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TESEKKUR

Bu aragtirmanin yiiriitiilmesinde her tiirlii destegi saglayan danigman hocam
Sayin Dog. Dr. Mustafa ATASEVER’e, bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekan1 Sayin Prof. Dr. Leyla YILDIZ a ve Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dekan1 Saymn Prof. Dr. Miikerrem KAYA’ya, tiim
caligmada destegini gordiigiim Saymn Yrd. Do¢. Dr. Ziya Gokalp CEYLAN’a,
laboratuar ¢aligmalarim sirasinda yardimci olan 9 ncu Kor. “A” Tipi Gida Kontrol
Miifreze Komutanhig1 personeli Sayin Yzb Tolga YAROGLU’na, Sayin Yzb Korhan
OZTURAN’a, Sayin Yzb Cemal UNSAL’a, Yzb. Nuri KUZU’ya ve mesai
arkadaslarim Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Ogretim Elamanlarina ve

manevi desteklerini hep yanimda hissettigim anneme ve babama tesekkiir ederim.
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OZET

Misir silajinda aflatoksin B1 varhiginin ve siite gecme
durumunun arastirilmasi

Bu ¢alismada, Erzurum ili Pasinler ilce merkezi ve kdylerindeki siit sigircilig
isletmelerinden alman musir silajlarinin aflatoksin B; ve bu yemi tiiketen hayvanlarin
stitlerinin aflatoksin M; igerigi yoniinden ve aflatoksinin yemden siite gecis durumu

arastirildi.

Incelenen yem 6rneklerinde aflatoksin B; miktar1 ortalama 361,12494.76 ppt ve
siit orneklerindeki aflatoksin M; miktar1 da ortalama 3.85+3.71 ppt olarak belirlendi.
Tiiketilen yemdeki aflatoksin B;’in %1,07’sinin siite aflatoksin M; olarak gectigi

saptandi.

Siit numunelerinin 6 adedinde (% 8.33) Olciilebilir aflatoksin M; tespit
edilemedi. 66 ornekte (% 91.67) ise Tiirk Gida Kodeksine gore kabul edilebilir

sinirlarin altinda aflatoksin M; belirlendi.

Incelenen 72 yem o6rneginin 3 adedinde (% 4.16) aflatoksin B, saptanmadi.
Diger orneklerde ise standartlarda belirtilen sinirin altinda aflatoksin B; saptandi.
Incelenen yem orneklerinde saptanan aflatoksin B; miktar1 ile siit orneklerindeki
aflatoksin M miktar arasinda ¢ok 6nemli iliski (P<0.01) ve pozitif korelasyon (+0.329)
oldugu belirlendi.

Siit ve {irlinlerindeki AFM; miktarinin minimum diizeyde tutulabilmesi ig¢in,
modern iiretim teknikleri uygulanmali, siit hayvanlarina verilen yemlerin depolanma
kosullart uygun hale getirilmeli, gerekli kontroller yapilmali ve siit iireticileri bu konuda
bilin¢lendirilmelidir. Gida maddeleri ve yemler her asamada aflatoksin yoniinden analiz
edilmeli ve kabul edilen sinirlardan fazla igerenlerin tiiketimine izin verilmemelidir.
Yem ve besinlerde kiif bulagsmasin1 ve dolayisiyla aflatoksin olusumunu 6nlemek i¢in

etkili, ekonomik ve uygulanabilir caligmalarin yapilmasi gereklidir.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksin B, Aflatoksin M, Siit, Silaj, Yem, ELISA.



SUMMARY

Aflatoxin B1 in corn silage and its probability passing
in milk

The aim of this study was to determine the levels of aflatoxin B, contamination
in corn silage samples and aflatoxin M; in milk samples collected from cow dairy farms
in Pasinler (Erzurum, Turkey) region.

Average amount of aflatoxin B in feed and aflatoxin M; in milk were found
361,12+94.76 ppt and 3.85%3.71 ppt respectively. It was found that, 1.07% aflatoxin B,
passed to milk as a aflatoxin M;.

Aflatoxin M; was not found in 6 samples (8.33%) of the milk. Aflatoxin M; was
found in 66 samples (91.67%) of the examined milk samples. None of the samples had
aflatoxin M, greater than the maximum tolerance limit accepted by Turkish Standard
and European Union.

Aflatoxin B; was not found in 3 samples (4.16%) of the silage. Aflatoxin B; was
found in 69 samples (95.84%) of the examined silage samples. None of the samples had
aflatoxin B; greater than the maximum tolerance limit accepted by Turkish Standard
and European Union.

In the statistical analysis, there was positive correlation (P<0.01) between
aflatoxin M; in the silage samples and aflatoxin M; in the examined milk samples.

To achieve minimum levels of AFM; in milk and milk products, modern
production techniques should be employed, the animal feed storage conditions should
be well- maintained and inspected, milk producers should be well-informed. Food and
feed items should be analyzed for the presence of aflatoxin at every level, the
consumption of the ones that contain aflatoxin in amounts higher than the tolerable
limits valid in our country should not be permitted. In order to prevent mould growth,
and consequently, forming of aflatoxin on animal feed and food, effective, economical
and applicable chemical materials should be researched and field investigations should

be conducted for confirmation of the applications.

Keywords: Aflatoxin B;, Aflatoxin M, Milk, Silage, Feed, ELISA



1. GIRIS

Mikrobiyel flora, besin maddelerinin kalitesini etkileyen en onemli faktorlerden
biridir. Baz1 mikroorganizmalar (6rn., koliform grubu, maya, kiif) besin maddelerinde
bir takim istenmeyen degisikliklere (6rn., kokusma, gaz olusumu, kiiflenme) neden
olabilir. Bu mikroorganizmalar arasinda yer alan kiifler, besinlerde istenmeyen renk ve
lezzet degisiklikleriyle karekterize bozukluklara neden olurlar. Ayrica, kiifler

salgiladiklar toksinlerle de halk saglig1 acisindan tehlike olusturabilmektedir.

Kiif tiirlerinden 250 kadarmin mikotoksin olusturdugu ve bunlarin da 20-25
cesidinin yem ve besinlerde bulunarak zehirlenmelere sebep olabilecegi ifade

edilmistir" %

Baslica 6nemli mikotoksinler; aflatoksin, okratoksin, zearalenon, sitrinin, patulin,
strerigmatosistin, trikotesen, PR toksin, penisillik asit, sporidesmin, ergot alkaloidleri,
streovirindin, alternariol, tenuazonik asit, rubratoksin, sikloklorotin, slaframin,

luteosikrin, rugulosin, tremorin A, kojik asit ve okzalik asittir’.

En yaygin bilinen mikotoksin aflatoksindir. Aflatoksinler, Aspergillus flavus,
Aspergillus paraciticus, Aspergillus nomius ile bazi1 Penicillium ve Rhizopus tiirleri
tarafindan sentezlenen, insan ve hayvanlarda akut ve kronik zehirlenmelere neden olan
metabolitler olup, aflatoksin By, By, Gi, G, M; ve M; olmak {iizere baslica alti ana

bilesikten olu§ur1’476.

Aflatoksinler, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkileri yaninda, 1s1l
islemlere de direngli olmalari nedeniyle saglik acisindan Gnem tasirlar’ . Ayrica
aflatoksinlerin Reye sendromu, kwashiorkor, ¢ocukluk dénemi sirozu, kronik gastrit ve
bazi solunum hastaliklarina da sebep olabildigi belirtilmistir®'°. Ayrica, insan ve
hayvanlarda  sebebi  bilinmeyen bazi  hastaliklarin da  mikotoksinlerden

11,12

kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir ~'“. Bu nedenle aflatoksinlerin etkileri konusunda

daha fazla calismalara ihtiyag¢ vardir.

Bir¢ok iilke tarafindan diizenleyici kontrol ol¢iimlerinin yapilmasina ragmen,
aflatoksin icermeyen siit liretimi her zaman miimkiin olmamaktadir. Modern analitik

metotlar sayesinde siitteki ¢ok diisiik aflatoksin M, diizeyleri dahi belirlenebilmekte ve



bunun sonucunda bozucu etkisi olmamasina ragmen pozitif Orneklerin yiizdesi
artmaktadir. Aflatoksin M, in siitlerde etkili diizeylerde gozlenmesi, siitiin atilmasina
yol agarak siit endiistrisinde ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bundan dolay1 bu
toksinin olusumunun 6nlenmesi, uzaklastirilmasi ve yok edilmesi ihtimallerini arastiran

calismalar yapilmaktadr’.

