T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HAYVAN BESLEME VE BESLENME HASTALIKLARI ANABILIM DALI

HATAY iLi SUT INEGI iISLETMELERINDE KULLANILAN
YEMLERIN AFLATOKSIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI VE
BU YEMLERIN KAN PARAMETRELERI iLE SUTTEKI
AFLATOKSIN DUZEYLERIi UZERINE ETKISI

DOKTORA TEZI
Ferhat POLAT

Damisman

Prof. Dr. Taylan AKSU

HATAY - 2013



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HAYVAN BESLEME VE BESLENME HASTALIKLARI ANABILIM DALI

HATAY iLi SUT INEGI iSLETMELERINDE KULLANILAN
YEMLERIN AFLATOKSIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI VE
BU YEMLERIN KAN PARAMETRELERI iLE SUTTEKI
AFLATOKSIN DUZEYLERIi UZERINE ETKISI

DOKTORA TEZI
Ferhat POLAT

Damisman

Prof. Dr. Taylan AKSU

Bu tez, Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

1001 D 0101 no’lu proje olarak desteklenmistir.

HATAY -2013



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HAYVAN BESLEME VE BESLENME HASTALIKLARI ANABILIM DALI

HATAY ILi SUT INEGi iISLETMELERINDE KULLANILAN
YEMLERIN AFLATOKSIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI VE
BU YEMLERIN KAN PARAMETRELERI iLE SUTTEKI
AFLATOKSIN DUZEYLERI UZERINE ETKISI

Doktora Tezi
Ferhat POLAT

Bu tez asagida isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 26/03/2013 giinii s6zlii olarak yapilan tez
savunma sinavinda eyeekdugu/oybirligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi: Jiiri Bagkani: Prof. Dr. Taylan AKSU
Uye: Prof. Dr. Zeynep ERDOGAN
Uye: Dog. Dr. Mehmet GUL
Uye: Yrd. Dog. Dr. Devrim SARIPINAR AKSU

Uye: Yrd. Dog. Dr. Biilent 0ZSOY

Bu tez, Enstitiimiiz Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dalinda
hazirlanmastir.

.../.../2013

Prof. Dr. Ibrahim KURTUL
Enstiti Miudiira



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca ve tez calismalarimin her asamasinda her tiirlii destegi
ve yardimi esirgemeyen, yonlendirmeleri ve tecriibeleriyle rehberlik eden ¢ok degerli
danisman hocam Prof. Dr. Taylan AKSU’ya en igte dileklerimle tesekkiir ederim.

Tez Izleme Komitemde yer alan ve bana desteklerini esirgemeyen degerli
hocalarim Yrd. Dog. Dr. Devrim SARIPINAR AKSU ve Yrd. Dog. Dr. Biilent OZSOY ile
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklart Anabilim Dali Ogretim Uyeleri ile doktora
ogrencisi Erciiment ONEL’e, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Yrd. Dog. Dr. Fatih SAKIN’e ve saha calismasinda bana destek olan Recep YAZAR ve
Hilal YAZAR’a tesekkiir ederim.

Analizlerimin bagindan sonuna kadar her asamada yanimda olan degerli arkadasim
Yiiksek Kimyager Abdo OZKAN basta olmak iizere Mustafa Kemal Universitesi Fen
Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi ¢alisanlarina ve analizlerimin gesitli
asamalarina katki saglayan Kimya Boliimii 6grencilerine igten tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar ¢alismalar1 sirasinda arastirma materyallerimin korunmasi i¢in MKU
Ziraat Fakiiltesi Hayvan Besleme Laboratuarinin kapilarini agan ve her asamada lojistik
destek saglayan Yrd. Dog¢. Dr. Metin DURU’ya ve analizlerle ilgili her konuda
yonlendirmelerde bulunan Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nde gorevli Dr.
Murat Reis AKKAYA’ya tesekkiirii bir borg bilirim.

Saglik Bilimleri Enstitiisii Sekreteri Zeynep MELEK ile enstitii ¢alisanlarina ve tez
projesine maddi destek saglayan Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi sunuyorum.

Biitiin bu siirecte manevi destegini esirgemeyen esime ve biricik kizima ayrica

tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER DiZINi
CIZELGELER DIiZiNi
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
OZET
ABSTRACT
GIRIS
GENEL BILGILER
2.1. Mantarlar
2.2. Mikotoksinler
2.3. Mikotoksikozlar
2.4. Mikotoksin Yayginlig
2.5. Aflatoksinler
2.5.1. Genel Bilgiler
2.5.1.1. Aflatoksin Cesitleri
2.5.1.2. Etki sekli
2.5.1.3. Atilim
2.5.2.  Aflatoksikozis
2521 Tam
2.5.3.  Aflatoksin Limitleri

2.5.4. Siitte AFM; Olusumu ve Gegis Diizeyini Etkileyen Faktorler

GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Hayvan Gereci
3.1.1.1. Isletmelerin Se¢imi

Sayfa No

VI
Vil

Xl
X

10
12
18
18
20
24
29
30
35
39
42
45
45
45
45



5.
6.
7.

3.1.1.2.
3.1.2.
3.1.2.1.
3.1.2.2.
3.1.2.3.
3.1.2.4.
3.1.25.
3.2.
3.2.1.
3.2.1.1.
3.2.1.2.
3.2.1.3.
3.2.1.4.
3.2.2.
BULGU

4.1.
411
4.1.2
4.2.
4.3.
4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.
4.3.5.
4.3.6.
4.3.7.
4.3.8.

Hayvanlarin Se¢imi

Yem, Siit ve Kan Gereci
Yem Numuneleri
Konsantre yemler

Kaba Yemler

Siit Ornekleri

Kan Ornekleri

Yontem

Omneklerin Analizi
Kullanilan Malzemeler
Yem Orneklerinin Analizi
Siit Orneklerini Analizi
Kan Omeklerinin Analizi
Sonuglarin Degerlendirilmesi
LAR

Yem Analiz Sonuglari
Konsantre Yemler

Kaba Yemler

Siit Orneklerinde Aflatoksin M; (AFM;) Diizeyleri
Biyokimyasal Parametreler
Serum AST Aktivitesi
Serum ALT Aktivitesi
Serum ALP Aktivitesi
Serum GGT Aktivitesi

Kan Lipitleri

Kan Ure Nitrojen (BUN)
Kreatinin

Total Protein

TARTISMA

SONUC

KAYNAKLAR
OZGECMIS

45
45
46
46
46
47
47
48
48
48
49
51
53
53
54
54
55
57
58
61
61
61
61
63
63
64
64
64
65
76
79
89



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No
Sekil 2.1: Mikotoksikozlarin insan ve hayvanlara gecis yollar 11
Sekil 2.2: Diinya mikotoksin haritasi 13
Sekil 2.3: Test edilen 6rneklerle negatif ve pozitif 6rneklerin kiyaslamasi 14
Sekil 2.4: Aflatoksin B;’in dogal sentez mekanizmasi 19
Sekil 2.5: Aflatoksinler 21
Sekil 2.6: Aflatoksin B;’in karacigerdeki metabolizmast 23
Sekil 2.7: Aflatoksinlerin immunoaffinite kolonu ile eliisyonu 37
Sekil 2.8: Maskeli mikotoksinlerin bitkilerdeki biyotransformasyon 38
mekanizmasi
Sekil 2.9: Toksinlerin difflizyon mekanizmasi 42
Sekil 4.1: Konsantre yemlerde tespit edilen AFB; diizeylerinin isletmelere 55
gore dagilimu.
Sekil 4.2: Kaba yemlerde tespit edilen AFB; diizeylerinin isletmelere gore 57
dagilim
Sekil 4.3: Ticari karma yemlerde AFB; diizeyleri 58
Sekil 4.4. Siitteki AFM; diizeylerinin isletmelere gore % dagilimi 59
Sekil 4.5: Yemle alinan toplam aflatoksin diizeyleriyle kan parametrelerinin 63

korelasyonu

VI



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 1.1: Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin iireticileri ve
tirettikleri mikotoksinler

Cizelge 2.1: Baz1 mantarlar i¢in uygun su aktivitesi (aW) degerleri

Cizelge 2.2: Baz1 mantar tiirlerinin gelisimleri ve mikotoksin tiretimleri i¢in 1s1
(°C) degerleri

Cizelge 2.3: Bazi tarim {iriinlerinde sik karsilagilan mikotoksinler

Cizelge 2.4: Baslica tarimsal iirlinlerin depolanabilmesi i¢in 6ngdriilen nem
oranlar1 ve dayanma siireleri

Cizelge 2.5: Baz1 mantarlar ve iirettikleri toksinler

Cizelge 2.6: Mikotoksinler ve toksik etkileri

Cizelge 2.7: Hayvanlarda mikotoksikozis sekilleri

Cizelge 2.8: Baz1 yem ve gida maddelerinde Tiirkiye ithalat rejimi
Cizelge 2.9: Baz1 yem ve gida maddelerinde Tiirkiye ihracat rejimi
Cizelge 2.10: Aflatoksinlerin karaciger lizerindeki etkileri

Cizelge 2.11: Aflatoksinler ve etkilenen sistemler

Cizelge 2.12; Aflatoksin B;’in kronik toksisistesi (aflatoksin B; yedirilerek
yapilmig denemelerde alinan sonuglar)

Cizelge 2.13: Tiirkiye’de yem maddelerinde aflatoksin B; limitleri
Cizelge 2.14: Tiirkiye gidalar i¢in belirlenmis aflatoksin limitleri
Cizelge 2.14: Tirkiye gidalar i¢in belirlenmis aflatoksin limitleri (devam...)

