limiti astigini bildirmislerdir.

Aycicek ve ark. (73)’in ortaya koydugu sonug bu ¢alisma ile uyumludur.

Aydemir ve ark (74) tarafindan Erzurum’daki marketlerden toplanan 89 tereyagi
orneginde ELISA metodu ile yapilan AFM1 analizinde 66 (%82.5) tereyagi 6rneginin 10-
121 ng/kg araliginda toksin igerdigi ve 13 (%16.3) tereyagi drneginin ise yasal limitin
iizerinde oldugu saptanmistir. Aydemir ve ark (74)’m belirttigi kontaminasyon diizeyi bu

calismaya nispeten yiiksektir.

Tekingen ve Ugar (75) Istanbul, izmir, Kayseri, Konya, Tekirdag’dan rastgele topladiklari
192 siit iirtinii (100 krem peynir ve 92 tereyagi) drneginin ELISA ile analizi sonucunda
%99’unun AFM1 icerdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar analiz ettikleri tereyagi
orneklerinin tamaminda (%100) belirlenebilir diizeyde toksin bulundugunu ve 26 (%28)
tereyagi orneginin de AFM1 konsantrasyonunun kabul edilebilir maksimum limitten
fazla oldugunu gostermislerdir. Tekinsen ve Ugar (75)’in aciga ¢ikardigi sonuglardan
biitiin numunelerde belirlenebilir diizeyde toksin bulunmasi yoniinden bu c¢alisma ile

paralellik olsa da arastirmacilarin belirttigi yasal limiti gegen drnek sayis1 daha yiiksektir.
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Adana’da 2008 yilinda Var ve Kabak tarafindan ELISA teknigi ile analiz edilen 70 adet
stit Tirtiniinden (20 steril siit, 20 beyaz peynir, 20 kasar peyniri ve 10 tereyagi) 49’unun
(%70) 10 - 388 ng/kg araliginda AFM1 igerdigi rapor edilmistir. Arastirmacilar 40 - 70
ng/kg diizeylerinde toksin igerdigini belirledikleri 3 (%30) tereyagi 6rneginin 2’sinin 50
ng/kg’m lizerinde ¢iktigini gostermislerdir (77).

Bakirc1 (66) Van’da yaptigi ¢alisma kapsamina dahil ettigi 183 siit ve siit iirlinii 6rnekleri
arasinda ince tabaka kromatografisi teknigi ile analiz ettigi tereyagi ve kaymak orneginin
hepsinde AFM1 saptadigini, ancak tereyagi 6rneklerindeki mevcut AFM1’in 50 ng/kg’1n
altinda kaldigin1 vurgulamistir ve bu durumu; AFM1’in kimyasal yapis1 ve kazeine olan

affinitesi ile iligkilendirmistir.

Aksoy ve ark. (89) Karadeniz bolgesinde topladiklar1 40 adet tereyagi 6rneginde AFM1
varligini belirlenmesinde ELISA ve HPLC yontemi kullanmislardir. Arastirmacilar analiz
ettikleri tereyagi drneklerinin hig birinde AFMI tespit edilmedigini ve AFM1 tespitinde
kullanilan HPLC metodunun dogrulayic1i ve hassas bir yontem oldugunu

vurgulamiglardir.

Ayyildiz (90) tarafindan yapilan bir ¢alismada materyal olarak Tiirkiye‘deki organik
marketlerden toplanan 193 adet 6rnekte (44 adet UHT siit, 26 adet yogurt, 54 adet peynir
ve 32 adet tereyagi ) ELISA metodu ile AFM1 analizi yapilmistir. Arastirmaci toplamda
orneklerin 107’sinde (%55) AFMI tespit ederken tereyagi drneklerinde ise AFMI1’e
rastlanmadigini bildirmistir. Benzer sekilde Demirer ve ark. (91) siit ve siit iirlinlerinde
yaptig1 calisma da analiz ettikleri toplam 22 adet tereyagi 6rneginin higbirisinde AFM1

saptamadiklarini rapor etmislerdir.

Magbool ve ark. (92) tarafindan Pakistan’da 21 adet taze siit, 10 adet yogurt ve 10 adet
tereyagimdan olusan toplam 41 adet siit iiriinii 6rneginde ELISA teknigi ile AFM1 varlig:
arastirilmigtir. Arastirmacilar tereyaginda AFM1’in son derece diisiik diizeylerde (0.007
pg/L) oldugunu rapor etmislerdir.

Fallah (50) iran’daki marketlerden topladig1 298 siit {iriinii rneginde (91 pastérize siit,
72 beyaz peynir, 68 yogurt ve 31 tereyagi) ince tabaka kromatografisi teknigi ile 203
tirtiniin (%68) AFM1 icerdigini tespit etmistir. Pozitif ¢gikan numune sayisinin 8 (%25)

oldugunu ve ii¢ adet (%9.6) tereyagi 6rneginin legal smnirlar1 agtigni bildirmistir.
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Sakuma ve ark. (93) Japonya’da siipermarketlerden topladiklari 60 peynir ve 30
tereyagmdan olusan toplam 90 6rnekte HPLC teknigi ile AFM1 varliga bakmis ancak
inceledikleri 6rneklerin higbirinde AFM1 tespit etmediklerini yayimlamiglardir.

Ashraf (94) Sudi Arabistan’da satisa sunulan 132 tereyagi 6rneginde ELISA teknigi ile
yaptiklar1 AFM1 analizinde 94 (%71.2) 6rnegin AFMI1 ile kontamine oldugunu
belirlemistir. Arastirmaci kontamine tereyagi 6rneginin 4’tinde (%3) AFMI1 diizeyinin

maksimum kabul edilebilir degerden fazla oldugunu rapor etmistir.