Aflatoksin problemi, yaygin olmasi nedeniyle cesitli uluslararasi ¢alismalara konu
olmaktadir. Uluslararasi ticarette yasanan bu problem, diinyanin belirli bir bolgesinde
sinirli kalmayip uluslararasi nitelik kazanmaktadir. Asin toksik ve karsinojenik etkileri
nedeniyle, aflatoksinlerin besinlerde bulunma diizeyleri halk sagligi ve ekonomik
kayiplar yoniinden dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Bu nedenle c¢ok sayida iilke,

aflatoksinlerin besinlerde bulunma miktarlarina yasal olarak sinirlamalar getirmistir.

Bir¢ok iilkede siit ve iirlinlerinde bulunabilecek aflatoksin M; icin sinir 0,5 ppb ve
altindaki degerlerde tutulmaktadir. Kontroller, kanun ve tiiziiklere bagl olarak siki bir
sekilde yapilmakta, belirlenen limitler iizerinde aflatoksin iceren gida maddelerinin

ithalatina ve iilke i¢inde tiiketimine izin verilmemektedir.

Tiirk Gida Kodeksine' gore siit ve idriinleri icin sinir degerler 50 ppt olarak
belirtilmistir. Konunun bir degerlendirilmesi yapildiginda, aflatoksinin iiriinlerde
goriildiigli ancak, aflatoksinli yem tiiketen hayvanin et, siit ve yumurtasina gegebildigi,
dolayistyla sorunun tiim bitkisel ve hayvansal iiriinleri tehdit eder boyutlarda oldugu

sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Kiifler, tarimsal iiriinlerin iiretimi, islenmesi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda
iriinleri kontamine etmek sureti ile bozulmalara sebep olmaktadir. Siit isletmelerinde
kiiflere siklikla rastlanabilmektedir. Aspergillus tiirii kiifler hayvan yemlerine
bulasabilmekte ve daha sonra da siit ve iiriinlerine gecebilmektedir. Son yillarda
Erzurum ve cevresinde silaj tiiketiminin artmast nedeniyle yemlerde ve siitte
aflatoksinin daha fazla bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu tez caligmasi ile
hayvan yemlerinde ve bu yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde aflatoksin iceriginin

belirlenmesi amaclanmistir.
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2. GENEL BILGi

Kiiflenme diinyada sik karsilasan bir olgudur. Onceleri besin maddelerinin
estetik bozulmasi seklinde degerlendirilen kiiflenme sorunu, 1960°da Ingiltere’de
100.000’den fazla hindinin toplu Oliimiiyle Onemli zehirlenme kaynagi oldugu
anlasgilmistir. Arastirmalar, kiiflerin metabolizma {iriinleri olan toksik maddeleri acikliga
kavusturmus ve hem insan hem de hayvan saghigin ciddi sekilde tehdit eden boyutlarini
ortaya cikartmistir. Cogunlukla besinlerin tozlu ve lifli bir goriiniim almasi kiiflenme

olarak nitelendirilir'*.

Besinlerdeki kiifler iiriiniin kalitesini diistiriir ve iiriiniin saglik agisindan riskli
olmasina yol acar. Kiiflerin iirettigi bu toksik maddelere mikotoksin denilmektedir.
Mikotoksinlerle bulasmis olan gidalarin insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi
sonucu mikotoksikozis denilen hastaliklar ve hatta 6liimle sonuglanabilen zehirlenmeler

meydana gelmektedir'> .

Kiiflenmis besinlerdeki toksik madde, kiiflerin metabolizma iiriinii olan
mikotoksinlerdir. Ancak, biitiin kiifler mikotoksin sentezleyemezler. Kiif tiiriiniin
300.000’den fazla oldugu ve bunlardan 250 kadarinin toksin sentezleyebildigi, yaklasik
20 tiirtin de olusturduklar1 mikotoksinlerle insan ve hayvanlarda saglik sorununa yol
actigr bildirilmistir™**.

Besin ve yemlerin, hammaddeden tiiketime sunulana kadarki asamalarinda,
sartlar kiiflerin gelismesine uygun oldugu takdirde, iiriinlere kontaminasyon olabilmekte
ve halk sagh@ yoniinden Onemli problemler olusturabilmektedir. Kiiflerin akut
zehirleyici etkilerinin yanisira, bazilarinin (6rn., aflatoksin) giiclii karsinojenik ve
ostrojenik etkileri vardir. Kiifler, bir¢ok besin maddesinin besin degerinde diismeye ve
ekonomik kayba yol acarlar. Cevresel kosullar kiif gelisimine uygun oldugunda besinler
kiiflenebilir. Kiiflenme nedeniyle her yil diinyada, o6zellikle tahil ve yagli tohum

iriinlerinin %1’inden fazlas1 zayi olmaktadir.
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Kiiflenme, tiimiiyle kiiflerin rejenerasyon organlari olan sporlarin sekillenmesi
ve yayilmasiyla gerceklesir. Kiif sporlari, uygun kosullarda hizla geliserek hava ve su
ile cevreye yayilir. Sporlar uygun olmayan kosullarda yillarca canli kalabilmekte ve

uygun gelisme ortaminda hizla cogalmaktadirlar.

Kiiflenmis besinlerin halk sagligi yoniinden yaratabilecegi en onemli sakinca,
mikotoksin kiifleriyle dogal olarak kirlenmis olmalarindan kaynaklanir. Zaten, degisik
derecelerdeki kiiflenme olgular1i sonucunda siklikla mikotoksinlerle kirlenme riski
ortaya ¢ikar. Degisik derecelerde kirlenmis olan besinler insanlarda latent, subakut, akut
ve kronik nitelikli zehirlenmelere neden olabilir. Mikotoksikozis olarak adlandirilan bu
cesit zehirlenmeler, kirlenmeyi olusturan mikotoksinin ¢esidine, kirlenme boyutuna,
hayvanin tiiriine, alinma siirecine gore olduk¢a degisik klinik belirtiler ve patolojik

bozukluklarla kendini gosterir.

Kiiflerin gelisip ¢ogalmasi ve mikotoksin sentezleyebilmesi, bircok faktoriin
(6rn., 181, rutubet, havalandirma) etkisi ile besinin bazi niteliklerine (6., gelisme
slireci, rutubet icerigi, mekanik hasar, pH) baghdir. Genellikle ortamin rutubet igerigi
ve 1s1 durumu, kiiflerin ¢cogalmasi yOniinden kritik kosullar niteligindedir. Rutubet
icerigi % 9’dan diisiik ortamlarda kiiflenme riski son derece azalir. Rutubetin %13 veya
daha yiiksek oranlarda olan besinler, 15°C’nin iistiinde muhafaza edildiginde kolayca

kiiflenebilir.

Besinlerdeki kiifler tiimiiyle bertaraf edilse dahi, bunlarin besinde olusturdugu
mikotoksinler aylarca par¢alanmadan kalabilirler. Ayrica, bircok mikotoksin (6zellikle
aflatoksin) 1s1l islemlere ve kimyasal tepkimelere de dayaniklidir. Bu nedenle besinlerin

hazirlanmasi asamasinda toksik etkilerini siirdiiriirler.