Cizelge 2.15: Siit sigirlarinda taginma oraninin hesaplanmasi (vaka analizi —
uyarlama)

Cizelge 3.1: Yem ornekleri igin kalibrasyon standartlart
Cizelge 3.2: Yem Analizi i¢cin HPLC’ye girilen kalibrasyon degerleri

Cizelge 3.3: Siit 6rnekleri icin kalibrasyon standartlar

Vil

Sayfa No

10
16
17
27
28

33

40
40
41

43

50
o1

52



Cizelge 3.4: Siit analizi i¢in HPLC’ye girilen kalibrasyon degerleri (ng/ml).
Cizelge 4.1: Isletmelerde tiiketilen yemler

Cizelge 4.2: Isletmelerdeki yem orneklerinde tespit edilen AFB; ve toplam
aflatoksin diizeyleri

Cizelge 4.3: Isletmelerde mevcut hayvanlara ait genel profil ve AFB;’in siite
AFM; olarak gegis diizeyi

Cizelge 4.4: Tespit edilen bazi kan parametreleri

VI

52

54

56

60

62



ACN
AFB;
AFB,
AFB2,
AFB;
AFG;
AFG;
AFGy,
AFL
AFLA
AFM;
AFM;
AFP
AFQ;
ALP
ALT
AOAC

AST
ATA
aw
BUN
CMT
CO
CO;
D3G
DAS
DNA
DON
DS
EC
EFSA
ELEM
ELISA

ERGOT
FAO

FPIA

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Avro

Asetonitril

Aflatoksin B;

Aflatoksin B,

Aflatoksin By,

Aflatoksin Bs

Aflatoksin G;

Aflatoksin G,

Aflatoksin Gy,

Aflatoksikol

Aflatoksin

Aflatoksin M;

Aflatoksin M,

Aflatoksin Py

Aflatoksin Q;

Alkalin Fosfataz

Alanin Amino Transferaz

Association of Official Agricultural Chemists (Resmi Zirai
Kimyasallar Kurulusu)

Aspartat Amino Transferaz

Allimenter Toxic Aleukia

Su Aktivitesi

Kan Ure Azotu

Kaliforniya Mastitis Testi

Carry-Over (Tasinma)

Karbondioksit

Deoksinivalenol-3-pB-d-glukozid

Diasetoksiskirpenol

Deoksiribontikleik asit

Deoksinivalenol

Diliie Standart

Europe Commission (Avrupa Komisyonu)

European Food Safety Authority (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi)
Equine 16ykoensefalomalazinin

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Enzim Bagimli
Immiinolojik Olgiim)

Ergotamin

Food and Agriculture Organization (Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Organizasyonu)

Fluorosence Polarization Immunoassay

IX



GC Gaz Kromatografisi

GGT Gama Glutamil Transferaz

GSH Glutatyon

HNO; Nitrik Asit

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli
Likit Kromatografi)

IAK Immunoaffinite Kolonu

IARC International Agency For Research On Cancer (Uluslar aras1 Kanser
Aragtirmalar1 Ajanst)

IgG Immunoglobulin G

KBr Potasyum Bromiir

KRE Kreatinin

LDsg Ortalama Oldiiriicii Doz

LDL Diisiik Dansiteli Lipoprotein

M Molar

MeOH Metanol

ng Mikrogram

mg/dl Miligram/Desilitre

MS Mass Spectrophotometry

NaCl Sodyum Kloriir

ng Nanogram

NIV Nivalenol

OTA Okratoksin A

PAT Patulin

PBS Fosfat Tampon Cozeltisi

Ppb parts per bilion (milyarda bir)

Ppm parts per milion (milyonda bir)

Ppt parts per thousand (binde bir) ya da parts per trilion (trilyonda bir)

PR PR Toksin

PTK Pamuk Tohumu Kiispesi

RNA Riboniikleik Asit

ROQ Roquefortin

SITR Sitrinin

X Tespit Edilemeyen Diizey

TC Total Kolesterol

TENUA Tenuazoik asit

TG Trigliserit

TGK Tirk Gida Kodeksi

TLC Ince Tabaka Kromatografisi

TP Total Protein

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

u/l Unite/Litre



UNICEF Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu

uv Ultraviyole

viv Hacim/Hacim 0lgiisii

WHO World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
ZEA, ZON Zearalenon

Xl



OZET

Hatay {li Siit Inegi Isletmelerinde Kullanilan Yemlerin Aflatoksin
Diizeylerinin Belirlenmesi ve Bu Yemlerin Kan Parametreleri ile
Siitteki Aflatoksin Diizeyleri Uzerine Etkisi

Arastirmada, Hatay ilinde faaliyet gosteren 20 siit sigir1 isletmesinde kullanilan
kaba ve konsantre yemlerde AFB; ve total aflatoksin diizeyleri tespit edilerek, bu yemleri
tikketen hayvanlarin siitlerinde AFM; olusumu, yemle tiiketilen AFB;’in siite taginma orant
ve total aflatoksin (AFB1, AFB,, AFG;, AFG,) diizeylerinin kan parametreleri iizerine
etkisi incelendi. Her isletme bir grup olarak degerlendirildi. Isletmelerin % 45’inde
konsantre yemlerdeki AFB; diizeyi 5 ppb (maksimum 7.503 ppb) diizeyin iizerinde yer
alirken kaba yem oOrneklerinin hi¢ birinde AFB; miktar1 5 ppb diizeyi agmadi. Tim
orneklerde, konsantre ve kaba yemlerdeki ortalama AFB; diizeyi ile ortalama AFB;
tiketimi sirastyla 4.496 ppb, 1.282 ppb ve 15.987 pg/giin olarak tespit edildi. Her
isletmeden 5 siit s1gir1 olmak iizere toplam 100 hayvandan siit 6rnekleri alindi. Incelenen
100 siit 6rneginin %?2’sinde AFM; miktar1 Tirkiye i¢in yasal limit olan 0.05 ppb diizeyi
asarken 20 isletmenin tamaminda ortalama AFM; diizeyi yasal limitin altinda yer aldi.
Isletmelerin ortalama AFM; diizeyi ise 0.0214 ppb olarak tespit edildi. Yemle tiiketilen
toplam AFB; diizeyleri ile siit AFM; diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (1% 0.940)
belirlendi (P<0.01). Isletmelerin ortalama siite AFM; tasinma oram1 % 2.66 olarak
belirlendi (min. % 1.56, max. % 3.26). Yemle alinan total aflatoksin miktarlari ile serum
AST, ALP, ALT ve GGT aktiviteleri ile kolesterol, trigliserit, total protein, kreatinin ve
kan tire nitrojen diizeyleri arasinda korelasyon tespit edilmedi.

Sonu¢ olarak, mevcut arastirmada, (1) basta konsantre yemler olmak iizere yem
hammaddelerinin depolanmasi ve idaresinde eksiklikler oldugu; (2) siitle AFM; atiliminin
slit verimi ve yem tiiketimi ile baglantili oldugu belirlendi, (3) siitte yasal AFM; diizeyinin
asilmamasi i¢in siit¢ii ineklerde giinliikk 37.3 pg’in altinda AFB; tiiketilmesi gerektigi
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: AFB;, AFM, Total Aflatoksin, HPLC, Kan Parametreleri
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ABSTRACT

Determination of Aflatoxin Levels of Feeds Used in Dairy Cow Farms in
Hatay Province and Their Effects on Blood Parameters and Milk
Aflatoxin Levels

In the study, AFB; and total aflatoxin levels of roughages and concentrates from
twenty dairy cow farms in Hatay province were detemined, and AFM; formation in milk,
carry over rate and, the possible effect of total aflatoxin levels (AFB;, AFB,, AFGy,
AFG,) on blood parameters of the animals fed these feeds were investigated. Each farm
was served as experimental unit. The AFB; levels in concentrates of 45% of farms were
found to be above 5 ppb (max. 7.503 ppb) while no roughages samples did not exceed 5
ppb level. In all samples, average AFB; levels of concentrates and roughages, and average
AFB; intake were 4.496 ppb, 1.282 ppb and, 15.987 ng/day, respectively. A total of one
hundred milk samples were collected from each farms including five dairy cows. AFM;
level in 2% of the milk samples were found to be exceeded the level of 0.05 ppb that was
the statutory limit in Turkey but average AFM; levels were below throughout the farms.
Average AFM; level of the farms was found to be 0.0214 ppb. A positive correlation was
observed between total AFB; intake and milk AFM; level (r% 0.940, P<0.01). Average
carry over rate of farms was found to be 2.66% (min. 1.56%, max. 3.26%). No correlation
was observed between total aflatoxin intake and the activities of serum AST, ALT, ALP,
GGT and, the level of cholesterol, triglyceride, total protein, creatinine and blood urea
nitrogen.

