T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BIRIMi

PROJE BASLIGI

KAYSERI YORESI MANDA YOGURTLARINDA AFLATOKSIN M1’IN
PREVALANSI

Proje No: TYL-2013-4407

Proje Tari

Yiksek Lisans Tezi

SONUC RAPORU

Proje Yuruttcusu:
Ad1 Soyadi

Dog¢. Dr. Nurhan ERTAS
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD

Aragtirmacinin Ad1 Soyadi

Okan KAYALAP
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD

Aralik 2013
KAYSERI




T.C.

ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLiIMLERIi ENSTITUSU
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi
Anabilim Dah

KAYSERI YORESI MANDA YOGURTLARINDA AFLATOKSIN
M1’IN PREVALANSI

Hazirlayan
Okan KAYAALP

Danmisman
Yrd. Do¢. Dr. Nurhan ERTAS

Yuksek Lisans Tezi

Aralik 2013
KAYSERI



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
VETERINER BESIN HIJYENi VE TEKNOLOJIiSI
ANABILIM DALI

KAYSERI YORESI MANDA YOGURTLARINDA AFLATOKSIN
M1’IN PREVALANSI

Hazirlayan

Okan KAYAALP

Damisman

Yrd. Do¢. Dr. Nurhan ERTAS

Yuksek Lisans Tezi

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

TYL-2013-4407 no'lu proje ile desteklenmistir

Aralik 2013
KAYSERI



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu calismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde edildigini
beyan ederim. Aynm1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu c¢aligmanin

0ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve referans gosterdigimi

belirtirim.

Adi- Soyadi: Okan KAYAALP

Imza:



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Kayseri Yoresi Manda Yogurtlarinda Aflatoksin M1’in Prevalansi” adli Yuksek
Lisans tezi, Erciyes Universitesi Lisansustli Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne

uygun olarak hazirlanmstir.

Tezi Hazirlayan Danisman

Okan KAYAALP Yrd. Do¢. Dr Nurhan ERTAS

Veteriner Gida Hijyeni ve Teknolojisi ABD Baskan1 V.

Dog. Dr. Yeliz YILDIRIM



Yrd. Do¢. Dr. Nurhan ERTAS damigsmanhiginda Okan KAYAALP
tarafindan hazirlanan “Kayseri Yoresi Manda Yogurtlarinda Aflatoksin M1’in
Prevalansi” adli bu galisma jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimler
Enstitisu Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalinda Yuksek
Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

20/12/2013

JURI: iMZA

Danisman:Yrd. Dog. Dr. Nurhan ERTAS
/
Uye: Prof Dr. Yusuf DOGRUER m q/
‘ [ 2

Uye: Dog. Dr. Yeliz YILDIRIM %_%

ONAY:

Bu tezin kabulil Enstitii Yonetim Kurulunun ................ tarith ve

karari ile onaylanmistir.

......... [.......0
Prof. Dr. Saim OZDAMAR

Enstitt Maduaru



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez ¢alismamda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen Veteriner Fakiiltesi Gida
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali 6gretim iiyesi danigman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Nurhan ERTAS’a, Anabilim dali Bagkan1 Dog. Dr. Yeliz YILDIRIM’a, ¢alismam sirasinda
analizlerinin gergeklestirilmesinde yardimer olan Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
Arastirma gorevlisi Serhat AL’a, tez projesini TSD-12-4119 proje koduyla maddi olarak
destekleyen Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi yetkililerine, ¢alismalarim
sirasinda ve ayrica tiim egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen gok

kiymetli aileme tesekkiirii bir borg bilirim.

Okan KAYAALP
Kayseri, Aralik 2013



KAYSERI YORESI MANDA YOGURTLARINDA AFLATOKSIN
M1’IN PREVALANSI

Okan KAYAALP
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Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal
Yiiksek Lisans, Arahk, 2013
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Nurhan ERTAS

KISA OZET

Bu ¢alismanin amaci Kayseri ilinde tiiketime sunulan manda yogurtlarinda Aflatoksin M;
(AFM;) varligim1 incelemekti. Bu ¢alismada toplam 100 manda yogurdu &rnegi incelendi.
Orneklerdeki AFM, diizeylerini belirlemek i¢in Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
teknigi kullanildi. Calismada, analiz edilen 100 yogurt 6rneginin tamaminda (%100) AFM;
tespit edildi ve sadece 7 (%7) manda yogurdu 6rneginde AFM; diizeyi Tiirk Gida Kodeksinde
belirtilen yasal limitlerin iizerinde idi (50 ng/kg). Incelenen 6rneklerin 36’sinn (% 36) 2,7- 10
ng/kg, 14’unln (% 14) 10-25 ng/kg arasinda, 43’iiniin (% 43) ise 25-50 ng/kg araliginda AFM;
icerdigi belirlendi. Bu ¢aligma sonucunda, Kayseri ilinde satilan manda yogurtlarinda AFM;
varliginin halk saglig1 icin potansiyel bir tehlike olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Aflatoxin My, ELISA, Kayseri, manda yogurdu



PREVALANCE OF AFLATOXIN M; IN WATER BUFFALO YOGHURT IN
KAYSERI

Okan KAYALAP
Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Food Hygiene and Technology
Master Thesis, December, 2013
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Nurhan ERTAS

ABSTRACT
The aim of this study was to examine the presence of aflatoxin M; (AFM,) in water buffalo

yoghurt samples in Kayseri /Turkey. ELISA test was used to determine Aflatoxin M, levels of
100 samples collected. Aflatoxin M; were found in all samples analyzed (100 %) . Only 7 (7%)
of yoghurt samples were found contaminated at levels above the legal limits (50 ng/kg). AFM;
level of the samples were ranging from 2.70 to 79.27 ng/kg. AFM; was detected in 36 (%36)
samples ranging from 2.7 to 10 ng/kg, in 14 samples (% 14) from10 to 25 and in 43 samples
(%43) from 25 to 50 ng/kg. It is concluded that the presence of AFM; in water buffalo yoghurt
retailed in Kayseri may be regarded as a potential hazard for human health.

Keywords: Aflatoxin My, ELISA, Kayseri, water buffalo yoghurt
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1. GIRIS VE AMAC

Gidalarda iireyebilen ve bunlarin tiiketilmesi ile viicuda alinan kiifler ve olusturduklar1 toksik
metabolitler (mikotoksinler) giiniimiizde 6nemli bir arastirma konusudur. Kiifler uygun
kosullarda gidalarda {ireyerek iirliniin niceligini ve niteligini degistirerek bozulmasina neden
olurken diger yandan insan sagligin1 olumsuz yonde etkileyen ve tehdit eden; teratojenik,

karsinojenik ve mutajenik etkili toksik maddeler olustururlar (1, 2).

Yogurt kolay sindirimi ve yiiksek besin degeriyle, lilkemizde tiiketilen siit iirlinleri arasinda
onemli bir yer edinmistir (3). Yogurt tiiketiminin fazla oldugu Ortadogu ve Akdeniz
iilkelerinde yogurdun ¢ogunlukla aile tipi iirlin olarak evde, buna karsin Avrupa iilkelerinde
ise daha ¢ok ticari olarak iiretildigi bildirilmektedir (4). Tiirkiye’de manda yetistiriciligi yapan
isletmeler geleneksel aile tipinde olup % 83’1 kiigiik dlgeklidir. Yogurt iiretimi genellikle
evlerde ve geleneksel yontemlerle yapilmaktadir (5). Protein, karbonhidrat, yag ve mineral
madde agisindan inek siitlinden daha zengin olan manda siitii ile yapilan yogurtlarin besleyici
degerinin daha yiiksek, ayrica manda yogurdunun daha kivamli, aromatik ve kolay

sindirilebilir oldugu belirtilmektedir (6,7).