Kolay kiiflenebilme ve mikotoksin hazirlanmasina uygun  ortam
olusturabilmeleri bakimindan bitkisel besin cesitleri arasinda onemli ayrimlar vardir.
Soyle ki; hasat edilmis ve mekanik olarak parcalanmis misir, yerfistii, aycicegi ve
pamuk tohumu kiispeleri, piring ve islenmis soya fasulyesi iiriinleri ¢abuk kiiflenerek
mikotoksinlerle kirlenebilir. Oysa hasarsiz dane halindeki tahillar ve yagli tohumlar

daha zor kiiflenir.
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2.1. Aflatoksin

Bilinen ilk mikotoksikosiz vakasi, Claviceps purpurea tarafindan meydana
getirilen ve bazi organlarda nekroz ve gangren ile karakterize ‘“Ergotizm’
zehirlenmesidir. Bu hastalik Claviceps purpurea ile bulasmis olan besin maddelerinin
tilkketilmesi sonucu ortaya ¢ikmis ve Orta Cag Avrupa’sinda uzun yillar “Kutsal Ates”
adiyla anilmistir. Rusya’nin bazi bolgelerinde niifusun yaklasik % 10’undan fazlasinin,
Ikinci Diinya Savasi yillarinda kiifli gidalarin tiiketilmesi sonucu, bu tip
zehirlenmelerden etkilenmis ve hatta bir¢ok 6liim vakasi meydana gelmistir. S6zkonusu
yillarda, bircok iilkede Japonya’dan ithal edilen piringlerin tiikketimi sonucu benzer
vakalara rastlanmistir. Ancak 1960’11 yillara kadar biitiin bu zehirlenmeler 6nemsiz
hastaliklar olarak degerlendirilmistir. Bu yillarda Ingiltere’de Turkey X Disease adi
verilen bir hastaligin ortaya c¢ikmasiyla bu konudaki kanaatler degismistir. Bu
hastaliktan dolay1 binlerce hindi palazi telef olmus ve yapilan incelemeler neticesinde,
hastalia hindilere protein kaynagi olarak verilen, Brezilya’dan ithal edilen yer
fistiginda bulunan toksik bir maddenin sebep oldugu anlasilmistir. Daha sonralar1 bu
konuyla ilgili olarak yapilan detayli arastirmalar sonucunda bu toksik maddelerin
“Aspergillus flavus” ve “Aspergillus parasiticus” tarafindan sentezlenen bir bilesik
oldugu ortaya ¢ikmis ve toksine kendini olusturan kiifiin adina istinaden ‘“‘aflatoksin”

o 14,2629
denilmistir ™ .

Cok kuvvetli kanserojen olan aflatoksinlerin bulunmasiyla, bu konudaki
caligmalar daha da yogunlagsmis ve bu tarihten itibaren tiim mikotoksinler ve
mikotoksikozisler genis bir sekilde ele alinarak canlilar iizerindeki hepatoksik,
nefrotoksik, dermatoksik, nerotoksik, mutojenik ve diger biyolojik etkileri ile
metabolizma iizerindeki biyokimyasal etkileri lizerindeki arastirmalar hiz kazanmistir.
Bu sayede bircok mikotoksinin insan ve hayvanlarda etyolojisi bilinmeyen hastaliklarin

etmeni olabilecegi belirlenmistir' "',

Mikotokinlerin biiyiik bir boliimiiniin Aspergillus, Penicillium ve Fusarium
cinsine ait kiifler tarafindan olusturuldugu ifade edilmektedir. Bazi Onemli

mikotoksijenik kiifler ve bunlarin iirettigi mikotoksinler Tablo 1°de gbsterilmistir4.
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Tablo 1. Bazi Kiifler ve Urettikleri Mikotoksinler

Kiif Urettigi mikotoksin
Asperg}llus flavu§ . Aflatoksinler
Aspergillus parasiticus

Aspergillus flavus Siklopiyazonik Asit

Aspergillus ochraceus
Penicillium viridicatum Okratoksin A
Penicillium cyclopium

Penicillium expansum Patulin

Fusarim colmorum

Fusarim graminearum Deoksinivalenol
Fusarim sporotrichioides
Fusarim sporotrichioides
Fusarium poae

Fusarim sporotrichioides
Fusarim graminearum Diasetoksiskirpenol
Fusarium poae

Fusarim culmorum

Fusarim graminearum Zearalenon
Fusarim sporotrichioides

T-2 toksini

Fusarim moniliforme Fumonosinler
Acremonium coeniphialum Ergopeptin alkolitleri
Acremonium lolii Lolitrem alkolitleri
Phomopsis leptostromiformis Fomopsinler
Pithomyces chartarum Sporodesminler

Alfatoksinler, Aspergillius cinsi icerisinde yer alan A. flavus ve A. parasiticus
tiirii kiifler tarafindan iiretilmektedir’’. Esas olarak kiiflii gidalarda goriilmesine karsin
dogrudan insan tiiketimine sunulan gidalarda da alfatoksin olusabilecegi, cesitli isleme
yontemlerinin bunu tamamen ortadan kaldiramadig1 ve hayvan yeminde bulunabilecek

alfatoksinlerin ¢ok az bir oranda da olsa et, siit ve yumurta gibi gidalara gecerek insan
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sagligr ac¢isindan risk olusturabilecegi ifade edilmektedir’'

. Geligmis iilkelerin
bircogu, bu riski azaltmak i¢in gida maddelerinde bulunabilecek alfatoksin miktarlar
icin maksimum siurlan belirlemislerdir®®. Bazi iilkelerin siit ve siit iiriinlerinde
bulunabilecek aflatoksin miktarlar1 icin belirledikleri maksimum sinir degerleri Tablo

2’de gdsterilmi§tir14.

Tablo 2. Baz1 Ulkelerde Siit ve Uriinlerinde Bulunabilecek Aflatoksinler Igin

Belirlenmis Maksimum Sinir Degerler

Ulke Uriin Limit(ng/kg)
Arjantin Siit 0.5 M+ Bi+ B+ G+ Gy)
Avusturya Peynir 0.25
Belcika Siit ve tozu 0.1
Brezilya Siit ve tirtinleri 0.5
Cekoslovakya Tiim gidalar 5

Siit 0.5
Fransa Siit tozu 0.2
Almanya Siit 0.05
Hollanda Siit ve lriinleri 0.05

Peynir 0.2
Isveg Siit iiriinleri 0.05
Isvigre Siit 0.05

Peynir 0.01(Bi4+ My)
Usa Siit 0.5
Rusya Siit iiriinleri 0.5

Giinlimiizde bu diizenleme smirlar1 ekonomik durumuna ve gelisme derecesine

bagh olarak iilkeden iilkeye biiyiik 6l¢iide degiskenlik gostermektedir. Tiirkiye’de de bu

33,34

konuyla ilgili olarak cesitli gldalaur13 ve yemler icin belirlenen limitler Tablo 3’de

gosterilmistir.
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Tablo 3. Tiirkiye’de Gida ve Yemlerdeki Aflatoksinler I¢in Belirlenmis Azami Miktar

Toplam aflatoksin

Gida-yem Aﬂa(t;;il)n By Aﬂat((l))l;;n M, (B1+ Bao+ g)gb)GZ)
Gida maddeleri 5 . 20
Tarim tiriinleri 5 ; 20
Cocuk mamalar - i} 2
Stit - 50 -
Peynir 250
Yem maddeleri 50 . )

Aflatoksin M; ve M, toksinleri aflatoksijenik kiifler tarafindan direkt olarak
sentezlenmemektedir. Bu toksinler, aflatoksin B; ve B, iceren yemlerle beslenen
hayvanlarin bunlar1 metabolize ederek siitlerine gegirmeleri sonucunda olusmakta ve

stitten izole edilmeleri nedeniyle de ‘M’ harfiyle simgelendirilmektedir3 °,

Aflatoksinler, kimyasal yapi olarak bifuran halkas1i ve lakton bagi iceren
kumarin tiirevi bilesiklerdirzo. Aflatoksin B, ve G, aflatoksin B; ve G;’in dihidro
formlandir. Aflatoksin M; ve M, ise aflatoksin B; ve B, nin OH grubu iceren
formlardir. Aflatoksinlerin aldiklar1 bu harfler ultraviyole 15181 altinda verdikleri
renklere gore yapilmistir. Ultraviyole 15181 altinda, aflatoksin B; ve B, mavi renk
verirken, aflatoksin G; ve G, yesil-mavi renk vermektedir. Toksinlere verilen rakamlar
ise toksisite derecesini gostermektedir. “1” ile simgelenenler yiiksek ‘27 ile

simgelenenler daha diisiik toksisiteyi gostermektedir*®.

Aflatoksin, Aspergillus flavus, A. parasiticus ve toksinojenik nitelikli diger
Aspergillus tiirleri ile baz1 Penicillium ve Rhizopus tiirleri tarafindan hazirlanan toksik
metabolittir. Bu terim aflatoksin By, By, G;, Gy, M; ve M, olmak iizere 6 cesit ana
bilesigin ortak adidir. Bunlardan aflatoksin B dogal olarak kiiflenmis besinlerde en sik
karsilagilan ve yiiksek oranlarda bulunan metabolitir. G; ve G, metabolitleri daha seyrek
ve B, en az karsilasan aflatoksin ¢esitleridir. Baz1 kiiflenmis misir 6rneklerinde B ve B,
metabolitlerinin yaninda M; varligina da rastlanmistir. Ancak M; ve M, tiirevleri
aflatoksin B; ve B,’nin sagmal hayvanlarda metabolik degisiklige ugratilarak siitle

atilan sekilleri olarak kabul edilir’’.
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Yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olan aflatoksinler, ultraviyole 15181 altinda
giiclii floresan verirler. Aflatoksin, saf haldeyken renksiz kristal formdadir, kaynama
noktast yiiksek oldugu i¢in 300°C’nin iizerindeki sicakliklarda pargalanabilmektedir.
Aflatoksinlere ait bazi fiziksel ézellikler Tablo 4‘de® ve bazi kimyasal yapilar1 Sekil

1’de gdsterilmi§tir39.