Finally, in the current study, (1) some failures in storage and managements of feeds
in the farms, especially concentrates; (2) AFM; excretion considerably associated with
milk yield and feed intake were determined and (3) it was concluded that dairy cows
should be consumed daily maximum 37.3 pg of AFB; not to exceed statutory limit for
AFM; in milk.

Keywords: AFB1, AFM;, Total Aflatoxin, HPLC, Blood Parameters
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1. GIRIS

Insanoglu bitkileri ekip bigmeye basladig1 giinden bu yana tarimsal iiriinleri kirleten
major bitki patojenleri olan mantarlarla karsi karsiya kalmistir. Tibbi agidan Onemli
olanlarinin sayisi nispeten az olmakla birlikte (Bennet ve Klich 2003, Pitt ve Hocking
2009) toksijenik mantarlar ¢evrede yaygin olarak bulunur ve gida kaynaklar ile giiglii
ekolojik baglantilar kurarlar. Bitkilerde mantar biiyliimesi tarlada, depolarda ya da
yemliklerde gergeklesebilir. Gida iiretiminde dogal olarak yerlesik mantar florasinda
Aspergillus, Fusarium ve Penicillium tiirlerine daha sik rastlanir (DiCostanzo ve Murphy
1994, Pitt 2000, Pettersson 2004, Murphy ve ark. 2006). Gida ve yemlerde goriilen baslica
mikotoksin {ireticileri ve lirettikleri mikotoksinler Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Mikotoksinler cesitli mantar tiirleri tarafindan sentezlenen ve alindiklar1 zaman
insan ve hayvanlarda latent, akut, subakut veya kronik karakterli toksikasyonlara neden
olmakla birlikte mantarin normal lireme ve gelisme metabolizmasinda etkileri olmayan
sekonder metabolitlerdir. Bu toksik maddeler mantarin igerisinde veya iizerinde tiredigi
substratlara yayilirlar (Arda ve ark. 1997, Pitt 2000, Hussein ve Brasel 2001). Mikotoksin
terimi Yunanca ‘“mykes” (mantar) ve Latince “toxicum” (zehir) kelimelerinin
birlesiminden olusmustur. Test edilen binlerce mantar tiirinden 350 civarinda tiiriin
mikotoksin olusturdugu ve bunlardan 20’den fazlasinin insan ve hayvanlar i¢in yiiksek
toksisiteye sahip oldugu ortaya konmustur (Pohland 1993, Arda ve ark. 1997, Tunail 2000,
Aydin 2007). Bununla birlikte bir mantar tiirii tarafindan farkli mikotoksinler {iretilebildigi
gibi, bir mikotoksin farkli ailelere ait mantarlar tarafindan iiretilebilir (Sener ve Yildirim
2000, Hussein ve Brasel 2001, Bertin ve ark. 2009). Mikotoksinlerin ekonomik etkisi artan
saglik masraflari, azalan verim, kontamine yemlerin ayrilmak zorunda kalmasi, mikotoksin
probleminin dnlenmesi i¢in yapilacak calismalara ayrilacak biitgeler ve hepsinden 6nemlisi
insan ve hayvan hayatini tehdit etmesi ile iliskilidir (Hussein ve Brasel 2001).

Mikotoksin probleminin 6nlenmesi veya etkilerinin azaltilmasi adina tarlada mantar
kontaminasyonun Onlenmesinden mikotoksinle bulagik iriinlerde detoksifikasyon
yontemlerine kadar birgok asamada ¢ok sayida ¢aligsma yapilmistir (Adegoek ve ark. 1991,
Samarajeewa ve ark. 1991, Magan ve ark. 2002, Aquino ve ark. 2005, Raila ve ark. 20086,

Dixit ve Singh 2011). Baz ¢alismalarda ise saha taramalariyla yemlerde aflatoksin varligi



ve bunlarin siite gecis durumlart aragtirllmistir (Bingdl ve ark. 2007, Ayar ve ark. 2007,

Sugiyama ve ark. 2008, Cegen 2009, Karakaya ve Atasever 2010, Polat 2012).

Cizelge 1.1: Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin iireticileri ve iirettikleri mikotoksinler (Tunail

2000).
Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria
toksinleri 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 Diasetoksiskirpenol
AFM, Penisilikasit T-2 toksin
AFB,, P-R (Pen. requeforti)-  HT-2 toksin
AFG,, toksin Tremortin
AFB; Luteosikrin Fusarin-C
Aspertoksin [zlanditoksin Fumonisin B;
Sitrinin Ksantosilin-X Moniliformin
Sterigmatosistin Siklopiazonikasit
Okratoksin A Sitromisetin
Patulin Rugulosin
Penisilikasit Ksantomegnin

Rugulovasin A
Rugulovasin B
Verrukulotoksin
Emodin

Mevcut arastirmada Hatay ilinde siit inegi isletmelerinde kullanilan yemlerde ve bu
yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde aflatoksin varligi ve yayginligi incelenmistir.
Ozellikle siit iiriinlerinden yapilan geleneksel gida tiiketiminin yogun oldugu Hatay ilinde
sadece hayvan sagligini degil ayni zamanda insan sagligini da etkileyebilecek olan
aflatoksinlerin  yayginliginin  tespiti onem tagimaktadir. Arastirma kapsaminda
gerceklestirilen saha taramasi Hatay ilinin giiney ve orta kesimlerinde yer alan Antakya,
Yayladag1r ve Samandag ilcelerini kapsayan alanda yapilmistir. Aflatoksinlerin hayvan
sagligin1 ve dolayisiyla insan sagligini olumsuz etkiledigi diisiiniildiiglinde bu c¢alisma
basta aflatoksin olmak iizere mikotoksinlerden kaynaklanan tehditlerin 6niine gegilmesine

yonelik caligmalara katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mantarlar

Mantarlar bir¢ok dogal habitat1 isgal edebilen dkaryotik organizmalardir. Bitkilerde
kolonize olabilen yaklasik 100.000 mantar tiirii bilinmektedir (Knogge 1996). Mantarlar,
taksonomide Mycobiota (funguslar 4lemi) i¢inde Zygomycota, Ascomycota,
Deuteromycota ve Basidiomycota boliimleri altinda yer alirlar (Tunail 2000, Pitt ve
Hocking 2009). Yayilmalari1 sporlart araciligiyla olur. Uygun kosullarda mantar sporlar:
hizla gelisebilecegi gibi uygunsuz kosullarda ise yillarca canli kalabilir. Bir mantar
sporundan gelisecek spor sayisi trilyonlarla ifade edilir ki bu durum mantarin oldukg¢a
genis alanlarda ve biiyiik miktarlarda yiyecek maddelerini kirletebilmesini agiklar (Sanl
2002).

Mantarlarin toksin olusturma 6zellikleri bir genetik karakter olmakla beraber bunun
i¢in baz1 sartlarin olugmasi gerekmektedir (Arda ve ark. 1997). Bu kapsamda depolanacak
uriniin Ozellikleri ve hasar durumu, ortamin rutubet miktari, ortam 1sis1 ve havalandirma
gibi faktorler mantar gelisimi ve toksin iiretimini etkiler. Bunun yaninda invaziv mantar
tiirleri ile ortamda bulunmasi muhtemel bagka tiirden mantarlar da 6nemlidir. Ayni sekilde
mikotoksin sentezi, mantarin tiirii yaninda sayisi, gelisme diizeyi ve ¢ogalma etkinligini
yonlendiren mikroekolojik kosullara goére de onemli degisiklikler gosterir (Sanli 2002,
Sener ve Yildirim 2000).

Mantarlar i¢in 6nemli ¢evresel kosullarin basinda rutubet gelir. Genellikle % 50-
60’1n istiinde bulunan rolatif rutubet lireme icin uygun kosullar sunar (Aydin 2007).
Oransal rutubet miktarinin diger bir ifade bigimi ise su aktivitesi (AW) degeridir ve genel
olarak relatif rutubetin ondalik degerle (aW: 1/100 relatif ortam rutubeti) ifade edilen
halidir (Yildirrm 1980, Pitt ve Hocking 2009). Bazi mantar tiirleri i¢in aW degerleri
Cizelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1: Bazi mantarlar i¢in uygun su aktivitesi (aW) degerleri (Anonim 2012b).