Mikotoksinler i¢inde diinyada en ¢ok bilinen ve en fazla arastirilan mikotoksin aflatoksindir.
Aflatoksinler, basta Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus ve ayrica bazi Penicillium ve

Rhizopus tiirleri tarafindan sentezlenen toksik metabolitlerdir. Belirlenmis 13 tiir aflatoksin



vardir. Gidalarda bu tiirlerden bes tanesine rastlanmaktadir. Insan ve hayvanlarda akut, kronik
zehirlenmelere neden olan bu metabolitler, aflatoksin B, By, Gi1, G, ve My'dir. Aflatoksin By
ile kontamine olmus yemlerle beslenen siit hayvanlarinda, yemde bulunan Aflatoksin B
metabolize olarak Aflatoksin My e déniisiir. Olusan Aflatoksin M; daha sonra siit bezleri ile
stite salgilanir. Siite gegen toksin, pastdrizasyon gibi 1s1l islemlere son derece dayaniklidir. Bu
sebeple hemen hemen her giin raflarda gordiigiimiiz biitiin siit ve siit lirtinlerinde 6zellikle de

peynir ve yogurtta Aflatoksin M; kontaminasyonu goriildiigii bildirilmektedir. (8-10).

Aflatoksin tiirevleri icinde toksik ve kanser yapici etkisi en fazla olan Aflatoksin B;
(AFB;)’dir (11). AFB; ile bulasik yemleri tiiketen g¢iftlik hayvanlari, yemlerdeki AFB;’i
metabolize ederek AFM; seklinde siitleri ile atmaktadirlar ve dolayisiyla kontamine siit ve st

iiriinleri hayvan ve halk saglig1 lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir.

AFM; mikroorganizma kaynakli, basta karaciger olmak iizere bir ¢ok organda ciddi hastalik
semptomlarina ve kansere neden olan 6nemli bir halk sagligi sorunu olmast dolayis1 ile

arastirma bolge insaninin halk sagligi bakimindan da 6nem tasimaktadir.

Bu calismada, Kayseri ili ve ilgelerinde siklikla tiiketilen manda yogurdu 6rneklerinde AFM;

diizeylerinin tespit edilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Mikotoksinler; filamentdz yapidaki g¢esitli mantar tiirlerinin sekonder metabolizmasi
sonucunda olusan ve insan ve hayvanlarda latent, akut veya kronik zehirlenmelere neden olan
diisik molekiil agirlikli, ¢ok cesitli kimyasal yapiya sahip toksik metabolitlerdir (11-14).
Mikotoksin {iireten funguslar (kiifler) diinyanin her tarafinda yaygin olarak bulunurlar.
Heterotrofik tabiata sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok farkli ¢cevresel kosullara kolayca adapte olup
hemen hemen her tiirlii gida niteligi tasiyan organik maddede gelisebilmektedirler (14-16).
Mikotoksin Ureten en 6nemli tirler; Deuteromycota (Fungi imperfecti) icinde Hypomycetes
smifinda yer alan Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium cinslerine giren Uyelerdir
(7).

2.1. TARIHCE

Mikotoksinlerin varligina iligin ilk bilgiler yaklagik 5000 y1l dncesine ait, Cinlilerin ergot ve
mantar zehirlenmelerine ait kayitlaridir. Fransa’nin Paris sehrinde 1843 yilinda askeri birlikte
tiiketilen kiifli karavanaya bagli zehirlenme, 1861 yilinda Rusya’da yasanan zehirlenme
olaylar1 ve 1891 yilinda Japonya’da kiiflii piring yenilmesine bagli zehirlenmeler, bildirilen ilk
mikotoksikozis vakalarindan bazilaridir (18). Mikotoksikozisten sorumlu bir ajana iligkin ilk
calisma, 1960 yilinda Ingiltere’de, 100.000’den fazla hindi palazinin, Brezilya’dan ithal edilen
yer fistiklari tiiketmesi sonucu Olmeleri ile baslamistir. Yapilan otopsiler sonucunda dlen
hindi palazlarinda karaciger nekrozu ve safra kanali hiperplazisi goriilmiistiir. Onceleri, hindi
palazlarindaki ani Oliimlerin sebebi anlagilamamis ve hastaliga “hindi X hastalig1” ismi
verilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, yer fistiklarindan Aspergillus flavus adi verilen
toksijenik bir mantar tiirii izole edilmis ve sonralari ince tabaka kromatografi yontemi ile
yemlerin analizleri neticesinde bir dizi floresan bilesikler ortaya ¢ikarilmistir. Aflatoksin adi

verilen bu bilesikler ani 6liimlerin sorumlusu olarak gosterilmistir (12,13,15,17,19,20).

1928 yilinda Almanya ve Iskandinav iilkelerinde domuzlarda nefropati belirlenmis,
Yugoslavya, Bulgaristan, Romanya gibi iilkelerde ortaya c¢ikan Balkan nefropatisinin
nedeninin de bobrek hastaligina neden olan ve Aspergillus achraceus tarafindan olusturulan
klor igeren izokumarin yapisindaki okratoksin A oldugu ¢ok daha sonra anlasilmigtir. 1942-
1944 yillar1 arasinda Rusya' nin Orenburg bolgesinde binlerce insanin 6liimii ile sonuglanan
mikotoksikozis olayr "Alimentary Toxic Aleukia, ATA" (beslenmeye baglh toksik etki ile
kanda 16kosit sayisinin diismesi sonucu olusan 16semi) olarak tarihe ge¢mistir. Bu biiyiik

yikima, savas nedeniyle zorunlu olarak tarlada kislatilan tahillarin yol a¢tig1 anlagilmistir (17).



2.2. MiKOTOKSINLER

Mikotoksinlerin siniflandirilmast farkli kimyasal yapilara sahip olmalari, biyosentetik
orijinlerinin, biyolojik etkilerinin, sentezleyen tlrlerinin cesitlilik gostermesi dolayist ile
oldukca giigtiir ve simiflandirmayr yapan kisiye gore farkliliklar gosterebilmektedir.
Mikotoksinler etki yerlerine gore, hepatotoksinler, nefrotoksinler, ndorotoksinler,
immunotoksinler seklinde siiflandirilabilirken, jenerik 6zelliklerine gore teratojenler,
mutajenler, karsinojenler ve allerjenler, organik yapilarina goére laktonlar ve kumarinler,
biyosentetik orijinlere gore poliketidler ve aminoasit deriveleri, olusturdugu hastalik tablosuna
gore Saint Antonio atesi, stachybothryotoksikozis ya da toksini olusturan fungusun cinsine
gore Aspergillus, Penicillium toksinleri olarak simiflandirilabilirler. 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 (12,21-23). Tablo 2.1’ de Gida ve yemlerde goriilen baslica

mikotoksin lireten cinsler ve iirettikleri mikotoksinler belirtilimistir (16,17).

Tablo 2.1. Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin tireten cinsler ve iirettikleri mikotoksinler
(16,17)

Aspergillus toksinleri Penicillium Fusarium Alternaria
toksinleri toksinleri Toksinleri

Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon (F-2 | Alternariol

AFB; Okratoksin A toksin) Alternariolmono-

AFB, Sitreoviridin Trikotesenler metil-eter

AFG; Rubratoksin A | Deoksinivalenol Altertoksin

AFG, Rubratoksin B Nivalenol Tenuazonikasit

AFM; Patulin Diasetoksisirpenol

AFM, Penisilikasit T-2 toksin

AFB,, P-R (Pen. HT-2 toksin Tremortin,

AFG,. requeforti)-toksin

AFB; Luteosikrin Fusarin-C

Aspertoksin izlanditoksin Fumonisin B1

Sitrinin Ksantosilin-X Moniliformin

Sterigmatosistin Siklopiazonikasit

Okratoksin A Sitromisetin

Patulin Rugulosin




Penisilikasit Ksantomegnin

Rugulovasin A

Rugulovasin B

Verrukulotoksin

Emodin

2.3. AFLATOKSINLER

Aflatoksin kelimesi, cins ismi olan Aspergillus’un ilk harfi “A” ile tir ismi flavus’un ilk ¢
harfi olan “FLA” harflerinin birlestirilmesi ve sonuna latince zehir anlamina gelen “TOKSIN”
kelimesinin ilave edilmesi ile olusturulmustur (18). Aflatoksin filamentli funguslardan
Aspergillus cinsine ait ti¢ tiir ve iki alt tiir tarafindan olusturulur. Bunlar; Asp. flavus, Asp.
parasiticus, Asp. nomius tirleri ve Asp. flavus var. columnaris, Asp. parasiticus var. globosus
alt tdrleridir (16,19-21,24). Aflatoksinler olduk¢a yiiksek karsinojenik, mutajenik &zellige
sahiptirler ve halk sagligi acisindan iizerinde Onemle durulan ilk mikotoksik ajandir.
Aflatoksin kontaminasyonu ¢ogunlukla sicak ve rutubetli iklime sahip Afrika, Asya ve Giiney
Amerika Ulkelerinde goriilmekle birlikte, Kuzey Amerika ve Avrupa’da da yaygindir
(17,25,26).