Tablo 4. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksin Molekiil Molekiil Kaynama Ultraviyole Floresans

formiilii agirhig noktast absorbsiyonu emisyonu(nm)
B, Ci7 Hi2 O¢ 312 268-269 21,800 425
B, Ci17 His O¢ 314 286-289 23,400 425
G, Ci7Hi2 O 328 244-246 16,100 450
G, Ci7His Oy 330 237-240 21,000 450
M, Cy7Hi2 O 328 299 19,000 425
M, Ci7Hi4 Oy 330 293 e e

A. flavus ve A. parasiticus; 10-43°C ye kadar degisen bir sicaklik araliginda
gelisebilmektedirler40’41. Her iki tiirde pH 2.1-11.2 arasinda gelisebilmekte ve optimum
gelisme pH 3.5-8.0 aralifinda olmaktadir. Aflatoksinler pH 3.5-8.0’de iiretilebilmekte
ve optimum {retim pH 6 diizeyinde gerceklesmektedir. Bu mikroorganizmalarin

gelisebildigi minumum a,, degeri 0.80-0.83 arasindadir™.

Aflatoksin sentezleyen Aspergillus tiirleri biitiin diinyada yaygin bir sekilde
bulunur ve her tiirlii iklim kosulunda kolayca iireyebilir. Cevre sicakliginin 24 — 45°C
oldugu ortamda iiriin cesidine gore % 9—14 arasi1 veya daha yiiksek oranlarda rutubet
iceren besinler 3—4 giinde bile agir bir sekilde kiiflenebilir. Aspergillus tiirii kiifler
bir¢cok besin maddesinde (6rn., misir, pamuk tohumu kiispesi, ayc¢icegi kiispesi, soya
fasulyesi unu, findik, yerfistigi, ceviz, yagh tohumlar ile balik ve et-kemik unu, karma
yem hazirlanmasinda kullanilan hammaddeler) cok yaygin bir sekilde ve tehlikeli

diizeylerde kiiflenme olusturdugu bilinmektedir.
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Kiiflenme derecesiyle aflatoksinlerin sentezleme miktar1 arasinda dogrusal bir
iligki yoktur. Genellikle ortamin giderek azalan rutubet icerigi kullanmilabilir besin
kompozisyonu asir1 sporlanma diger kiif ve bakteri tiirlerinin varlig1 kiiflenme siiresi ve
iklim kosullar aflatoksin sentezini sinirlandirabilmektedir. Bu nedenle de agik¢a ve agir
bir sekilde kiiflenmis olan besinler 0.01-15.000 ppm diizeyleri arasinda aflatoksin
bulunabilirken, dikkati cekmeyecek derecede az kiiflenmis olan besinlerde 1000 ppm’e
kadar aflatoksin B, varligina rastlanabilmektedir. Normal cevre kosullarina oldukga
dayanikli olan aflatoksinler ancak 300°C‘nin iizerinde 1sitilmakla parcalanabilirler. Bu

sebeple pastorisazyon ile siitlerdeki aflatoksin miktarinda azalma olmamaktadir.

Aflatoksinlerle kirlenmis olan besin maddeleri her asamada halk saghigi
yoniinden sakincali olabilmektedir. Bulasik besinlerle alinan aflatoksinler sindirim
kanalindan kolayca emilerek, bashca karaciger ve yumusak dokulara dagilarak
metabolize olurlar. Kismen makromolekiillere baglanir ve 6nemli bir boliimii yagda
coOziinen metabolitlere cevrilir. Q1, P1, B2a, aflatoksikol, aflatoksin M; ve M, gibi bir

defada alinan aflatoksinin %85-90’1 ilk 24 saatte digki, idrar ve siitle atilir.

Yem ve besinlerle alinan aflatoksinler sindirim kanalindan simrl oOlgiide
emilirler. Dolasima gegen toksinler plazmadan cabuk ayrilir. Baslica karaciger ve
kaslarda dagilim gosterirler. Viicuda giren aflatoksin B;’in % 85-90°1ilk 24 saat icinde
disk1 (%75 kadan), idrar (%15-20) ve siitle degismemis veya metabolitleri halinde
cikarilir. Digkiyla bu dl¢iide atilma durumu agizdan alinan toksinin sindirin kanalindan
stmirli  sekilde emildigini gosterir. Bulasik yem veya toksinin verilmesinin
durdurulmasim takiben 3—6 giin sonra siitle, 6-9 giin sonra da idrar ve digkida aflatoksin
kalintilarina rastlanmamaktadir. Alinan aflatoksin B;’in sigir ve koyunlarda yaklasik

9%0.1°1 siitle aflatoksin M, halinde ¢ikarilir.

Siit inegi yemlerinde 400 ppb ve daha yiiksek diizeylerde aflatoksin B,
bulunmasi yavrularin1 zehirleyebilecek miktarda siitle aflatoksin M; ¢ikarilmasina yol
acabilmektedir. Kanatli yemlerindeki toksinin yaklasitk % 0.5’i yumurtaya
gecebilmektedir. Soyleki; 100-200 ppb aflatoksin B ihtiva eden yemi yiyen kanathilarin
yumurtalarinda 0.2-3.3 ppb kalinti bulunabilmektedir. Bu tiir yumurtalar tiikketenlerde
sozkonusu diizeylerdeki aflatoksin kalintilar1 herhangi bir olumsuz etkiye sebep

olmamakla beraber yumurta sarisinda %50’ye varan oranda embiryo Oliimiine yol
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acabilen aflatoksin miktarinin 0.9 ppb oldugu dikkate alinirsa, konunun ozellikle

damizlik tavuk isletmeleri yoniinden ne kadar 6nem tasidig1 kolayca anlagilir.

Zehirlilik bakimindan en giiclii olam aflatoksin B;’dir. Bunu azalan sirasiyla
aflatoksin Gy, aflatoksin B, ve aflatoksin G; izler. Aflatoksin M;’in etki giicii aflatoksin
B, ol¢iisiindedir. Aflatoksin G’ nin etki giicii ise aflatoksin B’ nin ancak %]1°i kadarndir;
bu durum alinan aflatoksin B,’nin viicutta Once aflatoksin B;’e ve sonra da etkin
metabolitlere doniistiiriilmesiyle ilgilidir. Hayvanlarin ¢cogunda aflatoksin B;’in OD 50
degeri 0.5-10 mg/kg arasinda degisir. Diger yandan zehirlenme olusturabilen
besinlerdeki aflatoksin diizeyleri 10-100 ppm dolayindadir. Bu deger 6rdekler i¢in 0.3
ppm ve buzagilar icin de 2.2 ppm dolayindadir. Yemlerde 200 ppb’ye kadar bulunacak
aflatoksin diizeylerinin hayvanlarda klinik olarak herhangi bir etkisi olmamaktadir.
Diger yandan 10 ppb’den fazla toksin iceren yemleri yiyen hayvanlarin siit ve

yumurtalarinda kalint1 bulunabilecegi gozoniinde tutulmalidir.

Alman toksinin miktarina bagl olarak aflatoksinler; akut, subakut ve kronik
nitelikle zehirlenmelere yol acarlar. Aflatoksinler, 6zellikle bagisiklik sisteminin baski
altina alinmasima ve kazanilmis direncin kirilmasina yol acarak bircok hastalifin 6n
plana c¢ikmasina sebep oldugundan, ¢ogu kez gozden kacabilmektedirler. Ayrica
gelisme hizinda yavaslama, besin degerlendirilmesinde azalma, hayvanlarda karkas
kalitesi ve hastaliklara direngte diigme, besinlerdeki kiiciik miktarlarda bulunan toksinin

yol agtig1 etkilerdir.