Mantar Turi

Uygun Su Aktivitesi Degeri (aW)

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus
Aspergillus ochraceus
Penicillium verrucosum
Fusarium culmorum
Fusarium tricinctum

0.95-0.99
0.95-0.99
0.95-0.99
0.95
0.98-0.995
0.98-0.995

Uygun iireme 1s1s1 mantar tiiriine gore degisiklik gosterir ve tlire bagli olmakla

birlikte mantarlarin 0-60 °C arasinda lireme yetenegine sahip olduklari sdylenebilir.

Bununla birlikte genel olarak 15 °C’nin stiindeki 1silar uygun iireme 1sis1 olarak kabul
edilir (Aydin 2007). Trenk ve Hartman (1970) Aspergillus flavus’un 25-35 °C arasi

sicakliklarda mikroflorada dominant hale geldigini ve toksin iiretimine de bu sicaklik

diizeylerinde basladigini bildirmistir. Fusarium tiirleri ise soguga daha direnglidir (Sanh

2002). Bazi tiirleri ise termofilik etki gosterirler. Bu termofilik tiirlerden Thermoascus

aurantiacus i¢in 46-51 °C ve Sporotrichium thermophile 36-43 °C uygun iireme 1silaridir

(Romanelli ve ark. 1975).

Cizelge 2.2: Bazi mantar tiirlerinin gelisimleri ve mikotoksin tiretimleri igin 1s1 (°C) degerleri (Anonim

2012b).
Tolere Mikotoksin
En Diisiik Is1 Uygun Is1 . IETHR B
Mantar Tiirii Ve edilebilen En  Uretebildikleri
Yiiksek Is1 uygun isi

Aspergillus flavus 10-12 25-35 42-43 30-33
Aspergillus parasiticus 10-12 32-35 42-43 33
Aspergillus ochraceus 8 24-37 37 25-31
Penicillium verrucosum 0 20 31-35 20-25
Fusarium culmorum 0-10 20-25 31-35 29-30
Fusarium tricinctum 5-10 20-25 35 -
Fusarium graminearum - 24-26 - 29-30
Fusarium proliferatum 4 30 37 15-30




Mantarlarin gelisebilmek icin daha fazla asit ortamlari tercih ettikleri, bununla
beraber pH 1.5 — 8.5 arasinda gelisebildikleri bilinmektedir (Tunail 2000). Buchanan ve
Ayres (1975), aflatoksin iiretiminin en fazla pH 5-7 araligina gézlendigini pH 6’nin
altindaki pH derecelerinde daha ¢ok B toksinleri iiretilirken {iistiindeki pH derecelerinde G
toksininin {iretildigini belirtmistir. Diisiik pH derecelerinde ise fungal iireme ve spor
sekillenmesi inhibisyona ugrar (Sanli 2002).

Mantarlar aerob organizmalardir ve ortamdaki karbondioksit (CO,) derisimi %
10’un istiine ¢iktiginda mantar florasi hizla inhibisyona ugrar (Sanli 2002). Bununla
birlikte, oksijen yoklugunda alkolik fermentasyon yaparak gelismelerini siirdiirebilirler
(Tunail 2000). Giorni ve ark. (2008), agar medyumunda ve depolanmisg misirlara A. flavus
sporlarinin inokiilasyonu ile yaptiklar1 ¢alismada % 75 CO, igeren ortamda A. flavus
gelisiminin inhibisyona ugradigini gézlemlemislerdir.

Mantar tiirleri gelisip ¢ogalma yoniinden asir1 bir substrat bagimliligr gosterir.
Substratin ¢esidi ve fiziksel durumu da mantar gelisimi ve mikotoksin sentezi iizerinde
etkilidir (Sanli 2002). Sivi substratlar anaerobik ortamin hizli bir sekilde olusmasina ve
fermentasyonun hizlica gelismesine uygundur. Bu nedenle mantarlar daha kat1 ve oksijen
gecisi olan substratlar tercih etmektedirler. Ayrica kullanilabilir karbonhidrat miktarinin
durumu da mantarlardan kaynakli bozulmalar i¢in 6nemli bir etkendir (Pitt ve Hocking
2009). Ornegin, kullamlabilir karbonhidrat miktar1 diisiik olan salam ve sosis gibi
tirlinlerde bol miktarda mantar iiremesine karsin mikotoksin sentezi gergeklesmez. Hasar
gormiis veya fiziki bitiinligini yitirmis substratlar ise mantar invazyonuna daha
duyarlidir (Sanl1 2002).

Mikotoksin tireten mantarlar oldukga degisik nitelikli ¢evresel kosullarda kolaylikla
tarimsal triinler; bitkiler ve hayvansal besinleri kirletebilirler. Fitoparazit olarak bitkilere
yerlesen ve tarla kiifleri olarak belirtilen bu mantarlarin dominant tiirleri; Alternaria,
Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Helminthosporium, Fusarium, Claviceps,
Rhizopus, Pullularia, Stemphylium ve Verticillium cinsleridir (Sanli 2002, Pitt 2000,
Tunail 2000).



Cizelge 2.3: Bazi tarim {irlinlerinde sik kargilagilan mikotoksinler (Pettersson 2004).

Tarimsal Uriin Mikotoksin Kirliligi

Tarlada Depoda
Arpa DON, NIV, ZEA, HT-2, T2 OTA, AFLA, SITR
Misir DON, FUM, ZEA ZEA, AFLA
Bugday DON, NIV, ZEA, ERGOT  OTA, AFLA, SITR
Sorgum AFLA
Cavdar ERGOT OTA
Yulaf DON, NIV, HT-2, T2 OTA, SIiTR
Pamuk Tohumu (Kiispesi) AFLA, TENUA AFLA
Yerfistig1 (Kiispesi) AFLA, ZEA AFLA, OTA, SITR
Soya Kiispesi AFLA
Cayir otu ZEA, DON, ERGOT
Misir Silaji AFLA ROQ, PAT, ZEA, PR
Saman ZEA, SAT

AFLA:Aflatoksin, DON: Deoksinivalenol, NIV: Nivalenol, ERGOT; Ergotamin, T-2 ve HT-2: T-2 ve HT-2
toksinleri, ZEA: Zearalenon, OTA: Okratoksin A, SITR: Sitrinin, TENUA: Tenuazoik asit, PR: PR Toksin,
ROQ: Roquefortin, PAT: Patulin.

Depolama asamasina gegiste Oncelikle Epicoccum, Chatemium, Nigrospora,
Rhizopus, Papullaria, Fusarium nivale, Trichothecium roseum mantarlarindan olusan bir
ara flora ve takiben de Aspergillus, Fusarium ve Penicillium tiirlerinin yogun oldugu
ambar mantar florasi olusur. Fusariumlar hem hasat 6ncesi hem de gegis ve ambar mantar
floralarinda toksin iiretebilirken, Aspergillus ve Penicillium tiirleri bu asamalardan daha
cok depolama siirecinde etkinlik gosterirler.

Ambar florasinda ilerleyen siiregte Aspergillus ve Fusariumlarin yaninda
Chactomium, Papulaspora ve Sordaria tiirleride etkin hale gelir (Tunail 2000, Sanl1 2002).
Amadi ve Adeniyi (2009), depolanmis musir, dar1 ve piring iizerinde yaptiklari
calismalarinda Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Penicillium italicum, Penicillium spinulosum, Rhizopus stolonifer ve Fusarium

tiirlerinin varligini tespit etmislerdir.



Cizelge 2.4: Bagslica tarimsal iiriinlerin depolanabilmesi i¢in 6ngoriillen nem oranlar1 ve dayanma siireleri
(Sanl1 2002).

Tarim Uriinii Cesidi Giivenle depolanabilmesi i¢in 6ngoriilen en yliksek rutubet

orani (% olarak)

1 Y1l Siire ile 5 Y1l Siire ile
Bugday tiriinleri 13-14 11-12
Arpa, Misir, Yulaf 13 11
Dar1 11°den az -
Soya Fasiilyesi ve Uriinleri 11 10 ve daha az
Pamuk  Tohumlart  ve 10-11
Uriinleri
Yer fistig1, unu ve kiispesi 7
Aycicegi Kiispesi 11

2.2. Mikotoksinler

Mikotoksinler insan ve hayvanlara olumsuz etkileri olan uygun fiziki, kimyasal
biyolojik faktorlerin varliginda mantarlar tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir.
aflatoksin, okratoksin, zearalenon, fumonisin, tremorjenik toksin ve ergot alkoloidleri
agro-ekonomik acidan en 6nemli mikotoksinlerdir (Agag 2004, Zain 2011). Bununla
birlikte giiniimiizde mikotoksin tireticisi 350 mantar tarafindan 400 civarinda mikotoksin
sentezlendigi bilinmektedir (Pohland 1993, Tunail 2000).