2.3.1. Aflatoksinlerin Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler (AF) kimyasal olarak bifuran halkasi ve lakton bagi igeren kumarin
derivatlaridir (12,17). Kimyasal yapilart dnemli derecede farkliliklar gdstermekle birlikte,

hemen hepsi nispeten diisiik molekiil agirliklarina sahiptirler (27).

Aflatoksinler By, B, G; ve G, olmak iizere baslica dort ana fraksiyondan olusmaktadir
(12,20,21,28,29). Bu isimlendirme, ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boylu
ultraviyole (UV) 15181 altinda; mavi floresans verenler aflatoksin B; (AFB;) ve AFB,, yesil
floresans verenler ise AFG; ve AFG; olarak adlandirilir (12,21,29). AFB; ve AFB; iceren
yemlerle beslenen ineklerde bu iki toksinin metabolize olmasi sonucunda OH iceren
derivatlara doniisiirler. Bu derivatlar siitte salgilanmasi nedeniyle “milk toxin” yani siit
toksininin kisaltilmis sekli olup “M” ile simgelenmistir. Hayvan viicuduna alinan
aflatoksinlerin biiylik kismi1 metabolize olur, idrar ve diski ile atilir. Viicuda alinan toksinlerin
% 2 kadar1 AFM; ve AFM,' ye doniiserek siite gecer (2,20,28,30). Toksinlere verilen rakamlar
ise toksisite derecesini gosterir. 1 numara ile simgelenenler yiiksek toksisiteyi, 2 numara ile
gosterilenler daha diisiik toksisiteyi ifade ederler (16,17,21,31). AFBy:in AFM;’e doniismesi,




karaciger mikrozomal oksidaz sistemiyle olmaktadir. Siitteki AFM;, vicuttaki AFB;
molekdlinin 4. karbon atomunun hidroksilasyonu sonucunda meydana gelmektedir. AFM;
de, AFB, molekilinun 4. karbon atomunun hidroksilasyonu sonucunda olugsmaktadir. Siitte
bulunan diger M serisi aflatoksinler, Aflatoksin GM; (AFGM,), Aflatoksin GM, (AFGM),),
Aflatoksin M,, (AFMy,) ve Aflatoksin GM,, (AFGMy,)’dir. Bunlar da, AFG;, AFG,, AFBy,
ve AFGy,nin hidroksile olmus derivatlaridir (20,21,26). Bu toksinler de ince tabaka
kromatografisinde, uzun dalga boylu UV 15181 altinda mavi floresan verirler ve B
toksinlerinden daha diisiik Rate of flow (Rf) degerlerine sahip olmalariyla ayrilirlar. Uzun
dalga boyuna sahip UV 15181 altinda gostermis olduklar1 floresan formlarmin farkli olmast,

aflatoksinlerin tayininde kullanilan birgok teknigin temelini olusturmaktadir (13,19,21,26).

AFM¢’in pastdrizasyon islemine olan dayanikliligina iligkin yapilan ¢ok sayidaki aragtirmaya
bagl olarak, AFM;’in silindir metodu ile siit tozu iiretimi ve pastorizasyonu islemlerinden
etkilenmedigi, 1s1l islem uygulamasinin siit proteinleri iizerindeki ve siit tuzlarimin
¢ozlniirligi tizerinde olusturdugu etkilere bagli olarak AFM;’in ekstraksiyonunda
degisimlerin olabilecegini bildirilmistir (32). Aflatoksinler suda az 10-30 pg/ml), metanol,
kloroform gibi organik ¢oziiciide kolay ¢oziiniirler. Isiya karsi stabildirler. Aflatoksin B1, 268-
269 °C ergime noktasinda, renksiz kristaller olusturur (17,21,31). Sekil 2.1’de Aflatoksin

tiirevlerinin kimyasal yapilar belirtilmistir.
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Aflatoksin B, Afiztoksin B,
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Sekil 2.1. Aflatoksin Tiirevlerinin Kimyasal Yapilar (21)

2.3.2. Aflatoksinlerin Etkileri

Mikotoksin alimina bagl olarak gelisen klinik tabloya “mikotoksikoz” denir. Ancak bu klinik
tablo; tanimlanmasi oldukc¢a giic olan ve bir veya cogunlukla birden fazla hastalikla
karakterize bir durumdur. Mikotoksikozda goriilen belirtilerin siddeti, etkilerin, goriilen
hastaliklarin tipi, genel olarak maruz kalinan mikotoksin tiirli, miktari, birden fazla
mikotoksin varliginin yam sira viicut agirhigi, fiziksel ve beslenme durumu gibi kisisel

ozelliklere bagli olarak farkliliklar gdsterebilir (2,16).

Aflatoksinler, akut toksik, immunosupresif, mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkilere
sahiptirler. Viicuda alinan aflatoksinin (6zelikle AFB;) neden oldugu akut, subakut ve kronik
olarak seyreden zehirlenme tablosu *“aflatoksikosiz” olarak isimlendirilir. Akut seyreden
aflatoksikosizte viicudun direk etkilenen bolgesi karacigerdir (25,27-29,33).



Kimyasal yapida meydana gelen degisiklik, aflatoksinlerin biyolojik aktivitesinde de
degisiklige neden olmaktadir. Ornegin, AFB;’in dihidro derivati olan AFB,, AFB;’den daha
az toksiktir. B grubu toksinlerde bulunan siklopentenon halkasinin terminal 5 halkasinda
laktona olan degisim sonucunda G grubu toksinler meydana gelmektedir (21). Aflatoksin
tirevleri i¢inde toksik ve kanser yapici etkisi en fazla olan AFB; dir. Bunu azalan sirayla
AFG;, AFB;, ve AFG; izler (12,13,19,28,29).

Diinya Saglik Teskilati’na (WHO) bagli Uluslar aras1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) 1993
tarihinde, AFB;, insan karsinojeni, AFMl'in ise insanlar i¢in muhtemel karsinojenik bilesik

oldugunu bildirmistir (34).

Aflatoksinlerin metabolik aktivasyonu sonucu toksik, karsinojenik ve mutajenik etkili
metabolitler olusur. AFB; in akut toksik etkisinden ziyade kronik dozlarla ortaya ¢ikan
karaciger kanserlerinin Onemli oldugu diisliniilmektedir. AFB;, karaciger mikrozomal
sitokrom P450 enzimleri tarafindan oksidasyonu sonucu, DNA ve proteinlere baglanma
yeteneginde reaktif bir form olan AFB;-8,9-epoksit formuna cevrilir. AFB;-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 olayi, bir ¢ok
tirde AFB;’in detoksifikasyonunda oldukca 6nemli bir yoldur (12,23,26,33,35,36). Aflatoksin

B1’in viicuttaki metabolizmasi Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Aflatoksin B;’in viicuttaki metabolizmasi (21)

AFB;-8,9-epoksit, DNA, RNA ve protein gibi hiicresel makromolekiillerdeki ¢esitli
niikleofilik merkezlere kovalent olarak baglanabilir. AFB1’in epoksi formunun bu aktiflesme
reaksiyonunun sonucunda DNA ile birleserek AFB;-N'-Gua kompleksini olusturdugu
bilinmektedir. Bu kompleks, organizma veya hiicreler icin biyolojik bir tehlike olusturmakta,
karsinojenik ve genotoksik etkilerin sorumlusu olarak degerlendirilmektedir. Ayrica DNA
polimeraz enziminin DNA ¢ift sarmalina baglanmasimi engelleyip mRNA sentezini
yavaglatmakta ve sonu¢ olarak protein sentezi engellenmekte ve hicresel bitinlik
bozulmaktadir (26,27,37).