Aflatkosinlerle akut zehirlenmeler hayvanlarda ani Olim veya istahsizlik,
solunum giicligli, burun akintisi, durgunluk, kansizlik, Oksiiriikk, kanli siirgiin,
cirpinmalar, bitkinlik belirtilerine neden olur. Subakut olaylarda sarilik, hematom,
kanamali barsak yangisi, trombosit sayisinda azalma ve yukarida sayilan belirtiler
siddeti azalmis sekilde goriilir. Akut ve subakut olaylarda etkilenen hedef organ
karacigerdir. Zehirleyici olabilecek miktarlarda aflatoksin B;’in alinmasini takiben 3—6
saat icinde karaciger gorevinde bozukluk ve yagh degisiklikler ortaya ¢ikar; bunlari
karaciger nekrozu izler. Anilan karaciger hasar1 pihtilasma mekanizmasinin
bozulmasina, sarilik ve karaciger kaynakli serum proteinlerinde azalmaya yolacar.
Kanin pihtilagsma yeteneginin bozulmasi ve kapillar damarlarin kolayca catlayabilmeleri

sonucu viicudun mukoz zarlart ve bosluklarinda yaygin kanamalar olusur. Yemde
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bulunan 1-1.2 ppm aflatoksin B, tavuk ve etlik piliclerde akut karaciger yangisi,
siddetli kanama ve oliim yapabilmektedir. Diger yandan bobrek tubiillerinde nekroz ve

bursa fabrikus da dahil lenf dokuda kiiciilme dikkat ceker.

Kronik zehirlenme; gelisme hizi yem tiiketimi ve yemden yararlanmanin
azalmasi kil oOrtiisiiniin bozulmasi, kansizlik, 6zellikle etlik pili¢lerde karkas kalitesinde
diisme ve berelenme—iiriime olugmasi, karnin biiylimesi (karin boslugunda sivi
toplanmasindan dolay1) hafif sarilik, istahsizlik, hem dogal (makrofajlar ve komplemen
aracili) hem de kazanilmis (hiicresel ve humoral) bagisikligin baski altina alinmasi ve

strese uyum yeteneginin bozulmasiyla seyreder.

Gerek bagisikligin yetersiz kalmasinda gerekse dogal direncin kirilmasinda
aflatoksinler hazirlayici faktor olarak is goriirler. Zira ortaya ¢ikacak belirtiler aflatoksin
zehirlenmesinden ziyade bulasici bir hastaligi gosterecektir. Sigirlarda yavru atma, siit
veriminde azalma veya tiimiiyle kesilme olusabilir. Serum ve karaciger vitamin A
diizeyi azalir ve protein sentezi bozulur. Protein sentezinin engellenmesi yemle alinmasi
gereken protein miktarim (veya protein ihtiyacini) artirir. Kanatlilarda yumurta verimi,

yumurtadan civciv ¢ikim orani diiger ve yumurta agirliklar: azalir.

Siit hayvanlarimin aflatoksin B iceren yemlerle beslenmeleri sonucunda siitlerinde
aflatoksin M;’e rastlanabilir. Aflatoksin B;’in metaboliti olan aflatoksin M; siit
hayvanlariin karacigerlerinde metabolize olarak siit bezleri ile siite salg11an1r42. Siit
veren hayvanlarin yemlerle beraber aldiklar aflatoksin B;’in hangi oranlarda aflatoksin
M;j’e doniistiigiinii saptamak amaciyla yapilmis cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu
calismalarin bircogunda genel bir yargi olarak tiiketilen yemdeki aflatoksin B;’in
9%0.35-5’1 arasinda degisen oranlarda siitte aflatoksin M; olarak goriildiigii

belirtilmektedir” **,

Yapilan bu gahsmalarda9’14’45

elde edilen farkliliklarin nedeni aflatoksin B;’in
aflatoksin M;’e doniisiim oraninin hayvandan hayvana, giinden giine, bir siit verme
doneminden digerine, sagim zamanina hatta sagim aralifina ve hayvanin siit verim
diizeyine bagl olmasindan dolay1 degistigi rapor edilmistir. Ayrica yemlerle beraber

alman aflatoksin B diizeyinin de doniisiim oranina etkili olabilecegi bildirilmektedir’.
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Aflatoksin B; iceren yemlerin tiiketilmesinden 12-24 saat sonra aflatoksin M;
hayvanin siitiinde belirlenebilmektedir®*°. Siitteki aflatoksin M;’in en yiiksek diizeyine
yemin tiiketilmesinden 3—4 giin sonra ulastig bildirilmistir> . Aflatoksin B, iceren
yemlerin alimi  birakildiktan ancak 72 saat sonra siitteki aflatoksin @ M;
konsantrasyonunun belirlenebilen limitin altina diistiigii saptanm1$t1r14’46. Orug47,
aflatoksin B; yemle alindiktan 6-24 saat sonra siitte aflatoksin M, tespit edildigini,
12-48 saat icinde en yiiksek diizeye ulastigin1 ve aflatoksin B; igeren yem tiiketimi
kesildikten 72-96 saat sonra siitte aflatoksin M; seviyesinin azalgim bildirmistir. Bu
arastirmact ayrica, aflatoksin B; in metaboliti olan aflatoksin M; ‘in siitle %0.8-2.2

oranlarinda atildigini ifade etmistir.

Siitteki aflatoksin M; oraninda mevsimlere baglh olarak farkliliklar olabildigi
9,14,45

bildirilmistir . Bunun nedeninin siit hayvanlarimin kis aylarinda biiyilk oranda
kangik yemlerden, yaz ve bahar aylarinda ise daha ¢ok dogadan yararlanmalarindan
kaynaklandig1 vurgulanmaktadir. Dolayisiyla genel olarak siitlerin soguk mevsimlerde
sicak mevsimlere nazaran daha yiiksek miktarlarda aflatoksin M, igerdikleri ifade
edilmistir*®™".

Birgok iilkede, farkl siit cesitlerinde bulunan aflatoksin M; diizeylerini arastiran
calismalar yapilmistir. Kim ve ark.”, Kore’deki 70 pastorize siit 6rneginin % 76’sinda
ortalama olarak 18 pg/g diizeyinde aflatoksin M;’i ELISA yontemi kullanarak tespit
etmislerdir. Galvano ve ark.”, Italya da 161 siit 6rneginin % 78 inde ortalama olarak
6.28 ng/l diizeyinde aflatoksin M; saptamislardir. Roussi ve ark.™ tarafindan
Yunanistan’daki siipermarketlerden toplanan toplam 114 pastorize, UHT ve konsantre
stit ornekleri ile toplam 52 c¢ig inek, koyun ve keci siitlerinin aflatoksin M; icerikleri
immunoaffinite kolon ekstraksiyonu ve HPLC yontemiyle analiz edilmistir. Bu calisma
sonucunda pastorize, UHT, konsantre, ¢ig inek, koyun ve keci siitlerinin aflatoksin M;
ile kontaminasyon oranlarinin sirasiyla % 85.4, 82.3, 93.3, 73.3, 66.7 ve 40 oldugu
gozlenmistir. Ancak sadece bir inek siitii ve iki konsantre siit Ornegi Avrupa
Toplulugu’nun limiti olan 50 ng/l’yi asmistir. Garrido ve ark.” Brezilya’daki
stipermarketlerden toplanan 60 UHT ve 79 pastorize siit drneklerinden % 20.9’unun

aflatoksin M; konsantrasyonunun 50-240 ng/l araliginda oldugunu ve dolayisiyla

Avrupa Birligi’'nin belirledigi limit olan 50 ng/l’yi gectigini gozlemlemislerdir.
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Nakajima ve ark.” tarafindan J aponya’da iiretilen siitlerin aflatoksin M, icerigi iizerine
yapilan ilk sistematik ¢alisma sonucunda analiz edilen 208 pastorize siit 6rneginin %
90’ninm 0.014 pg/kg konsantrasyonunda aflatoksin M, icerdigi saptanmistir. Bakircr”/,
Van ilinde toplanan 90 c¢ig siit 6rneginin 35’inde (% 44.30) Tiirkiyede ve Avrupa
Birligi’nde kabul edilen en yiiksek tolerans limitinden (0.05 pg/kg) daha yiiksek

diizeyde aflatoksin M; oldogu saptamistir.

Siitlerin siit tozuna cevrilmesiyle aflatoksin M; seviyesi 8 kata kadar artis
gostermektedir. Siitiin krema, yag, peynir gibi iiriinlere doniistiiriilmesi yagda ¢6ziinen
aflatoksin M;’i dagitmaktadir. Yag yapim asamasinda aflatoksin M;’in %10’u kremaya

gecmektedir. Ancak biiyiik bir kismu siitte kalmaktadir™®~.