Ayni mikotoksinler farkli mantarlar tarafindan sentezlenebilmekteyken, bir mantar
farkli mikotoksinleri sentezleyebilir. Omegin, aflatoksinler; A. flavus, A. parasiticus ve
diger Aspergillus tiirleri tarafindan sentezlenebilirken, Okratoksin A tropikal bolgelerde A.
ochraceus ve iliman iklim kusaginda P. verrucosum tarafindan sentezlenebilmektedir.
Bunun yaninda A. clavatus hem Okratoksin A hem de Patulin sentezleyebilir (Bertin ve
ark. 2009, Zain 2011).



Cizelge 2.5: Bazi mantarlar ve irettikleri toksinler (Yiannikouris ve Jouany 2002).

Mantar Mikotoksin
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. Nomius Aflatoksin By, By, Gy, G
Penicillium verrucosum, Aspergillus clavatus Okratoksin A

Penicillium expansum, P. urticae, Aspergillus clavatus, Patulin

Byssochlamys nivea

Fusarium sporotrichioides, F. graminearum, F. Trikotesenler
culmorum, F. poae, F. roseum, F. tricinctum, F. (Deoksinivalenol)
Acuminatum

Fusarium moniliforme, F. Proliferatum Fumonisinler By, By, Bs
Fusarium graminearum, F. culmorum, Zearalenon

F. crookwellense

Mikotoksinleri tanimlamak zor oldugu kadar siniflandirma da olduk¢a zordur.

Farkli kimyasal yapilari, biyosentetik orijinleri, cok sayidaki biyolojik etkileri ve farkli

mikotoksinler tarafindan salgilanmalar1 siniflandirilmalarini daha da zorlagtirmaktadir.

Bununla birlikte mantarlar,

Organik kimya yoniinden kimyasal yapilarina gore (laktonlar, kumarinler vs.),
Biyokimya yoniinden biyosentetik orijinlerine gore (poliketitler, aminoasit
derivatlar1 vs.),

Hekimlik yoniinden neden olduklar1 hastaliklara gore (St. Anthony Atesi,
Stakibotriyotoksikoz vs.),

Mikolojik yonden ise ftreten mantar tiirline gore (Aspergillus toksinleri,

Fusarium toksinleri) siniflandirilabilirler.

Ancak yukarida da bahsedilen bir¢ok etken nedeniyle bu smiflandirma tiirleri

mikotoksinlerin dogru siniflandirilmasini ifade edememektedir (Bennett ve Klich 2003).

Bu nedenlerle mikotoksinler en sik viicutta affinite goOsterdikleri organlara ve bu

organlarda gosterdikleri etkilerine gore (hepatotoksik, nefrotoksik, dermatotoksik vs.)

simifandirilirlar (Arda ve ark. 1997). Mantarlarin toksik etkilerine gore siiflandirilmasi

Cizelge 2.6’da gosterilmistir.



Cizelge 2.6: Mikotoksinler ve toksik etkileri (Arda ve ark. 1997, Pitt 2000, Sener ve Yildirim 2000, Sklan ve

ark. 2001, Sanli 2002, Verma 2004, Bertin ve ark. 2009, Korosteleva ve ark. 2007, Aydin 2007, Nizamlioglu

ve Con 2010).

Toksik Etki

Mikotoksin

Karsinojen Etkili Mikotoksinler

Hepatotoksik Etkili Mikotoksinler

Nefrotoksik Etkili Mikotoksinler
Dermatotoksik Etkili Mikotoksinler

Solunum Sistemi Toksinleri
Hemapoietik Sistem Toksinleri

Immunotoksik Etkili Mikotoksinler

Norotoksik Etkili Mikotoksinler

Tremorjenik Etkili Mikotoksinler
Ostrojenik Etkili Mikotoksinler
Kardiyotoksik Etkili Mikotoksinler
Alimenter Kanala Etkili
Mikotoksinler

Diyabetojenik Etkili Mikotoksinler
Teratojenik Etkili Mikotoksinler

Aflatoksin, Okratoksin, Sterigmatosistin,
Fumonisin, Luteoskirin, Patulin, Streptozotosin,

Elaiomycin

Aflatoksin, Sterigmatosistin, Sitrinin, Sporidesmin,
Okratoksin, Rubratoksin, LuteoskKirin,
Sikloklorotin, Rubratoksin

Okratoksin, Sitrinin

Stakibotritoksin, Trikotesenler, Verrucarin,
Furanokumarin

Stakibotritoksin

Trikotesenler

Aflatoksin, Okratoksin, Trikotesen, Fusarium

Toksinleri

Ergot Alkoloidleri, Fumonisin, Sitreoviridin,
Penitrem

Trikotesen

Zearalenon

Sitreoviridin, Penisilik Asit

Trikotesenler, Stakibotritoksin

Terrik Asit

Aflatoksin, Okratoksin, Sitokalasin




2.3. Mikotoksikozlar

Mantarlarin hayvanlar {izerindeki etkileri ya direk olusturduklari mikozlar ya da
kendileri tarafindan iiretilen dogal {iriinler sonucu meydana gelen mikotoksikozlar
seklindedir. Mikotoksikoz semptomlart mikotoksinin tipi, miktar1 ve maruziyet siiresi,
canliin yasi, genetigi, gida rejimi ve saglik durumu gibi etkenlere bagl olarak degiskenlik
gosterir (DiCostanzo ve Murphy 1994, Bennett ve Klich 2003, Basmacioglu ve Ergiil
2003). Bu nedenle mikotoksikoz bulgulari zorlukla tanilanir (Pettersson 2004).
Mikotoksinlere maruziyet ¢ogunlukla sindirim kanali yolu ile olur. Bununla birlikte az
oranda inhalasyon ya da dermal yolla toksin alinabilir. Mikotoksinler insan ve hayvanlarda
akut veya kronik etkilere yol agabilirler (Cizelge 2.7). Ruminantlar gibi bazi hayvan tiirleri
mikotoksinlere daha direngli iken 6zellikle tek mideliler daha hassastir (Zain 2011). Bu
durum rumen florasinin mikotoksinleri yikimlamasi ve inaktif hale doniistiirmesinden
kaynaklanir. Ancak, bir kisim mikotoksinler rumende yikimlanmaya kars1 dayaniklidir ve
ayrica ruminantlar kompleks yapidaki rasyonlar1 nedeniyle ¢ok sayida toksik etkene maruz
kalabilir. Bununla birlikte 6zellikle gecis donemindeki siit¢li sigirlarin var olan negatif
enerji dengesi nedeniyle mikotoksinlere kars1 daha duyarli oldugu da sdylenebilir (Fink-

Gremmels 2008).

Cizelge 2.7: Hayvanlarda mikotoksikozis sekilleri (Aydin 2007).

Akut primer Kronik primer Sekonder mikotoksin
Mikotoksikozis Mikotoksikozis bozukluklari

e Hepatitis e Biiyiime hizinda e Immunogenezis ve dogal
e Hemoraji yavaslama diren¢ mekanizmasi

o Nefritis e Reprodiiktif etkinlikte bozuklugu

e Agiz ve barsak azalma e Infeksiyonlara kars1
epitelinde nekroz e Et, siit ve yumurta duyarlilik

e Olim veriminde azalma e Hiicresel immun yanit

sisteminin baskilanmasi

e Fagositoz ve
komplement

aktivitesinin baskilanmasi
e Teratojenik etki
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Mikotoksinlerin insan ve hayvanlarda yol actiklar1 hastaliklara milattan Onceki
yillar da dahil birgok dénemde rastlanmistir (Ozer 2008). Bertin ve ark. (2009) diinyada
tamimlanan ilk mikotoksikozun Claviceps purpurea toksinlerinin neden oldugu ve orta
cagda “Saint Antony Atesi” olarak bilinen ergotizm oldugunu belirtmislerdir. Yakin tarihte
gozlenen mikotoksikozlara 1930’larda  binlerce atin  Oliimiine neden  olan
Stakiyobotriyotoksikoz vakasi oOrnek olarak verilebilir. Bir bagka bilinen Onemli
mikotoksikoz vakasi ise insan ve hayvanlarda epidemilere yol acan ve 1940’larda
Sovyetler Birliginde binlerce insanin oliimiine neden olan bir ergotizm vakasi, ATA
(Alimenter Toksik Aleukia) hastaligidir (Pitt 1989). Ancak, bu konuda doniim noktasi
1960 yilidir. Bu yilda Ingiltere’de 100 binden fazla hindi palazinin ve Amerika Birlesik
Devletlerinde bir milyon gen¢ alabaligin 6liimiine sebep olan “Turkey X hastaligina
“aflatoksin” igeren yemlerin sebep oldugunun tespit edilmesi mikotoksinlere énemli bir
ilgi olusturmus, o tarihten gilinlimiize mikotoksinler iizerine ¢ok sayida arastirma
yapilmustir (Pitt 1989, Ozkaya ve Temiz 2003, Aydin 2007, Ozer 2008, Bertin ve ark.
2009, Pitt ve Hocking 2009).