AFB;, karaciger hiicrelerindeki DNA’da guanin bazina baglanir ve hiicre biiylimesini
diizenleyen genetik kodda hataya neden olur. Kontrol dis1 ¢ogalan hiicreler tiimor olusumuna

neden olurlar (37). AFB;' in kanserojen etkisinin yani sira mutajen, teratojen ve



immunosupresif etkilere sahip oldugu hayvan denemeleriyle gosterilmistir  (8).
Immunosupresif etkisi nedeniyle aflatoksin hayvanlarda ¢esitli asilara kars1 iyi bir bagisiklik
olusmasini engellemekte, ¢esitli enfeksiyonlara (Salmonellozis, Koksidiomikozis) karsit da

direnci azaltmaktadir (17).

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.
Buna karsin; AFB;1 molekiiliindeki siklopentano halkasinin NADPH’a bagimli sitosolik
enzimler tarafindan hidroksillenmesiyle olugan aflatoksikol metaboliti, AFB;’e kismen geri

dontistimii nedeniyle detoksifiye bir metabolit olarak kabul edilmez (26,33).

Insanlarin aflatoksine dogrudan maruz kalmalari, aflatoksinle bulasik gida maddelerini
tilketmek suretiyle sindirim yoluyla, ayrica bulasik gidalara temas sonucunda da deri ve
solunum yoluyla olmaktadir. AFB; ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu organizmaya
alinan aflatoksin, plasenta araciligiyla (transplasental yol) ve emzirme yoluyla yeni doganlara
da taginmaktadir (36). Aflatoksinlerin yiliksek dozlar1 karaciger hasarina, bunu takiben akut
siddetli intoksikasyon ve oOliime sebep olur. Kronik subletal dozlar ise beslenme
bozukluklarina ve bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olmaktadir (38). Viicutta
akiimiilasyon egilimi olan aflatoksinler, uzun siireli diisiik miktarda alinmasi, kanser

olusumuna neden olabilmektedir (26,38).

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde aflatoksinle bulasik gidalarla beslenen insanlarda karaciger
kanseri, siroz ve Ozellikle ¢ocuklarda Reye’s Sendromu vakalarina rastlanmistir. Siddetli
malnutrisyon sendromu olan Kwashiorkor hastaliginin da pediatrik aflatoksikozisin bir formu

oldugu varsayilmaktadir (12,27).

Aflatoksinlere duyarlilik hayvan tiirii, cins, yas, cinsiyet, saglik durumu, beslenme kosullari,
alinan toksin miktar1 ve siklig1 ile viicuda alinig yoluna baglh olarak degismektedir (12,21).
Domuz, hindi, ordek ve alabaliklar aflatoksine son derece duyarli canlilar olarak
bilinmektedirler. Broylerler, sayilan tiirlere gore aflatoksine daha direngli olmasma karsin,

yumurtaci tavuklardan daha duyarhidirlar (11).

Aflatoksinlerin yiiksek dozlarda alimmalari neticesinde hayvanlarin ¢ogunda gozlenen akut
aflatoksikozisin klinik bulgulari; istah azalmasi, agirlik kaybi, solunum giicliigli, burun
akintis1, durgunluk, bitkinlik, uyku hali (letarji), kansizlik, oksiiriik, kanli ishal, ndrolojik

anormallikler, mukoz membranlarda sarilik, kapillar damar dayanikliliginin azalmasi sonucu



doku ve organlarda kanama, viicut bosluklarinda sivi birikimi, kasilma ve en sonunda birkag
saat ile birkag giin iginde meydana gelen 6liimdiir. Karacigerde rengin agilmasi veya tamamen
renksizlesme ve yag infiltrasyonu belirgin olarak goriilir (11). Kronik zehirlenmeler,
hayvanlarda 6zellikle bagisiklik sisteminin baski altina alinmasina ve kazanilmig direncin
kirilmasina yol acgarak, bir¢cok hastaligin 6n plana ¢ikmasina sebep olabildiginden, ¢ogu kez
gozden kacabilmektedir. Kronik zehirlenme; istahin azalmasi, bliylime hizi, yem tiiketimi ve
yemden yararlanmanin azalmasi, kil ortlisiiniin bozulmasi, kansizlik, 6zellikle broylerlerde
karkas kalitesinde diisme, ette berelenme ve ciirlime, karin boslugunda sivi toplanmasindan
dolay1 karnin biiyiimesi, hafif sarilik, sigirlarda yavru atma ve siit veriminde azalma,
kanatlilarda yumurta verimi, yumurtadan yavru ¢ikma orani ve yumurta agirliginda azalma
gibi bozukluklarla seyreder. Biiylime hiz1 ve canli agirlik artisinin azalmasi, protein, yag ve

karbonhidrat metabolizmasinda meydana gelen karisikliga baglanmaktadir (11,19,30).



Tablo 2.2.Baz1 mikotoksinlerin ¢esitli etkileri ve neden olduklar1 hastaliklar (30).

Mikotoksin Ureten Cins Olusturdugu Etki Neden Oldugu Saptanan
Hastaliklar
Aflatoksin B, Aspergillus Karsinojenite Insan: primer karaciger
Teratojenite kanseri
Hindi: Turkey-X disease
Sitrinin Penicillium Nefrotoksisite
Aspergillus
a-Siklopiyazonik Penicillium Norotoksisite
asit Aspergillus
Ergotoksinler Claviceps Vazokonstriiksiyon Ergotizm
(ergotamin) Norotoksisite Insanda St. Anthony Atesi
Fumonisin B, Fusarium Karsinojenite Atlarda Ensefalomalazi
Norotoksisite Domuzlarda Pulmoner Odem
Okratoksin A Aspergillus Karsinojenite Domuzlarda ve Kiimes
Penicillium Nefrotoksisite Hayvanlarinda Nefropati
Patulin Penicillium Mutajenite Domuzlarda ve Kiimes
Antibakteriyal Hayvanlarinda Nefropati
Penitrem A Penicillium Norotoksisite
Fomopsin A Phomopsis Hepatotoksisite Koyunlarda lupinozis
Sporidesmin A Pithomyces Hepatotoksisite Koyunlarda lupinozis
Fotosensitivite
Trikotesenler Fusarium Dermatoksisite Alimentary toxic aleukia
(T-2 toksin) Hematopoetik Etki (ATA)
Zearalenon Fusarium Ostrojenizm Domuzlarda

Ureme Bozukluklar

hiperdstrojenizm,

Vulvovajinit ve diisiikler




2.3.3. Aflatoksinle Kontamine Gidalar

Aflatoksin en fazla bitkisel iirtinlerde goriiliir. Yer fistig1, findik, Antep fistig1, badem, ¢am
fistig1 arasinda yer fistigi ve mamulleri en riskli gidalardir. Tahil iiriinlerinden 6zellikle
bugday, misir, ¢avdar, arpa, yulaf, piring aflatoksinle bulasik olabilir ve bu iiriinler insan ve
hayvanlar i¢in potansiyel kontaminasyon kaynagi olabilir (26,40-42). Baklagiller icerisinde en
fazla riskli besin soya fasulyesidir. Bununla birlikte, fasulye, bezelye, borilce, mercimekte de
goriilebilir. Baharatlardan o6zellikle kirmizi toz biber, pul biber, karabiber ve kuru
meyvelerden incir, aflatoksin agisindan onde gelen riskli iirtinlerdir. Yagh tohumlardan da
pamuk, aycigegi, susam ve kolza tohumlarinda aflatoksinlere siklikla rastlanir. Sorgum, dari,
misir ve gesitli kiispeler (yer fistigi, soya, pamuk, aycicegi tohumu kiispeleri) gibi hayvan
yemleri aflatoksin ile yiiksek diizeyde kontaminasyon riski tasirlar. Genel olarak sut, siit tozu
ve peynir aflatoksikozis i¢in 6nemli bir bulagma kaynagidir. Ayrica kakao, kahve, bira, sarap
gibi iirlinlerde de aflatoksine rastlanir (2,40-42). Aflatoksinler {iriinleri, tarlada ekili olduklari
zamandan baglayarak biiyiime, hasat, nakliyat, depolama, isleme ve hatta {iriinlerin raflarda
muhafazasi esnasinda, kisacasi ekimden tiiketime kadar her asamada kontamine edebilirler
(25,40,43). Tablo 2.3’te Tirk Gida Kodeksi'ne gore gida maddelerindeki aflatoksinlere ait
yasal limit degerler belirtilmistir (44).