Blanco ve ark.% yaptiklar1 bir ¢aligmada, 10 adet siit tozu numunesini aflatoksin
yoniinden analiz etmisler ve sonugta numunelerin hepsinde 0.1- 0.5 pg/L seviyelerinde

aflatoksin M; bulduklarinmi bildirmislerdir.

Dogamala ve ark.® Polonya’da yaptiklar1 bir ¢calismada toplam 30 siit numunesini
analiz etmisler c¢alisma sonucunda 6 siit numunesinde (%30) 3.6-10.6 ng/L

seviyelerinde aflatoksin M; saptamislardir.

Meerarani ve ark.®> Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada, 375 siit Ornegini
aflatoksin M, seviyesi bakimindan incelemisler inceleme sonucunda 36 siit drneginde

(%11) 0.1- 1.0 pg/L seviyelerinde aflatoksin M; tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Saitanu® inceledigi 67 ¢ig siit numunesinin 17’sinde 63 pastorize siit numunesinin
20’sinde, 63 UHT siit numunesinin 7’sinde, 60 steril siit numunesinin 3’tinde 0.5 ppb

seviyelerinde aflatoksin M; bulundugunu bildirmistir.

Polzhofer®, 1972-1974 yillar arasinda piyasadan topladig1 260 siit, 41 siit tozu,
54 yogurt, 80 taze peynir, 65 Camembert, 77 sert peynir ve 134 adet islenmis peynir
ornegini aflatoksin Bj, By, G;, G, ve M; kontaminasyonu bakimindan analize tabi
tutmus ve arastirma sonucunda iirtinlerde sadece aflatoksin M; bulundugunu rapor

etmistir.
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Karaioannoglo ve ark.” Yunanistan'da topladiklart 99 c¢ig siit numunesinin 4
tanesinde aflatoksin M,’e rastlarken, pastorize edilmis siit numunelerinin hicbirinde

rastlamamuslardir.

Brezilya’da 100 adet ticari siit numunesinden yapilan calismada® yalniz bir
numunede aflatoksin M; (200ng/l) tespit edilirken, iki c¢iftlikten alinan 50 siit

numunesinin dokuzunda 100-1680 ng/] arasinda aflatoksin M;’e rastlanmistir.

Portekiz’de  ciftliklerden toplanan 31 ¢ig siitin  25’inde  (%80.60),
siipermarketlerden toplanan 70 UHT siitiin 59'unda (%84.20) aflatoksin M; tespit

edilmistir*.

Sarimehmetoglu ve ark.”’, Ankara’da, degisik firmalara ait 85 pastorize siit
orneginin % 63,86’ sinda belirlenen aflatoksin M;'in Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen

tolerans limitlerini astigim bildirmistir.

Aflatoksin siklikla hasattan ©Once tarlada ekinlerde olusur. Eger ekinin
kurutulmast aksatilirsa ve depolama esnasinda kiif gelisimi i¢in su miktarmin kritik
degerleri asilirsa hasat sonrasi1 kontaminasyonu gozlenir. Bocek ve kemirgen istilasi da

bazi depolanmus iiriinlerde kiif gelisimini kolaylastmrg.

Aflatoksinler genellikle siitte, peynirde, misirda, fistikta, pamuk tohumunda,
findikta, bademde, incirde, baharatlarda ve diger gida ve yem ¢esitlerinde gozlenir. Siit,
yumurta ve et iriinlerinin de bazen aflatoksin bakimindan kontamine olmalar
hayvanlarin aflatoksin iceren yemlerle beslenmesi sonucu gozlenir. Bununla beraber
aflatoksin kontaminasyonu bakimindan en yiiksek riske sahip gidalar misir, fistik ve

pamuk tohumudur®.

Kif gelisimi ve aflatoksin kontaminasyonu, kiiflerle, konakla ve cevreyle
etkilesimin sonucudur. Bu faktorlerin uygun kombinasyonu ile istila ve substratin
kolonizasyonu ve iiretilecek olan aflatoksinin tipi ve miktar tespit edilebilir. Bununla
beraber, toksin olusumunu tam olarak neyin baslattii iyi bilinmemesine ragmen, kiif
gelisimi i¢in uygun bir substrat gereklidir. Kiif istilas1 ve toksin iiretimi i¢in su, yiiksek
sicaklik ve bitkinin bocekler tarafindan zarar gérmesi baslica belirleyici faktorlerdir.

Kiif gelisimini ve toksin olusumunu, zayif giibreleme ve yabani otlar da etkilemektedir.
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Aflatoksin olusumu ayrica diger mikroorganizmalarin gelisimi ile de
etkilenmektedir. Ornegin yer fistig1 ve musirin hasat 6ncesi aflatoksin kontaminasyonu;
yiiksek sicaklik, uzun siireli kuraklik ve yiiksek bocek aktivitesi ile alakali iken, misir ve
yer fistiginin hasat sonrasi aflatoksin kontaminasyonu, 1lik sicaklik ve yiiksek nem ile

alakalidir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu arastirmada Erzurum ili Pasinler ilge merkezi ve koylerindeki 72 adet siit
sigirciligr isletmesinden alinan misir silajlar (72 adet) ve bu yemi tiikketen hayvanlarin

siitleri (72 adet) numune olarak kullanilmistir.
3.2. Metod
3.2.1.0rneklerin toplanmasi

Erzurum’da musir silaji iiretiminin yogun yapildigi Pasinler ilce merkezi ve
koylerinden 72 adet 250 g musir silaji 6rnegi uygun posetlere ve 72 adet 250 ml siit
omegi de steril kavanozlara alindi. Alman bu Ornekler soguk muhafaza altinda

laboratuara getirilmis ve analiz yapilincaya kadar 4+1°C lik 1s1da muhafaza edildi.
3.2.2. Aflatoksin analizi

Bu calismada aflatoksin M; ve B, analizi icin ELISA yontemi kullanilmigtir®

(rbiofarm RIDASCREEN aflatoksin M; test kitleri ile ¢alisilmistir).

3.2.2.1. Aflatoksin M; Analizinin Yapihsi

3.2.2.1.1. Siit Orneklerin Hazirlanmasi
e Siit orneklerinin yagini almak icin santrifiij edildi, 3500 devir /20 d / 10 °C.
¢ Santrifiijden sonra, iistteki krema tabakasi pastor pipeti ile ¢ekilerek alindi.
e Ayrilmis siit testte direkt olarak kullanildi (her kuyucuga 100 pl).

3.2.2.1.2. Analizin Test Prosediirii

e Standartlar ve 6rnekler icin yeterli sayida kuyucuk pleyte yerlestirildi. Standart ve

ornek pozisyonlari bir kenara not edildi.

e Standart soliisyonlardan ya da hazirlannmig 6rnekten 100 pl alip kuyucuklara ilave
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edildi. Oda 1s1sinda, karanlik ortamda 60 d inkubasyona birakildu.

e Kuyucuklardaki siv1 digar1 bosaltildi. Kuyucuklar 250 pl distile su ile yikanarak
tekrar bosaltild1 ve ayn1 iglem bir kez daha tekrar edildi.

e Kuyucuklara 100 pl diliie edilmis enzim konjugat ilave edildi ve oda 1sisinda

tekrar 60 d inkubasyona birakildi.

e inkubasyondan sonra kuyucuklardaki sivi bosatilarak tekrar 2 kez yikama islemi

yapildi.

® Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl substrat ve 50 pl kromojen ilave edilerek iyice

karnistirildi ve 30 d oda 1s1sinda karanlikta inkubasyona birakildi.

e inkubasyon sonunda her bir kuyucuga 100 ul stop soliisyonu koyularak iyice

karnistirildi ve absorbansi 450 nm’de ELISA okuyucu ile okundu.

e Sonuclar hesaplanirken kalibrasyon egrisi iizerinden elde edilen konsantrasyonlar

dilusyon faktorleri ile ¢carpildi (Dilusyon Faktorii: 1).
3.2.2.2. Aflatoksin B; Analizinin Yapilis1
3.2.2.2.1. Yem Orneklerin Hazirlanmasi
¢ 5 g yem numunesine 25 ml % 70 lik metanol eklendi.
e Yaklasik 3 d karistirildu.
e Whatman No:1 filtreden siiziildii.
® Temiz cam tiipe 1 ml filtrat alindi.
e Uzerine 1 ml distile su ilave edildi.

¢ Hazirlanan bu karisimdan her kuyucuga 50 ul testte direkt olarak kullanildi.