Daha dnce yapilan arastirmalar (72, 74,75, 89-93) ile bu ¢alisma arasindaki farkliliklar,
orneklerin alindig1 mevsim ve cografik kosullardan kaynaklanabilir (50, 66, 68). Siit ve
st iirtinlerinde AFM1 varhigi ve diizeyleri ve cografik kosullardan ve mevsimsel
degisikliklerden etkilenmektedir (31, 66). ilkbahar ve yaz mevsiminde merada taze otlarla
beslenen hayvanlardan elde edilen siit ve siit liriinleri kisin kapali alanda kesif yemle
beslenen hayvanlardan elde edilenlere gore daha diisiik diizeyde AFMI igerdigi
bildirilmistir (31, 60, 66-68 ). Bu calismada incelenen dneklerin sonbahar ve kis aylarinda
toplanmig olmasi, bu donemde analiz edilen tereyagi Orneklerinin tamaminda
belirlenebilen minimum smirlarn {izerinde AFM1 belirlenmesinin Sebebi olarak
gosterilebilir. Bunlara ilaveten sonuglar arasindaki ¢esitlilik, tereyagi yapiminda
kullanilan siitlerdeki AFM1 diizeyleri ve tereyagi yapim yontemlerindeki farkliliklardan,
AFM1 analizinde kullanilan metotlardaki farkliliklardan (50, 66), mandra ve satis yapilan
yerlerdeki hijyen durumu ve saklama kosullarindaki farkliliklar kaynaklanabilir (4, 74,
75).

Bu calismada incelenen kaymak orneklerin belirlenebilir diizeyde AFM1 bulunmustur
fakat Orneklerin hicbirisinde AFMI1 konsantarasyonu 50 ng/kg’mn {izerinde olmadigi
gozlemlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinda konu ile ilgili sadece Bakirci (66)
inceledigi siit ve siit iriinlerinden tereyagi ve kaymaktan ¢ok diisiik diizeylerde AFM1
belirlemistir. Bu ¢alisma da elde edilen sonucun aksine, arastirmaci analiz ettigi 6rnekler
arasinda kaymak orneklerinin siitten ¢ok daha az fakat tereyagindan biraz fazla oranda
toksin igerdigini saptamistir. AFM1’in kimyasal yapis1 (yar1 polar, su bazli) ve kazeine
affinitesi ve protein fraksiyonlarina adsorbe olmasi diistiniildiigiinde kaymakta tereyagina

gore daha yiiksek diizeylerde oldugu bilinmektedir (66). Bu durum kaymak ve tereyagi
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orneklerinin yapiminda kullanilan siitlerdeki AFM1 diizeylerindeki farkliliklarla,
aciklanabilir.

Siit ve siit Uriinlerinde, tiiketici saglhigint korumak i¢in AFM1 kontaminasyonunun
onlenmesinde hayvan beslenmesinde kullanilan bitkilerde kiif gelisiminin ya da yemlere
depolama esnasinda aflatoksinleri bulagsmasini engellemek veya en alt diizeye ¢cekmek
icin gerekli tedbirlerin alinmasi1 gerekmektedir (75, 90). Hayvan sahiplerine, kiiflenmis
besin maddelerini hayvanlarina yedirmeleri sonucunda, karsilasabilecekleri ekonomik

kayiplar1 hakkinda bilgi verilmelidir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile Kayseri’de satisa sunulan tereyagi ve kaymak orneklerinin
belirlenebilen diizeylerde AFM1 ile kontamine olduklar1 ortaya ¢ikarildi. Analiz edilen
orneklerden sadece birinin AFMI1 igerigi yasal sinirlarm tizerinde ¢ikmis olsa da séz
konusu Ornegin tereyagi olmasi ve AFM1 kimyasal yapis1 goz Oniine alindiginda halk
saglig1 agisindan goz ardi edilemeyecek bir 6neme sahip oldugu goriilmektedir. Dolayis1
ile iilkemizde siit, peynir, yogurt gibi tereyagi ve kaymaklada Aflatoksin agisindan 6nemli
bir saglik sorunu olabilecegi kanisina varilmistir. Tereyagi 6rneklerinin AFM1 seviyesi,
tereyagi iiretimi i¢in kullanilan siitteki aflatoksin konsantrasyonu ve diger ilgili faktorlerle
yakindan iliskilidir. Dolayisiyla, yemlerde aflatoksin olusumunun Onlenmesi ¢ok
onemlidir. Bulagmay1 6nleme, siit ve siit iiriinlerinin insan tiiketimi i¢in giivenligini
saglamanin tek pratik yoludur. Bu nedenle, tereyagi ve kaymaklarin saglikli ham
maddelerden {iretilmesi ve aflatoksin olusumunu Onlemek i¢cin uygun kosullarda
muhafaza edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu amacla, tereyagi ve kaymak AFM1
miktarmin minimum diizeylerde tutulabilmesi i¢in, mandralarda ve siit igletmelerinde yag
yapiminda kullanilan siitlerde AFM1 analizlerinin yapilmasi, depolama ve satis yerlerinin
hijyenik durumlarmin diizenli olarak kontrol edilmelidir. Bunlara ilaveten ciftgilere,
isletmecilere ve tiiketicilere resmi kurumlar tarafindan aflatoksinler hakkinda diizenli
egitimler verilerek bilin¢lendirilmesi halk sagligmin korunmasinda en 6nemli ve en

ekonomik ¢6ziim yolu olacaktur.
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