Tablo 2.3. Tiirk Gida Kodeksine gore gidalarda aflatoksinlere ait yasal limit degerler (44).

Gida Maksimum Limit (pg/kg)

AFLATOKSIN B; | Bi+B,+G;+G, M,

Yerfistig1 ve diger yagl tohumlar

(Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel

islemlere tabi tutulacak olan) 8,0 15,0 -
— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan yerfistig1 ve
diger yagl tohumlar harig
Badem, Antepfistig1 ve kayisi1 ¢ekirdegi
(Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni 12,0 15,0 _

olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

Findik ve Brezilya findig1

(Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel 8,0 15,0 _
islemlere tabi tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik harig

Sert kabuklu meyveler

(Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni 8,0 15,0
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

Yerfistigi, diger yaglh tohumlar ve bunlarin igslenmis iirtinleri

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan) 5,0 10,0 _

— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel yag
harig

Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 8,0 10,0 -
olarak kullanilan)

Findik ve Brezilya findig1

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni

olarak kullanilan) 50 10,0 -
— Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik harig

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis iirtinleri

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 5,0 10,0 —

olarak kullanilan)




Kurutulmus meyveler

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 8,0 10,0 -
olarak kullanilan)

Tahillar, bunlardan elde edilen {iriinler ve bunlarin iglenmis

drdnleri 2,0 4.0 o

Maisir ve piring

(Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni 5,0 10,0
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

Cig siit, 151l islem gdrmiis siit, siit bazli tiriinlerin tiretiminde

kullanilan siit — — 0,050

Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;
— Kirmizibiber (Capsicum spp.)

(bunlarm kurutulmus meyveleri, tim ve 6giitlilmiis
halleri dahil)

— Karabiber (Piper spp.)
(bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil) 5,0 10,0 —

— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
— Zencefil (Zingiber officinale)
— Zerdecal (Curcuma longa)

— Bunlarin bir veya birkacini igeren karigim baharat

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalar 0,10 — —

Bebek formdalleri ve devam formulleri 0.025
(Bebek siitleri ve devam sitleri dahil) o o '

Bebekler icin 6zel tibbi amagli diyet gidalar 0,10 — 0,025

2.3.4. St ve Sut Uriinlerinde Aflatoksin

Aflatoksin B; ile kontamine yemlerin tiketmesi sonucu bu toksinin metabolize olmasi ile
olusan derivatlarin siitte salgilanmasi ile stt toksini olan Aflatoksin M; ortaya ¢ikar (2, 14,
20,45).

Aflatoksinin siite gecisi, hayvandan hayvana, mevsimsel degisikliklere, giinden giine ve bir
sagimdan digerine gore degisiklik gosterir. Laktasyonun ilk donemlerinde aflotoksin gegisi,

son donemindekine gore yiiksektir. Yaz aylarinda siitteki Aflatoksin M; seviyesi kis aylarina



gore daha diisliktlir. S6z konusu bu etki yaz aylarinda otlama sirasinda ineklerin daha az

yogun yem ile beslenmesinden kaynaklanmaktadir (20, 21, 46).

Toksinle kontamine olmus siitlerin igslenmeleri esnasinda 1s1l islem, fermentasyon ve kurutma
gibi normal muamelelerin toksini destabilize etmediginin belirlenmesi, AFM;'in sut ve st
iiriinlerinde uzaklastirilmasi igin 6zel yontemler kullanilmaya calhisilmistir (14,31,32,40). Bu
islemler toksinin fiziksel yollarla uzaklastirilmasini veya birtakim kimyasal yontemlerle
parcalanmasint kapsamaktadir. Bu konuda daha fazla arastirmaya gerek duyulmaktadir (20,
22, 40, 47). Peynirler kiif tiremesi i¢cin ¢ok uygun ortam olustururlar. Kontaminasyon
genellikle hava veya diger ekipmanlarla dogal olarak olabilmektedir. Sporlar riizgarla yayilir
ve ahirlar, siit sagim makineleri ve diger aletler iizerine kiif sporlar yerlesebilir. Cig siit i¢in
hayvan yemi ve digkist siirekli kontaminasyon kaynagidir. Siit ve siit tirtinlerinde Penicillium
ve Aspergillus cinsleri yaygin olarak goriinmektedir ve birgok tiirii mikotoksin
uretebilmektedir (32,40,43, 48,49).

2.3.5. Mikotoksinlerin Belirlenmesi

Mikotoksinlerin gida ve yemlerde belirlenmesi i¢in giiniimiizde hassas ve gilivenli bir¢ok
yontem bulunmaktadir. Mikotoksinler i¢inde en ©6nemli konumda olan aflatoksinlerin
belirlenmesinde; ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografisi, yiiksek basin¢li sivi
kromatografisi (HPLC) yontemlerinden ve teknige bagli olarak Mass spektrometreden

yararlanilir (17,43,50).

Sat ve st drdnlerinde AFMy’in tespitinde kullanilan analitik metotlardan baslicalari; ince
tabaka kromatografisi, yiiksek basingli likit kromatografi (HPLC), immunoaffinite kolon,
minikolon teknigi, florometrik metod, radioimmunoassay (RIA), enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) ve ¢ok kisitli kullanim alani bulunan Mass spektrofotometresi
olarak siiflandirilabilir. Tiim bu teknikler icerisinde en yaygin ve pratik kullanim alanina

sahip olan yontem ELISA’dir (21,26,42,51-54).

Immunulojik yontemlerden olan enzim immunoassay yontemi (EIA), antijen antikor
reaksiyonlarinin  direkt olarak saptandigi primer bir reaksiyondur. Bu tip primer

reaksiyonlarda, antikorun antijene baglanip baglanmadigi direkt olarak saptanmaktadir.

EIA yontemleri, heterojen ve homojen immunoassay olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Homojen immunoassay yonteminde test sistemi; antikor, isaretlenmis antijen ve 6rnek antijeni
olmak tzere 3 faktor igerir. Homojen immunoassay reaksiyonu yarigmali bir reaksiyon olup,

bu reaksiyonda ornek antijeni ve isaretlenmis antijen, ortamda sinirli 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 ydntem heterojen immunoassay
yontemine kiyasla daha kolay ve pratik olmasina karsin, duyarliligi az ve ortamda mevcut
diger maddelerle meydana gelebilecek istenmeyen reaksiyonlar agisindan da riskli bir

yontemdir (26,42,51-54).

Heterojen bir immunoassay yontemi olan ELISA yontemi, enzim-antijen veya enzim-antikor
konjugatlarindan birinin kullanildig1 yarismali teknik ve yarismasiz teknik olmak {iizere iki
sekilde uygulanir. Bu yontemde, homojen immunoassay yonteminden farkli olarak, antijen ve
antikor reaksiyonu sonucu isaretlemede 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 fraksiyondan birinde
enzim aktivitesi Olcullr (42,55-58).