27

3.2.2.2.2. Analizin Test Prosediirii

e Standartlar ve 6rnekler icin yeterli sayida mikrotitler kuyucuk pleyte yerlestirildi.

Standart ve ornek pozisyonlari bir kenara not edildi.

e Standart soliisyonlardan ve hazirlanmig 6rneklerden 50 pl alip kuyucuklara ilave
edildi.

e Kuyucuklara 50 pl diliie edilmis enzim konjugat ilave edildi ve oda 1sisinda 30 d

inkubasyona birakildi.
¢ Inkubasyondan sonra kuyucuklardaki s1vi bogatilarak yikama islemi yapildi.

® Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl substrat’/kromojen ilave edilerek iyice

karnistirildi ve 15 d oda 1s1sinda karanlikta inkubasyona birakildi.

e Inkubasyon sonunda her bir kuyucuga 100 ul stop soliisyonu koyularak iyice

karistirildi ve absorbansi 450 nm’de ELISA okuyucu ile okundu.

e Sonuclar hesaplanirken kalibrasyon egrisi tizerinden elde edilen konsantrasyonlar

dilusyon faktorleri ile carpildi (Dilusyon Faktorii: 10).
3.2.3. istatistik analizleri

Calismanin istatistiki analizleri SPSS 10.0 paket istatistik programi ile

korelasyon analizi yapildi.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada, toplam 72 adet yem Ornegi aflatoksin B; yoniinden ve 72

adet siit 6rnegi de aflatoksin M, yoniinden incelendi.

Incelenen yem 6rneklerinde aflatoksin B miktar1 ortalama 361.12+94.76 ppt ve
stit orneklerindeki aflatoksin M; miktar1 da ortalama 3.85+3.71 ppt olarak belirlendi.
Tiiketilen yemdeki aflatoksin B;’in %1.07’sinin siite aflatoksin M; olarak gectigi

saptandi.

Yem orneklerinde tespit edilen aflatoksin B; miktarlarinin dagilimi Tablo 5’de
ve siit orneklerinde tespit edilen aflatoksin M; miktarlarinin dagilimi da Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 5. Yem Orneklerinde Tespit Edilen Aflatoksin B; Miktarlarinin Dagilin

Orneklerde tespit edilen aflatoksin B*

Saptanamadi <20 > 20"
Ornek sayisi 3 69 0
Ornek orani %4.17 % 95.83 % 0
*:ppb <:den az >: den fazla

* Yem ytinetmelig“ginde%’37 belirtilen yemler i¢in en iist limit aflatoksin B; degeri (20

ppb=20000 ppt).

Incelenen 72 yem o6rneginin 3 adedinde (% 4.16) aflatoksin B; saptanmadi.
Diger orneklerde ise Yem Ybnetmeliginde”’34 belirtilen simirin altinda aflatoksin B,

saptandi. Orneklerin tiimiiniin aflatoksin B; icerigi yemler igin izin verilen yasal

33,34

standartlarin altinda bulundu.
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Tablo 6. Siit Orneklerinde Tespit Edilen Aflatoksin M; Miktarlarinin Dagilimi

Orneklerde tespit edilen aflatoksin M;*

Saptanamadi <5 5-10 10-50 >50°
Ornek sayisi 6 44 15 7 -
Ornek oran %8.33 % 61.11 % 2.83 % 9.72 % 0
*: ng/kg (=ppt) <:den az >: den fazla

“ Tiirk Gida Kodeksinde'? siitler icin en iist limit aflatoksin M miktar1 (0.05 ppb=50
ppY).

Yapilan calismada, 72 siit 6rneginden hi¢ birisinde aflatoksin M; miktarinin
Tiirk Gida Kodeksine'® gore kabul edilebilir simirlarin iizerinde (50 ppt) olmadigt
saptandi.

Siit numunelerin 6 adedinde (% 8.33) olciilebilir aflatoksin M, tespit edilemedi.
66 ornekte (% 91.67) ise Tiirk Gida Kodeksine' gore kabul edilebilir sinirlarin altinda
aflatoksin M, belirlendi.

Incelenen yem orneklerinde saptanan aflatoksin By miktart ile siit drneklerindeki
aflatoksin M; miktar1 arasinda c¢ok onemli iliski (P<0.01) ve pozitif korrelasyon

(+0.329) oldugu belirlendi.
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S. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, Erzurum ili Pasinler ilce merkezi ve koylerindeki 72 adet siit
sigirciligl isletmesinden alinan musir silajlarinin aflatoksin B; ve bu yemi tiiketen
hayvanlarn siitlerinin aflatoksin M igerigi yoniinden incelendi ve aflatoksinin yemden

stite gecis durumu arastirildi.

Kiifler tarim iiriinlerinin iiretimi, islenmesi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda
giriinleri kontamine etmek sureti ile bozulmalara sebep olmaktadir. Son yillarda
Erzurum ve ¢evresinde silaj tiiketiminin artmasi nedeniyle yemlerde ve siitte aflatoksin
daha fazla bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismada hayvan yemleri ile ve
bu yemleri tilketen hayvanlarin siitlerinde aflatoksin igeriginin belirlenmesi

amaglanmistir.

Yemlerde ve siitte aflatoksinlerin tespit edilmesi amaciyla cesitli yontemler
(6rn., TLC, HPLC ve ELISA ) kullanilmaktadir®. Analizlerde farkli yontemlerin
kullanilmasi, yontemlerin duyarlilik derecelerinin farkli olmasi1 da aflatoksinlerin
saptanma seviyelerinde farkli sonuclar elde edilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle bu

calismada daha yaygin yontem olan ELISA sistemi tercih edildi.

Aflatoksin M, siit ve iiriinlerinde besin hijyeni agisindan ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Siitten kremanin ayrilmasi islemi sirasinda aflatoksin M;’in bir kismi

kremaya gecer, geri kalan kismi kazeine baglanma 6zelliginden dolayi siitte kalir*%7,

Bu calismada tiiketilen yemdeki aflatoksin By’ in %1.07 si aflatoksin M, olarak
siite gectigi saptandi. Bu durum benzer cahsmalarda®'****" da tiiketilen yemdeki

aflatoksin B;’in %0.35 ile 5’inin siite aflatoksin M, olarak gectigini ortaya koymustur.

Yapilan caligmada incelenen 72 siit 6rneginden hic¢ birisinde aflatoksin M;
miktarinm Tiirk Gida Kodeksine'® gore kabul edilebilir siirlarin iizerinde olmadig
saptandi. Siit numunelerin 6 adedinde (% 8.33) Olciilebilir aflatoksin M; tespit
edilemedi. 66 ornekte (%91.67) ise Tirk Gida Kodeksine'® gore kabul edilebilir

sinirlarin altinda aflatoksin M; belirlendi.
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Galvano ve ark.* Italya’da yaptiklari bir ¢aligmada 159 siit 6rnegi, 97 siit tozu
ornegi ve 114 yogurt 6rnegi olmak iizere toplam 360 numunede aflatoksin M; yoniinden
incelenmis sonucta; siitlerin 136 (%86)’sinda, siit tozunun 81 (%84) ‘inde ve yogurdun
91 (%80) ‘inde aflatoksin M tespit etmislerdir. Tespit edilen ortalama aflatoksin M;’in
stit orneklerinde 10.19 ppb, siit tozu 6rneklerinde 21.77 ppb, yogurt 6rneklerinde 18.08
ppb oldugunu kaydetmislerdir.

Demirer”’ yaptig1 bir arastirmada 150 siit, 24 siit tozu, 21 yogurt, 22 tereyagi ve
102 peynir 6rnegi olmak iizere toplam 334 Ornegin hi¢ birisinde tespit edilebilir

seviyede aflatoksine rastlanmamustir.

Coksoyler’!, Tiirkiye’nin ¢esitli illerinden toplandigi 101 adet ¢ig siit, 9 adet
kiiflii ¢okelek ve 4 adet kiiflii tulum peyniri 6rnegini aflatoksin yoniinden incelemistir.
Analiz ettigi siit, tulum peyniri ve ¢okelek Orneklerinin higbirisinde tespit edilebilir

miktarda aflatoksine rastlamadigini bildirmistir.

Bu aragtirmada siitlerde belirlenen aflatoksin  M; diizeyi bircok

aragtirmacinn’>#56162 bulgulartyla benzerlik gostermektedir.