Bitloisel tntinler
| Hasvanlar tarafindan
- v tiil etim
KEaf bulagmasi ve
rmiltotolesin olugumu \
Crolkularm Site
haglatitmna sal@latina
- h
Inzan we hayvanlar l l
Et trinleri S0t Tl eri
b - \
K af spordann Toksin igeren insanlar
sol umag Zida weya yermin tarafindan tilketim
Treri ile tetnas direlct tiilc etirmnd

| | l

PRIMER MiKOTOKSIKOZIS

| SEKONDER MIKOTOKSIKOZS

Sekil 2.1: Mikotoksikozlarin insan ve hayvanlara gegis yollar1 (Ozer 2008).

Bu aragtirmalar ge¢mis tarihlerde goriilen Balkan Nefropatisi, Dogu Avrupa’da
goriilen Saman Hastalig1, Yiiz ekzemasi ve Rusya Orenburg’da goriilen ve binlerce insanin

Oliimiine neden olan 16semi vakalarinin da mikotoksin kdkenli oldugunu ortaya koymustur
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(Ozer 2008). Hayvanlarda 5 mikotoksin tiirii karsinojenik olarak nitelendirilirken, Uluslar
arasi Kanser Arastirmalart Merkezi (IARC) tarafindan insanlar i¢in sadece aflatoksin
karsinojenik olarak siniflandirilmaktadir (Bertin ve ark. 2009). Mikotoksikozlar akut,
kronik veya latent karakterli olabilir. Akut karakterde hayvanlar yemle yiiksek dozda
toksini kisa siirede alirlar ve hastalik genel olarak oliimle sonuglanir. Bununla birlikte
kronik ve latent toksikozlara daha sik rastlanir ve uzun siireli olarak diisikk dozlarda toksin
igerikli yemlerle beslenen hayvanlarda gozlenir. Akut toksisitenin aksine genellikle kiigiik
vakalar halinde ortaya ¢ikar ve nadiren 6liime sebep olurlar (Yiannikouris ve Jouany 2002,

Basmacioglu ve Ergiil 2003).

2.4. Mikotoksin Yayginhgi

Mantarlarin verdikleri ekonomik =zararlar, tarim friinlerindeki kayiplar dikkate
alindiginda azimsanamayacak diizeydedir. Tiim diinyadaki tarimsal iriinlerin % 25’inin
fungal olaylardan etkilendigi tahmin edilmektedir. Bu durum gida iiretim masraflarina
onemli bir etki yapmaktadir (Bryden 2007). Uriin kayiplari, soya fasulyesi ve misirda % 3
iken piringte % 5, yagl tohumlarda ise % 12’ye ulagmaktadir. Bunun yaninda, lizerinde
bulunduklart substrata salgiladiklari toksik metabolitlerin insan ve hayvan saglhigini tehdit
etmesi ekonomik boyutun oGtesinde 6nem tasimaktadir (Tunail 2000). Modern tarim
uygulamalar1 ile birlikte gida isleme ve pazarlama sistemindeki yasal diizenlemeler
mikotoksine maruz kalmayi1 6nemli 6l¢iide azaltmis olsa da tarimsal iirlinlerin mikotoksin
kontaminasyonu gelismis iilkelerde de hala 6nemli bir sorundur. Kiiresel iklim degisikligi
ve farkli cografi kokenden yemlerin uluslararasi ticaretinin yogun bir sekilde artmasi gibi
faktorler de mikotoksin kontaminasyonuna Onemli etki yapmaktadir. Sadece bugdayin
yillik 100 milyon tondan fazlasi uluslar arasi pazarda islem gormektedir (Aksu ve Baytok
2011). Diinya c¢apinda 2011 yilinda yapilan bir arastirmada yem ve yem maddeleri analiz
edilerek bir mikotoksin haritasi olusturulmustur (Biomin 2011). Oniki aylik arastirma
sonucunda 4327 ornek aflatoksin, zearalenon, deoksinivalenol, okratoksin A ve fumonisin
gibi 6nemli mikotoksinler yoniinden analiz edilmistir. Arastirma sonuglar1 Kuzey ve
Giliney Amerika, Giineydogu, Giliney ve Kuzey Asya, Afrika, Bati, Dogu, Giiney ve
Merkezi Avrupa, Okyanusya ve Afrika olarak genellenmis ve bir diinya mikotoksin

haritasi olusturulmustur (Sekil 2.2).
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South Asia
Aflz 88%0; ZEN 14%; DON 22%;
FUM 58%; OTA 49%

Southern Europe

Afla 339

Aflz 71%6; ZEN 37%%; DON 34%5;
FUM 55%; OTA 28%

. Northern Europe . Central Europe . Middle East . Morth Asia

South-East Asia South Asia

(Oceania
Aflz 6%; ZEN 25%; DON 43%:;
FUM 12%; OTA 11%

Sekil 2.2: Diinya mikotoksin haritas1(iomin 2011).
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B Negarif Omekler ® Pozitif Ornekler

Sekil 2.3: Test edilen drneklerle negatif ve pozitif 6rneklerin kiyaslamasi (Biomin 2011).

Diinya genelinde pozitif 6rnek sayisi aflatoksin (2769 ornek) ve okratoksin (1965
ornek) bakimindan % 27 diizeyindeyken, zearalenonda % 40, fumonisinde % 51 ve
deoksinivalenolde % 59 olmustur. Aynt kurulug tarafindan 2010 yilinda yapilan g¢alisma
sonuclartyla kiyaslandiginda 2011 yilinda mikotoksinlerin diizeylerinde % 1-4 araliginda
azalma oldugu gozlenmektedir. Ancak, bu azalma orani ¢ok diisiik diizeydedir ve mikotoksin
problemi diinya genelinde 6nemli bir sorun teskil etmeye devam etmektedir. Arastirma
sonuglarina goére Avrupa iilkelerine bakildiginda deoksinivalenol (% 62) ve fumonisinin (%
50) daha 6n planda bir sorun oldugu goriinmektedir. Bununla birlikte test edilen 6rneklerde
aflatoksin, zearalenon ve okratoksin diizeyleri % 35-40 araliginda seyretmektedir. Kuzey
Amerika’da deoksinivalenol (% 50), Giiney Amerika Ulkelerinde ise fumonisin (% 76)
oncelikli mikotoksin problemleri olarak gozlenmektedir. Analiz edilen {irlinlerde diger
mikotoksinlerin ortalama diizeyleri % 13-28 araliginda degismektedir. Ortadogu’da kirlilik
olusturan mikotoksinler sirastyla fumonisin (% 67), okratoksin (% 50) ve aflatoksinden (%
37) olugsmaktayken, Uzak (Diger) Asya iilkelerinde deoksinivalenol (% 66), zearalenon (%
53) ve fumonisin (% 52) yaygin mikotoksinler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yaninda
aflatoksin (% 36) ve okratoksin (% 28) diizeyleri de dikkate degerdir. Okyanusya iilkelerinde
ise deoksinivalenol (% 49) en yaygin mikotoksin olarak tespit edilmistir. Afrika iilkelerinde

ise aflatoksin ve fumonisin 6nemli kirlilik sebebi durumundadir (Biomin 2011).
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Bitkisel yem ve gida maddelerinin diinya genelindeki yogun trafigi goz Oniine
alindiginda yem ve gida ithalat¢ist konumundaki iilkemizin diinya genelinde mikotoksin
desenini ve yogunlugunu takip etmesi basta degisen iklim sartlari, artan ¢evre kirliligi ve cogu
gelismekte olan {ilkelerin geleneksel ve yetersiz tarim uygulamalar1 nedeniyle olduk¢a 6nem
tagimaktadir (Aksu ve Baytok 2011). Cizelge 2.8 ve Cizelge 2.9’da iilkemizin ¢esitli gida ve
yem maddelerinde ithalat ve ihracat rejimi gosterilmektedir.