2.3.6. Mikotoksinlerin Olusumlarinin Onlenmesi ve Zararh Etkilerinin Azaltilmasi

Mikotoksin olusumunun Onlenmesi ve zararli etkilerinin azaltilmasi i¢in Oncelikle toksinin
fungal kaynag: bilinmelidir. Toksin olusturan kiifler, hammaddeleri hasat oncesi, sonrasi ve
hasat esnasinda kontamine edebilmektedir (2,8,9). Bu sebeple hayvansal yemlerin Gretiminde,
islenmesinde ve depolanmasinda mikotoksin olusumunu 6nlemek Onemli bir goérevdir

(17,18,19).

Oncelikle yemlerin kiiflerle kontaminasyonu gerceklesmeden &nlemlerin — alinmasi
gerekmektedir. Bu sebeple kiif gelisimine direngli yem bitkilerinin secimi, tarlalarda kif
enfeksiyonlarinin kontrolii, hasat donemi, hasat dncesi ve hasat sonrasi takviminin uygun
sekilde hazirlanmasi, bitki tohumlarmin nem igeriginin hasat sonrasi ve depolama
donemlerinde diisiik tutulmasi, {irlinlerin diisiik sicaklikta depolanmasi, fungal biiylimeyi
onlemek amaciyla fungusid ve ¢esitli koruyucularin kullanilmasi kiif gelisimi ve mikotoksin

iiremesinin engellenmesi i¢in alinacak dnlemler arasinda sayilabilir (1,2,8,9,17,18,19).

Kif gelisimi tespit edildiginde ise mikotoksin kontaminasyonunun artmasini Onlemek
amaciyla tespit edilen toksijenik kiifler elimine edilmeli veya biiylimeleri durdurulmalidir. Bu
amagla tiriinlerin nem oraninin diisiiriilmesi, kontamine tohumlarin ortamdan uzaklastirilmasi
gibi bitkilerin fungal bilyiimeyi tesvik edici kosullardan korunmasi Onerilen yontemlerden

bazilaridir (9,17,18).



Mikotoksin ayrica kiiflerle bulagsmis siit mamullerinin, saklanmasi sirasinda da olugsmaktadir.
Siit iretimimizin yaklasik 6nemli bir kism1 yogurt yapiminda kullanilmakta, toksik karakterli
kiifler nedeniyle saglik acisindan riskler meydana gelmektedir. Yogurtlarda aflatoksin

varliginin 6nlenmesi siitlerin aflatoksince ari olmasi olduk¢a 6nemlidir (1,61).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Numuneler

Bu ¢alismada, Kayseri ili ve ¢evresindeki acik pazarlardan Kasim 2012 ve Ocak 2013 tarihleri
arasinda iki haftalik periyodik araliklarla temin edilen toplam 100 adet manda yogurdu
numune olarak kullanildi. Steril kavanozlara 250°ser g olarak alinan manda yogurdu 6rnekleri

soguk zincir altinda laboratuara getirilerek analiz edildi.
3.1.2. Arastirmada Kullamilanilan Ara¢ Gereg¢, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Aflatoxin M; Analizi Test Kiti (Helica, Catalog No: 961AFLMO01M-96, USA): Calismada
toplanan manda yogurdu numunelerinde AFM; seviyesinin belirlenmesi amaciyla Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) teknigi kullanildi.
Kit Icerigi:

1. 1 x mikrotiter pleyt (8 ayrilabilir kuyulu 12 strip)

(96 kuyu AFM;’e kars1 olusmus antikorlarla kaplanmistir.)
2. 6 x Aflatoksin standart soliisyonlari, her biri 3 ml
Standart1: O ppt

Standart2: 5 ppt

Standart 3: 10 ppt

Standart4: 25 ppt

Standart5: 50 ppt

Standart6: 100 ppt



3. 1 x Konjugat (Aflatoxin HRP konjugat), 12 ml (peroksidaz konjugatlt AFM3, konsantre)
4. 1 x Substrat, 12 ml (Ure peroksidaz igerir.)

5. 1 x Stop reaktifi, 12 ml asidik sollisyon

6. 1 xYikama Solusyonu, % 0,05’1lik tween 20’1i PBS(1 litre distile suda ¢ozdiirmeye hazir)
7. 1 sise Mj icermeyen siit tozu, 12 ml (Peynir eksratinin hazirlanmasi igin)

3.2. YONTEM

3.2.1. Manda Yogurdu Numunelerinden AFM; Ekstraksiyonu

Calismada AFM; ekstraksiyonu amaci ile 250 ml’lik steril cam siselere 10’ar gr manda
yogurdu numuneleri tartilarak 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda (Niive®, BM402) 3 dakika
bekletilerek pastdrize edildi. Daha sonra bu numuneler oda 1sisinda soguyana kadar bekletildi.
Bu sure sonunda her bir numune 100 ml PBS (pH 7.2, 0.55 g NaH,PO4xH,0+2.85 ¢
Na;HPO4x2H,0+9 g NaCl; 1000 ml suya tamamlanir) tampon ¢ozeltisi ile sulandirildi (1:10).
Elde edilen karigsim steril filtreli posetlere aktarilarak Stomacher Lab-Blender’de (Interscience
BagMixer®, 400P) 2 dakika siire ile homojenize edildi. Bu karisimdan 100 pl alnarak direkt
olarak ELISA testinde kullanild1 (46).

3.2.2. Enzim immunoassay (ELISA) Prosediirii

ELISA Uygulamasinda Dikkat Edilen Hususlar

1. Kullanmadan 6nce biitiin reaktifler oda 1sisina getirildi.

2. Kullandiktan sonra kitin i¢erigindeki biitiin reaktifler derhal +2-8 °C’ye kaldirild1.

3. Test prosediiriiniin basamaklar1 arasinda mikro kuyucuklarin kurumamasina dikkat edildi.

4. Herhangi bir EIA’nin sonuglarinin dogrulugu biiyiik 6l¢iide mikro kuyucuklarin
yikanmasindaki tutarliliga bagli oldugundan, yikama islemlerinde EIA prosediiriinde
belirtilen yikama talimatlarina dikkatlice uyuldu. Bu amagla ELx 50 ELISA otomatik strip
yikayicl (BioTek Instruments, Inc) kullanildi.

5. Tim inkiibasyonlar sirasinda direkt giines 15181 ile temastan kaginildi.

6. Inkiibasyonlar sirasinda mikrotiter pleytin iizeri ortiildii.



3.2.3. Test Prosediri:

Standartlar ve ornekler igin yeterli sayida mikrotiter kuyucuk pleyte yerlestirildi. Standart
soliisyonlarindan ve hazirlanmis 6rneklerden 200°er pl alinarak kuyucuklara ilave edildi ve
oda 1sisinda karanlik ortamda 2 saat inkiibe edildi. Mikrotiter kuyucuklar inkiibasyon
sonunda ELISA otomatik strip yikayicida (ELx 50, Bio-Tek Instruments, USA) 3 kez
%0,05’lik tween 20 iceren PBS ile yikatildi. Her bir kuyucuga 100’er pl enzim konjugat ilave
edilerek tekrar oda 1sisinda karanlik ortamda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda mikrotiter kuyucuklar ELISA otomatik strip yikayicida 3 kez %0,05°lik tween 20
iceren PBS ile yikatildiktan sonra her bir kuyucuga 100 pl substrat ilave edildi ve iyice
karistirlarak oda 1s1sinda karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her
bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu koyularak kuyucuklardaki reaksiyonun durmasi saglandi.
Pleyt, elle hafif siddette vurmak suretiyle iyice karistirildi. ELISA otomatik okuyucuda
(Thermo, Finland) 450 nm dalga boyunda hava koriine kars1 6l¢iildii (59).