Aflatoksin agisindan mustr, yerfistigi, pamuk tohumu, Brezilya fistigi, samfistig
ve Hindistan cevizi yliksek risk tasiyan tarim iriinleridir. Yerfistig1 pamuk tohumu ve

Hindistan cevizinden yenilebilir yag elde edildiginden daha fazla dnem tagirlar®™""2,

Yagh tohumlar kontamine olduklarinda, hem yagda hem de posada aflatoksin
bulunur. Bu posalar hayvan yemi olarak kullanildiklarindan, hayvanlarda Snemli
sorunlar meydana getirirler. Samfistig1 da aflatoksin seviyesi agisindan insanlar igin
tehlike olusturabilmektedir. Iran’dan getirilen samfistiklarinin %70’inde 11-400 pg/kg

seviyelerinde aflatoksin bulunmustur™.

Fig, badem, ceviz ve piring aflatoksin kirliligi agisindan daha az risk tasirlar.
Soya fasulyesi, sorgum, piring, bugday, yulaf ve dari, diger tarim {irlinlerine gore
toprakta aflatoksin kontaminasyonuna kars1 daha direnclidirler. Ancak yiiksek rutubet
ve 1s1da depolanirsa kolayca aflatoksinle kontamine olurlar. Ayrica kakao, zeytin, kavun

tohumu ve ay¢icegi tohumlarinda da aflatoksin varlig rapor edilmistir’.
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Tayland‘daki misirlarin % 35’inde, Filipinler‘deki musirlarin % 97’sinde ve

Uganda‘daki misirlarin % 40’1inda Aflatoksin B, tespit edilmistir’”.

Amerika Birlesik Devletleri'nde 644 muisir 6rnegi aflatoksin yoniinden analiz
edilmis ve sonugta drneklerin % 1.6’sinda ortalama 300 ppb diizeyinde aflatoksin tespit

edilmistir™.

Chiou ve Tsao”, Tayvan'da yerfistiklarinda farkli yillarda 60’ar ornekte
aflatoksin bakimindan calismalar yapmislar ve calismalarin sonucunda 1994 yilinda
alman orneklerin %66.7’sinde 1.930-150 ppb, 1995 yilinda alinan 6rneklerin %85’ inde
4.040-160 ppb., 1996 yilinda alinan orneklerin %61.7°sinde 4.10-32 ppb arasindaki

seviyelerde aflatoksin bulmuglardir.

Sanli ve ark.”®, Ankara ve Aydin y6resinden saglanan toplam 54 adet kuru incir
ornegini mikotoksin yoniinden incelemisler ve ortalama kirlilik degerlerini; aflatoksin
B, icin 124 ppb, aflatoksin B, i¢in 27 ppb aflatoksin G, i¢in 59 ppb diizeylerinde tespit

ettiklerini bildirmislerdir.

Tarim ve Koyisleri Bakanliginin “Gida ve yemlerde katki—kalmmti ve
bulasanlarin izlenmesi” projesi kapsaminda, 1990-1994 yillar1 arasinda Tiirkiyede
iiretilen veya ithal edilen bazi1 gida maddeleri aflatoksin ve okratoksin yoniinden
arastirtlmigtir. Bu arastirmada yerfistigt ve mamullerinden 514, findik ve
mamullerinden 334, antepfistiindan 198, susam ve tahinden 175, incirden 92,
kirmizibiberden 60 olmak iizere toplam 1414 adet gida numunesi analiz edilmistir.
Analiz sonucunda yerfistigi ve mamullerinin %15.4’tinde, findik ve mamullerinin
%0.3’iinde, antepfistiginin %3.5’inde, susam ve tahin %0.6’sinda, incirin %9.8’inde,
kirmizibiberin %46.7’sinde Tiirkiye’de aflatoksin icin verilen limitlerin {izerinde total

aflatoksin tespit edilmistir’’.

Birgok arastiric1”*

gida ve yem orneklerini aflatoksin yoniinden incelemis ve
calismalarin sonunda yem, findik, misir, esmer bugday, samfistigi, hindistancevizi,

kimiz1 biber, beyaz biber ve diger gidalarda da aflatoksine rastladiklarini bildirmislerdir.
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Selim ve ark.”’, inceledikleri oOrnekler arasinda aflatoksin B;’in ortalama
diizeyinin en yiiksek oldugu iiriinler arasinda, sifali bitkiler, tipta kullanilan bitkiler,

tahillar ve baharatlarin oldugunu saptamislardir.

Incelenen 72 yem orneginin 3 adedinde (% 4.16) aflatoksin B, saptanmamustir.
Diger orneklerde ise Yem Yonetmeliginde™?* belirtilen sinirin altinda aflatoksin B
saptanmistir. Bu arastirmada yemlerde belirlenen aflatoksin B; diizeyi bircok

arastirmacimin’’>’*"” bulgulariyla benzerlik arz etmektedir.

Bu calismada, Erzurum Pasinler ilgesinden temin edilen misir silajlar1 aflatoksin
B, ve bu yemi tiikketen hayvanlarin siitleri aflatoksin M, seviyeleri saptanmasina yonelik
olup, yem ile siit arasindaki aflatoksin iliskisini incelemek, saglik risklerini 6nlemek ve
tedbir almak amaciyla yapilmistir. Siit hayvanlarinin yemleriyle aldiklar1 aflatoksin
By’in hayvanlarin siitiine gectigi ve siitte aflatoksin M; bulundugu anlasilmistir.
Calismada yem ve siitlerde aflatoksin bulunmasi, Erzurum cevresinde tiiketilen et, siit
ve iiriinlerinin kronik saglik sorunlaria neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Yemin,
ozellikle silajin, iiretim ve depolama esnasinda sartlar uygun oldugu takdirde toksijenik
kiif kontaminasyonu, dolayisiyla aflatoksin bulasma riski her zaman go6zoniinde
tutulmalidir. Bu nedenle silajin iiretiminden tiiketimine kadar tiim islemler, kiif
gelisimini en aza indirecek sekilde gerceklestirilmelidir. Bu amagla modern iiretim
teknikleri uygulanmali, uygun bicimde depolanmali ve siirekli olarak kontrol
edilmelidir. Aflatoksin olusumuna uygun sartlar olusturulmamalidir. Uygun sartlar
altinda bicimi yapilan silajlik materyalin silolama islemi yapilirken; yemlerin arasinda
fazla oksijen kalmayacak sekilde silolara doldurulmalidir. Siloya doldurulan materyalde
oksijen yaklasik 6 saat icerisinde kullanilarak anaerobik ortam olusur. Bu ortamda
laktik asit bakterileri iireyerek laktik asit miktar1 artar. Eger anaerobik sartlar iyi bir
sekilde devam ettirilirse, pH 4 civarinda kalir ve énemli bir kontaminasyon olusmaz.
Fakat herhangi bir sekilde anaerobik sartlarda degisiklik olursa (6rn., silo icerisine hava

ve su girmesi), silajda kiifler iireyerek aflatoksin olusumuna yol acabilirler.

Yemlerde aflatoksin B; ve siitlerde de aflatoksin M;’in kontrolii ve
detoksifikasyonu g6z Oniinde bulundurulmast gereken bir olgu olarak ortaya
cikmaktadir. Yem ve siitlere periyodik kontrol programlari uygulanarak kontrol altinda

tutulmali ve yiiksek diizeyde aflatoksin igeren iiriinlerin kullanilmalart 6nlenmelidir.
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Ayrica, silaj tiretiminde hijyene ve teknolojiye Ozen gOsterilmesinin gerekliligi de

ortaya ¢cikmistir.

Yemlerde, yasal olarak aflatoksin B;’in 20000 ppt bulunmasina izin
verilmektedir. Bu ¢alismada da belirlendigi gibi aflatoksin B;’in yaklasik %1’i siite
aflatoksin My, olarak gecmektedir. Bu nedenle yasal miktarin azaltilmas1 gerekli oldugu

diistiniilmektedir.

Arastirma, Pasinler ilgesindeki yem ve siitlerde aflatoksin bulundugunu ortaya
koymustur. Bu durum, Erzurum cevresinde aflatoksinden kaynaklanan kronik saglik
sorunlarinin olabilecegini gostermektedir. Ayrica, yemdeki aflatoksin B;’in M; olarak
siite gectigi ortaya konulmustur. Bu nedenle halk sagligi acisindan, hayvana verilen
yemlerin aflatoksin icerigi de Onemlidir. Silaj iiretimi ve depolanma sartlar1 kiif
kontaminasyonunu en aza indirecek sekilde gerceklestirilmelidir. Bolgede periyodik

kontrol programlar1 uygulanmalidir.
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