2011 yilinda iilkemizin yagli tohum ve meyveler, sanayi bitkileri, saman, hayvan yemi
faslinda en yogun ithalati Avrupa iilkeleriyle gerceklesmistir. Bu rakam 600 milyon Avro’yu
bulmaktadir. Bu fasilda diger 6nemli ithalat partnerimiz Giiney ve Kuzey Amerika iilkeleri
olup, Giiney Amerika ile 317 milyon Avro ve Kuzey Amerika ile de 134 milyon Avro
tutarinda ithalat gerceklesmistir. Gida sanayi kalinti ve dokiintiileri, hazir hayvan gidalar
faslinda 2011 yili toplam ithalat1 615 milyon Avro’dur. Bu rakam igerisinde 404 milyon Avro
ile Avrupa ilk sirada yer almaktadir. Bunu Giiney Amerika 85 milyon ve Kuzey Amerika 54
milyon Avro ile takip etmektedir. Uzak Asya iilkelerinin payr ise 47 milyon
Avro’dur.Degirmencilik iiriinleri, malt, nisasta, iniilin, bugday gluteni faslinda iilkemizin
toplam ithalati 48.3 milyon Avro’dur. Bu fasilda Avrupa iilkeleriyle ithalat pay1 38.2 milyon
Avro’ya ulagmaktadir. Bu kalemde diger onemli ithalat partnerleri uzak Asya diilkeleri
olmustur (9.1 milyon Avro). Hububatta 1.380.000 Avro degerindeki toplam ithalatta 820
milyon Avro ile Avrupa ilk sirada, 323 milyon Avro Kuzey Amerika ve 144 milyon Avro ile
Giliney Amerika iilkeleri 2. ve 3. sirada yer almaktadir. Uzak Asya iilkelerinin hububat
ithalatindaki pay1 ise 92 milyon Avroya ulasmaktadir. Yenilen sebzeler ve bazi kok ve
yumrular faslinda 2011 yili ithalat toplami 265 milyon Avro civarindadir. Bu rakam igerisinde
146 milyon Avro ile Kuzey Amerika iilkeleri ilk sirada yer almaktadir. Kuzey Amerikay1 52.3
milyon Avro ile Uzak Asya iilkeleri ve 39.1 milyon avro ile Avrupa iilkeleri izlemektedir.
Yenilen meyveler, kabuklu yemisler, turunggil ve kavun kabugu faslinda 283 milyon Avro
olarak gerceklesen ithalatin 88,5 milyon Avro ile Kuzey ve 87.5 milyon Avro ile Giiney
Amerika tlkeleri izlemektedir. Avrupa iilkelerinin pay1 39.5, Uzak Asya iilkelerini pay1 ise

30,5 milyon Avro’dur (TUIK 2011).
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Cizelge 2.8: Bazi yem ve gida maddelerinde Tiirkiye ithalat rejimi (TUIK 2011)

Yagli tohum  Gida sanayi Degirmencilik Siit ve siit Yenilen
ithal ve meyveler, kalinti1 ve  {riinleri, malt, mamulleri, Mesrubat, meyveler, Yenilen
thalat sanayi dokiintiileri, nisasta, kus ve kiimes alkollii kabuklu sebzeler ve
Yapilan Ulke bitkileri A Hububat _ . ,
Gruplan itkileri, hazir iniilin, hayvam 1g:k1_ler ve yemisler, baz1 kok ve
T saman, hayvan bugday yumurtalari, sirke turunggil ve yumrular
hayvan yemi gidalari gluteni bal vb kavun kabugu
(2011) € €) € € € €) €) €
é%“pa Birligi 247.040.788 187.710.530 33.465.037  231.003.557 21.267.882  85.795.095 19.152.620  22.532.280
giﬁ:{eﬁmpa 352.993.215 216.443.402 3.752.491  589.413.273 21.320.854  14.722.475 20.448.697 16.619.522
Kuzey Amerika 134.959.216  53.869.925 1.387.560  323.320.778 7.419.322  11.011.459 88.498.483 146.055.750
Orta Amerika ve 2634945  1.615.148 157.592 5.300.719 15.194.872  1.536.318
Karayipler
Giiney Amerika 317.261.968 84.514.774 358.366  144.113.972 8.632.427  1.567.569 87.580.882  9.438.656
z){?tlzcrllo\éi 16.179.408  5.404.591 93.935 127.522 100.318  1.190.554 15.549.591  5.071.614
Asya Diger 58.926.441  47.132.725 9.098.908 91.670.949 824.660 32.024.795 30.543.483  52.360.258
Kuzey Afrika 2233773  6.979.665 47.500 11.645 23.503 41,988 4270519  3.835.649
Afrika Diger 78.755.624  9.707.352 116 9.670 21.827 490.495 463.955
Avustralya ve 865.729  1.370.066 143.909 254.096 17.405.610 231.017 1.389.221  7.240.205
Yeni Zelanda
Toplam 1.211.851.107 614.748.178  48.347.822 1.380.083.054 76.994576 151.907.498  283.118.863 265.154.207
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Cizelge 2.9: Bazi yem ve gida maddelerinde Tiirkiye ihracat rejimi (TUIK 2011).

Yagli tohum ve Gida sanayi Siit ve silt Yenilen .
. Degirmencilik mamulleri, kus meyveler, Yenilen
Ihracat Yapilan meyveler, kalint1 ve o N Mesrubat,
.. JrEE r e uriinleri, malt, ve kiimes . kabuklu sebzeler ve
Ulke Gruplari sanayi bitkileri, dokintileri, . s Hububat alkollii igkiler ve . )
nisasta, iniilin, hayvani . yemisler, baz1 kok ve
saman, hayvan hazir hayvan 9 i sirke .
. bugday gluteni yumurtalari, bal turunggil ve yumrular
yemi gidalari vb Kkavun kabug
. Su
(2011) © © © © © © © ©
Avrupa Birligi 57.371.689 1.642.473 25.977.411 15.730.222 1.889.995 60.255.725 1.411.915.569 241.075.051
(27)
Diger Avrupa 34.091.866 6.521.819 5.268.070 4.755.608 7.258.983 27.188.566 685.407.678 293.013.865
Ulkeleri
Kuzey Amerika 867.505 1.673.664 215.399 2.042.648 3.645.341 131.008.703  22.802.685
Orta Amerika 194.850 5.153.507 4.476 343.346 2.019.920 33.756
ve Karayipler
Giiney Amerika 488.522 452.419 433.762 31.171 405.504 27.903.054 2.613.093
Yakin ve 20.522.739 20.871.475 413.805.826 28.423.107 302.798.437 52.619.099 409.010.738 134.539.064
Ortadogu
Asya Diger 47.640.231 1.698.062 156.228.954 1.214.441 23.235.396 7.294.228 33.494.537 7.283.310
Kuzey Afrika 1.160.061 5.458.762 80.512.312 28.908.233 9.377.475 9.009.065 52.700.498  28.128.410
Afrika Diger 606.734 8.007 97.098.298 137.890 697.572 8.225.251 3.127.565  29.748.057
Avustralya ve 155.664 0 660.353 13.999 3.140 703.026 62.337.199 7.206.225
Yeni Zelanda
Toplam 163.099.861 36.653.017 786.812.157 79.430.070 347.308.122 169.689.151 2.818.925.461 766.443.516

17



Siit ve siit mamulleri, kus ve kiimes hayvani yumurtalari, bal gibi tirtinler kapsaminda
ise 2011 yili toplam ithalat diizeyi 77 milyon Avro olmakla birlikte 42.5 milyon Avro ile en
yogun ithalat Avrupa ile gergeklestirilmistir. Avrupa’yr 17.4 milyon Avro ile Okyanusya
iilkeleri takip etmistir. Mesrubat, alkollii ickiler ve sirke faslinda 152 milyon Avro tutarindaki
toplam ithalatin en biiyiik kismin1 100 milyon Avro ile Avrupa iilkeleri almaktadir. Avrupay1
32 milyon Avro ile Yakin ve Ortadogu iilkeleri digindaki Asya iilkeleri almaktadir. 3. sirada
ise 11 milyon Avro ile Kuzey Amerika yer almaktadir (TUIK 2011).

Bu rakamlar 1s1ginda iilkemizin yem ve gida maddelerindeki ithalat ve ihracat
trafiginin Avrupa ile Orta ve Yakin dogu iilkeleri arasinda yogun big¢imde gergeklestigi
sOylenebilir. Bunun yaninda Kuzey ve Giliney Amerika iilkeleri ile Uzak Asya iilkeleri de

kimi tiriinlerde 6nemli dis ticaret partnerleri olabilmektedirler.

2.5. Aflatoksinler

2.5.1. Genel Bilgiler

Ik kez yer fistig1 ununda Aspergillus flavus kiiltiirlerinden izole edilen flavokumarinik
yapidaki molekiil, Aspergillus flavus’un adindan esinlenilerek aflatoksin adiyla anilmistir.
Aflatoksin tiretiminden sorumlu mantar sayisi azdir. Bunlar Aspergillus ailesine iiye 3 tiir olan
A. flavus, A. parasiticus ve kismen de A. nominus ile kimi Penicilium ve Rhizopus tiirleridir.
A. flavus yalnizca aflatoksin B iretirken diger tiirler hem aflatoksin B hem de G {iretirler
(Henry ve ark. 2001, Weidenborner 2001, Sener ve Yildirnrm 2000). Bunlar disinda
Petromyces ve Emiricella tiirlerinin de aflatoksin iiretiminden sorumlu oldugu bildirilmistir
(Frisvad ve ark. 2005).