3.2.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi:

ELISA testi sonuclarinin degerlendirilmesinde; standartlar ve 6rnekler i¢cin bulunan absorbans
degerlerinin ortalama degerleri, birinci standartin (0 ppt standardi ) absorbans degerine
boliindii ve 100 ile ¢arpildi. Boylece 0 standardi % 100’e esit hale getirildi ve absorbans
degerleri ylizde olarak bulundu. Standartlar icin hesaplanan degerler, semilogaritmik grafik
kagid1 tizerine ng/L (ppt) cinsinden aflatoksin M; konsantrasyonuna karsi koordinatlar
sistemine girildi. Her 6rnegin aflatoksin M; konsantrasyonu egri iizerinden ng/L cinsinden
okundu. Sonuglar hesaplanirken kalibrasyon egrisi {lizerinden elde edilen konsantrasyonlar

yogurt ornekleri icin 10 olarak belirlenen dilusyon faktdrii ile ¢arpildi (59).



4. BULGULAR

Bu ¢alismada Kasim 2012 ve Ocak 2013 aylar arasinda Kayseri ili ve ¢evre il¢elerinden iKi
haftalik periyodik araliklarla temin edilen manda yogurtlari, AFM;’in varligi yoniinden
incelendi. Calismada, yogurtlarda AFM; diizeylerinin belirlenmesi amaci ile kullanilan
standartlarin ELISA’da 450 nm dalga boyunda okutulmasi sonucunda elde edilen veriler ve
standartlarin absorbans degerlerine (Tablo 4.1.) gore kalibrasyon egrisi (Sekil 4.1.) elde edildi.
Incelenen manda yogurdu numunelerin 450 nm’de okunan absorbans degerleri dikkate
alinarak, kalibrasyon egrisinden elde edilen formule goére AFM; konsantrasyonlari ng/kg

olarak degerlendirildi.
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Sekil 4.1. Caligsmada standartlarin absorbans degerlerine gore elde edilen konsantrasyon egrisi



Tablo 4.1. Calismada kullanilan standartlarin 450 nm de okunan absorbanslarina gore elde edilen
referans araliklar

Standart Standartlarin Standartlarin % Standart % CV % B/B0
konsantrasyonlar | Ortalama Sapma (SS)
(ng/L) Absorbans
degeri

1 0 1,41 0,007 0,4 100,00
2 5 1,25 0,007 0,5 88,65
3 10 1,10 0,007 0,6 78,01
4 25 0,78 0,003 0,4 55,32
5 50 0,52 0,002 0,4 36,88
6 100 0,35 0,001 0,4 24,82

Calismada incelenen manda yogurdu Orneginin tamaminin (% 100) AFM; ile kontamine
oldugu belirlendi. Calismada incelenen yogurt numunelerinde belirlenen AFM; diizeyleri
2,70-79,27 ng/kg araliklarinda idi.

Incelenen 100 yogurt érneginin 7’sinde (%7) belirlenen AFM; diizeyleri Tiirk Gida Kodeksi
gida maddelerinde belirli bulaganlarin maksimum seviyelerinin belirlenmesi hakkinda
tebliginde; 1s1l islem gormiis siit ve sit dUrunlerinde belirtilen limitin (50 ng/kg) Uzerinde
oldugu 36’sinin (% 36) 2,7- 10 ng/kg, 14’unun (% 14) 10-25 ng/kg arasinda, 43 {iniin ise 25-
50 ng/kg araliginda AFM; igerdigi belirlendi.

Manda yogurdu orneklerinin, ortalama degerleri Tablo 4.2’de ¢aligmada incelenen yogurt
orneklerindeki AFM; degerleri, tablo 4.3’te yogurt Orneklerinde AFM; kontaminasyon
araliklari, Sekil 4.2'de ¢alismada incelenen yogurt 6rneklerinin AFM; miktarlarinin Tiirk Gida

Kodeksi limit degerine gore kiyaslanmasi 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Calismada incelenen manda yogurdu 6rneklerinde ortalama AFM; duzeyleri

Numune Ortalama Standart Minimum Maksimum
Numune
Sayist Deger Sapma (SD) Deger Deger
Manda
100 22,85 18,57 2,70 79,27
Yogurdu




Tablo 4.3. Calismada incelenen yogurt drneklerinin AFM; miktarlar1 (ng/kg) ve ylizde oranlari

0-10 10-25 25-50 >50
Analiz Edilen Numune Sayis1 36 14 43 7
Yiizde Orani (% ) 36 14 43 7

M Tirk Gida Kodeksi limit degerinin (50ng/kg) altinda
E Tlrk Gida Kodeksi limit degerinin (50ng/kg) (zerinde

Sekil 4.2. Calismada incelenen yogurt 6rneklerinin AFM; miktarlarinin Tiirk Gida Kodeksi limit
degerine gore kiyaslanmasi



5. TARTISMA VE SONUC

Toplumuzda bir ¢ok kisinin, giinlik yasamda ve diyet uygulamalarinda siklikla siit ve siit
iirlinlerini tercih etmeleri, ayn1 zamanda siit ve siit tiriinlerinin bebekler ve ¢cocuklar tarafindan
gelisimleri esnasinda daha cok tiiketilmesi ve bu yas gruplarinin mikotoksinlerin yan
etkilerine karsi daha duyarli olmalarindan dolayr siit ve siit iiriinlerinde bulunan AFM;

diizeyinin tespiti, halk saglig1 agisindan oldukg¢a 6nem tasir.

Bu caligsmada incelenen yogurt 6rneklerinin tamaminda AFM; saptanmis; % 7’sinde ise AFM;
diizeyleri Tiirk Gida Kodeksi’nde siit ve siit iirlinleri i¢in belirtilen limitlerin iizerinde
bulunmustur. Calismada analizi yapilan manda yogurdu numunelerinde AFM;

konsantrasyonlar1 2,70-79,27 ng/kg araliginda bulundu.

Tiirkiye’de de siit ve siit iirlinlerinde aflatoksin miktarinin saptanmasina yonelik olarak son
yillar da gerceklestirilmis ¢ok sayida calisma ile konu 6nemli arastirma alanlarindan birisi
haline gelmistir. Ancak Tiirkiye'de ve diinya genelinde insanlar tarafindan hemen her 6giinde
tiiketilen yogurt ile ilgili olarak besleyici degerini olumsuz yonde etkileyen AFM; miktarlarini

belirlemeye yonelik ¢aligsmalar yetersizdir.

Bakirci (61) Van ilinde bir yandan iiretilen igme siitlerinin AFMy iceriklerini belirlemek, bir
yandan da yogurt, beyaz peynir, kasar peyniri, peyniralti sular1 ve krema iiretimi esnasinda
AFM; stabilitesindeki degisimleri gézlemlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, toplanan 90 adet
siit 6rneginden 79'unun AFM; icerdigi, bu orneklerden 35'inin de Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeliginde belirtilen sinir degerini (0.05 pg/l AFM;) astig1 belirlemistir. Ayni ¢calismada
cig siite gore AFM; diizeyinin, beyaz ve kasar peynirlerinde 3 kat, yogurtlarda ise 13 daha



fazla bulundugu bildirilmistir. Bu oranin tank siitlindeki AFM; diizeyinden yiiksek oldugunu

ancak bu farkin istatistiksel olarak bir 6neminin olmadigini bildirmislerdir (61).

Ertas ve ark. (62) Kayseri ilindeki siit, peynir, yogurt ve siitlii tatlilardaki AFM; diizeylerini
belirlemek amaci ile yaptiklari bir ¢alismada 50 yogurt numunesinin 28 (%56) ‘inde 2,5-78
ng/kg arasinda AFM; icerdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar inceledikleri yogurt
numunelerinin 7’sinin AFM; (% 14) Tirk Gida Kodeksi’nde Siit ve Siit {irlinleri igin belirtilen
limitlerin iizerinde (50 ng/kg) oldugunu belirtmislerdir. Bu calisma sonucu Ertas ve
ark.(62)’nin elde ettigi verilerle uyumludur. Ertag ve ark. (62) yaptiklar1 ¢calismanin Kayseri
ilinde ayn1 cografik sartlar altinda gergeklestirilmis olmasi ve genel olarak hayvanlarin ayni

beslenme kosullarinda olmasi sonuglarin benzerliklerinde etkili olabilir.

Atasever ve ark. (46) Erzurum ilinde satiga sunulan yogurt ve ayran numunelerindeki AFM;
konstrasyonlarini incelemislerdir. Arastirmacilar inceledikleri 80 adet yogurt numunelerinin %
87,5’nin 10-75 ng/kg araliginda AFM; icerdigini bildirmislerdir. Atasever ve ark.(46)'nin elde

ettigi sonuglar bu calisma ile benzerlik gostermektedir.

Akkaya ve ark. (63) Afyonkarahisar bolgesinde inceledikleri toplam 177 yogurt drneginin
68’inde (% 65,38) AFM; belirlemislerdir. Arastirmacilar yogurtlarin en yiiksek 150 ng/kg
dizeyinde AFM; igerdigini bildirmislerdir. Akkaya ve ark. (63) bu g¢alismadakine oranla
diisiik (% 100) olmakla birlikte numunelerin ¢ogunda (% 65,3) AFM; tespit etmislerdir.
Ancak yogurt numunelerindeki AFM; konsantrasyonu bu ¢alismaya gore oldukca yiiksektir.

Giirbay ve ark. (64) Ankara’da inceledikleri 40 yogurt numunesinin 32’inde (%80) 61.61-
365,64 ng/kg araliginda AFM; igerdigini bildirmislerdir.

Galvano ve ark. (65)’de Italya’da inceledikleri 114 yogurt numunesinin 91’inin (% 80)’inin 1-
496.5 ng/l konsantrasyon araliginda AFM; icerdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar
belirledikleri AFM; konsantrasyonlarin Avrupa’da kabul edilebilir legal limitin ¢ok iistiinde
oldugunu bildirmislerdir (50ng/l). Martin ve Martin (66), Portekiz’de inceledikleri 96 yogurt
numunesinin 18’inde (18.8%) 19-98 ng/kg konsantrasyon araliginda AFM; tespit etmislerdir.

Gurbay ve ark. (64), Martin ve Martin (66), Galvano ve ark. (65) inceledikleri yogurt
numunelerindeki AFM; konsantrasyonlari bu ¢alismaya gore yiiksektir (30).

Galvano ve ark. (67) italya’da 120 yogurt 6rneginde yaptiklari ikinci bir arastirmada bu sefer
73 (61%) yogurt orneginin 1-32,1 ng/kg konsantrasyonlar1 araliginda AF; icerdigini

gostermislerdir. Kim ve ark. (68) Kore'de inceledikleri yogurt numunelerinin % 83’iiniin



ortalama 29 ng/kg konsantrasyonunda AFM; icerdigini belirtmislerdir. Arastirmacilarin

(67,68) sonuglar1 bu ¢caligmaya gore nispeten diigiiktiir.

Bu c¢alisma sonuglari ile yukarida belirtilen (64,65,66,68) arastirma sonucglarinin arasindaki
farkliliklarinda tilkemizde yetistirilen ve iiretilen yem ve yem maddelerinin mikotoksinler
(0zellikle AFB;) ile kirlendigini ortaya koymakta olup bunun yani sira cografi bolge, iilke,
mevsimin etkili oldugu akla getirmektedir. Yogurtta AFM; tespit miktarlarinin degiskenlik
gostermesinde, siitiin kalitesi, kontaminasyon miktari, siit kazein miktari, lipolitik etki,
uygulanan 1s1 islemleri, pH degisiklikleri gibi faktorlerin dnemli rol oynadig bilinmektedir
(69,70).

Barjesteh ve ark. (28) Iran’da inceledikleri 40 pastdrize yogurt ve 10 lokal yogurttan olusan 50
yogurt numunesinin tamaminin (% 100) 2,1-61,7 ng/kg konsatrasyonlarinda AFM; ile
kontamine oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonuglari ile Barjesteh ve ark. (28) paralellik

gostermektedir.

Yogurtta AFM; diizeylerinin belirlenmesi ile ilgili yapilan diger bazi ¢aligmalara bakildiginda
bazi arastirmacilar inceledikleri bu ¢alismanin aksine yogurt numunelerinin hi¢ birinin AFM;
icermedigini bildirmislerdir (71-77). Bu arastirmacilara paralel olarak yogurt ile yapilan
deneysel ¢aligmalarda (69,70,79) siitiin fermente bir iiriinii olan yogurtta diisiik pH, enzimatik
degisklikler ve pH diismesine bagli olusan laktik asit bakterilerinin etkisi ile AFM;
salgilanmasinin inhibe edildigi ya da AFM1'in yikimlanabildigi bildirilmistir.

Govaris ve ark. (69) inek stttini AFM; ile kontamine ettikten sonra sutl fermente ederek elde
edilen yogurttaki AFM; diizeylerini incelemislerdir. Arastirmacilar, AFM; duzeylerinin yogurt
formununda baslangigtaki siite gore azaldigini belirtmislerdir. Bununu nedeni olarak ta yogurt
olusum esnasinda, pH diismesi, olusan organik asitler, ve ortamda laktik asit bakterilerinin
olmasinin etikli oldugunu bildirmislerdir. Yine pH diismesine bagli olarak yogurt olusum
siiresince kazein proteinin olusumu AFM; toksinin emilimini azalttig1 bildirilmistir (78).
Rasic ve ark (79) asidik siit ve yogurtlarda AFM; diizeylerinin olduk¢a azaldigini (97%'ye
kadar) bildirmislerdir. EI Deeb ve ark. (70) manda siitlerinde yaptiklar1 bir deneysel ¢alismada
enzimatik mikrobiyal ve asidik koagulasyonun AFM; yikimlanmasina neden oldugunu

bildirmislerdir.

Bazi aragtirmacilar (79,80) AFM'in yogurdun besleyici 6zellikleri {izerine negatif etkilerini

arastirmislardir.



Van Egmond ve ark. (81) yogurdun 7° C’de 7 giin siire ile depolayarak soguk muhafazanin
AFM; iizerine etkinligini arastirmislar ve inceledikleri hi¢bir numunede AFM; dlzeylerinde

azalma tespit etmemislerdir.

Bu caligma sonucunda elde edilen bulgular Kayseri ili ve c¢evre ilgelerinde satisa sunulan
yogurt numunelerinin tamaminin diisiik konsantrasyonlardan AFM; igermesi ve incelenen
numunelerin % 7’sinin Tiirk Gida Kodeksi’ndeki limit degeri agsmasi ve ¢ogunlugunun 10-50
ng/kg konsantrasyonlar1 araliinda goz ardi edilemeyecek kadar yiiksek konsantrasyonlarda
olmas1 bakimindan halk saglig1 i¢in tehlike olusturabilecegi kanisina varilmistir. Dolayisi ile
iilkemizde peynir ve siite ilave olarak yogurtlarin da aflatoksinlerle kirlenme durumu 6nemli
bir saglik sorunu oldugu diisliniilmektedir. Bu sorunlar siitlerin diizenli olarak analiz edilmesi

ve yogurt iiretimi esnasinda gosterilecek 6zenle giderilebilir.

Sonug olarak, iiretim ve depolama esnasinda sartlar uygun oldugu takdirde gidalarda basta
toksijenik aflatoksin ve diger ¢evresel kontaminantlarin bulagma riski her zaman goz oniinde
tutulmalidir. Uretimden tiiketime kadar tiim islemler kiif gelisimini en aza indirecek sekilde
gerceklestirilmelidir. Bu amagla modern {iretim teknikleri uygulanmali, gida ve yem
maddeleri uygun bi¢cimde depolanmali ve siirekli olarak kontrol edilmelidir. Gida maddeleri
her asamada aflatoksin yoniinden analiz edilmeli, tolerans limitleri {ilkemiz i¢in kabul edilen
siirlarin tizerinde olanlarin tiiketimine izin verilmemelidir. Ayrica yem ve besinlerde mantar
infestasyonunu ve dolayisiyla aflatoksin olusumunu Onlemek ig¢in etkili, ekonomik ve
uygulanabilir kimyasal maddelerin arastirilmasi ve bunlarin uygulanmasi gibi saha ¢aligsmalari

yapilmalidir.
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