Aflatoksin tireten Aspergillus tiirleri ve aflatoksin kontaminasyonuna tiim diinyada
ozellikle sicak ve nemli iklimlerde yaygin olarak rastlanir. Genellikle maruziyet kronik
dozlardadir. Cesitli periyotlarda gozlenen aflatoksin diizeylerindeki dalgalanma ve ylikselis
oranlar1 kuraklikla baglantihidir (IARC 1993). Bununla birlikte her ¢esit iklim kosulunda
kolayca gelisip ¢ogalabilen aflatoksinler, 6zellikle ¢evre sicakligi 24-25 °C ve rutubet oran1 %

9-14 veya daha yiiksek olan ortamlarda tiim besinlerde ve tarimsal iiriinlerde 3-4 giin gibi kisa
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bir siirede agir kiiflenmelere yol acgarlar. Misir, pamuk tohumu, aygicegi kiispesi, soya
fasiilyesi unu, et- kemik unu gibi hammadde ¢esitleri ve bunlar1 igeren karma yemler daha
siklikla kiiflenirler. Kiiflenmeler tarladan depolama asamasina kadar bitkinin herhangi bir
yasam siirecinde gergeklesebilir. Aflatoksin sentezi genellikle azalan ortam rutubeti,
kullanilabilir besin kompozisyonu, asir1 sporlanma, kiiflenme stiresi ve iklim kosullarina bagl
olarak sinirlanabilir. Asirt bicimde kiiflenmis olan tarimsal {iriinlerde 0.01-15000 ppm
arasinda aflatoksin bulunabilirken dikkati ¢ekmeyecek sekilde kiiflenmis {irtinlerde 1000
ppm’e kadar aflatoksin B; varligina rastlanabilir (Sanli 2002). Aflatoksin B;’in dogal olarak

sentez mekanizmasi sekil 10°da gosterilmistir.

Norslorinik asit) — .
Vﬁ_:rmkonal
Hemiasetalasetat

O-metil
Strerigmatosistin

Sterigmatosistin

Sekil 2.4: Aflatoksin B1’in dogal sentez mekanizmasi (Bennett ve ark. 1983, Tunail 2000, Weidenborner 2001)
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25.1.1. Aflatoksin Cesitleri

Ozellikle, Aspergillus flavus ve A. parasiticus olmak iizere, diger baz1 Aspergillus,
Penicillium ve Rhizopus tiirleri tarafindan hazirlanan aflatoksinler yaklasik 20 ¢esit metaboliti
kapsar. Ancak, bu toksik metabolitlerin aflatoksin B;, B, Gi1, G2, M; ve M, olmak {izere alt1
cesit ana bilesigi 6nem tasirken, bunlardan sadece aflatoksin B;, B,, G; ve G, dogal olarak
olusabilir (Weidenborner 2001, Sanli 2002, Bennett ve Klich 2003, Anonim 2012a).

Aflatoksinler, normal g¢evre kosullarina ve 120 °C’nin iizerindeki 1silara dayanikli
olmakla birlikte pargalanabilmeleri igin 300 °C iizerinde 1sitilmalari gerekir. Kontamine
bugdaydan yapilan ekmeklerde aflatoksin B; (AFB;)’in % 14-26’s1 aktif kalmaktadir. 230
°C’de 25 dakika pisirilen ekmek veya benzeri kosullar uygulanan karma yemlerde ise
aflatoksin igerigi ancak % 60 civarinda azalabilir (Arda ve ark. 1997, Weidenbdrner 2001,
Sanl1 2002).

Aspergilluslar tarafindan sentezlenen dort temel aflotoksin bilesigi olan aflatoksin Bj,
B, G1, G2 nin (Bennet ve Klich 2003) isimlendirmeleri aflatoksinlerin ultraviyole (UV) 1s1kta
gosterdikleri fliloresan 6zellige bagh olarak yapilmaktadir. UV 1sikta mavi renk verenler B
(Blue) ve yesil renk verenler ise G (Green) seklinde ifade edilmistir. Buna ek olarak aflatoksin
iceren yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerine gegen ve buradan izole edilen metabolitler ise M
(Milk) olarak adlandiriimistir. Kontamine bitki ya da yemlerde dort temel metabolitin (AF-B;,
B2, Gi1, G3) hepsi birden bulunabilecegi gibi ¢ogunlukla dogal olarak kiiflenmis tarimsal
tirtinler, yem ve hazir besinlerde AFB;’in diizeyi digerlerine oranla daha yiiksektir. AF- G; ve
G, metabolitleri daha seyrek ve B, ise en az karsilasilan aflatoksin c¢esididir. AFB;’in
yoklugunda AFG; varligi rapor edilmemistir. AFG, ve AFB; ise B; ve G;’nin dihidro
derivatlaridir ve tipik olarak daha diisiikk miktarlarda bulunurlar (IARC 1993, Pitt 2000, Sener
ve Yildirim 2000, Sanli 2002). Ancak, genel olarak AFB; yem maddelerinde tek basina ya da
diger aflatoksinlerle birlikte bulunabilirken, AFB;i’in yoklugunda diger aflatoksin tiirleri
bulunmamaktadir (Henry ve ark 1998). Et, yag doku ve kanda aflatoksin diizeyleri tespit
edilebilir diizeylerin altindadir (Weidenborner 2001). Keyl ve Booth (1971), 1000 ppb
aflatoksinle beslenen sigirlarin etinde de aflatoksin varligina rastlanmadigimi bildirmistir.
Dogal olarak olusan dort temel aflatoksinin toksisite siralamasit AF B;>G;>B,>G; seklindedir

(Weidenborner 2001).
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Aflatoksin B, Aflatoksin B,

Aflatoksikol Aflatoksin P1
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Aflatoksin Q;
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Sekil 2.5: Aflatoksinler (Anonim 2012c)
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Bazi misir ¢esitlerinde B; ve B; yaninda M; metabolitinin varligina da rastlanmakla
birlikte genel olarak M; ve M, tiirevleri aflatoksin B; ve By’nin sagmal hayvanlarda
metabolize edilmis hidroksile tiirevleridir. AFM;i’e kiyasla AFMj’nin toksisitesi daha
disiiktiir. Bu ¢esitlere ek olarak A. flavus kiiltiir ortamlarinda aflatoksin G; ve G, ’nin hidroksi
tirevleri olan aflatoksin GM; ve GM; dihidroksi aflatoksin GM,, ve GM2, metabolitleri de
izole edilmistir. Benzer sekilde ayni mantarin kiltiir ortaminda aflatoksin B,, ve Gy,
tiirevlerinin de bulunabilecegi anlagilmistir. Bunlara ilave olarak gerek dogal kiiltiir ortaminda
gerekse biyotransformasyonu sonucu sekillenen aflatoksin Bz analogu ile aflatoksin B;’in
gesitli mikroorganizmalarca ve metabolik etkinliklerle pargalanma iiriinii olan aflatoksikol
(aflatoksin Rp) cesitlerinin varhigi da bilinmektedir. Ayrica aflatoksin Bj’in farkli tiirden
hayvanlarda metabolize olmasi ile olusmus aflatoksin P; ve Q; metabolitleri de mevcuttur.
aflatoksin Qi, AFB;’den 18 kat daha az toksiktir (Weidenborner 2001, Sanli 2002, Anonim
2012a).

Aflatoksin B;’in toksisitesinin potasyum siyanitten 10, arsenikten 68 ve melaminden
416 kat fazla oldugu bildirilmistir (Li ve ark. 2011). Bununla birlikte karsinojenitesi
dimetilnitrozaminden 70 ve benzen hekzakloritten 10.000 kat fazladir. AFB;’in
karsinojenitesi ve toksisitesi toksinin bizzat kendinden ziyade Qi, Pi, M; ve hiicresel
makromolekiillere kovalent olarak baglanan elektrofilik 8,9 epoksiti tarafindan
olusturulmaktadir (Nunez 1990, Arda ve ark. 1997). Ayn sekilde AFB;’in genetik materyalle
etkilesime gecebilmesi i¢in 8,9 Epoksit formuna metabolize olmas1 gerekir (Torres-Pacheco
2011). Lipofil yapidaki aflatoksinler canlilarda iki fazli bir tepkimeyle metabolize olurlar. I.
faz biyotransformasyonlar AFB;’in AFB;-8,9-epokside biyoaktivasyonuna ve diger az reaktif
metabolitlerin  sekillenmesine olanak saglarken, metabolitlerin olusumu substratlarin
oksidasyonu ve kismen de rediiksiyon seklinde gerceklesirler (Sener ve Yildirim 2000). Bu
tepkimeler sitokrom P-450 bagimli karmasik fonksiyonlu monooksijenaz enzim sistemi
tarafindan gergeklestirilir (Swick 1984, McLean ve Dutton 1995). 1. faz tepkimeler sonunda
ortaya ¢ikan metabolitler, AFB;-8,9 epoksit, aflatoksikol (AFL), AFM;, AFQ1, AFP1, AFB;,
ve ARGy, dir (Sener ve Yildirim 2000).

Ikinci faz tepkimeler epoksidin glutatyonla birlesmesi yaninda glukuron ve sulfo-
konjuge metabolitlerin sekillenmesiyle sonuclanir. Genel olarak II. Faz tepkimeler epoksitin
glutatyonla birlesmesi seklindedir ve aflatoksinlerin detoksifikasyon mekanizmasi olarak

kabul edilebilir. Epoksitlerin glutatyonla (GSH) birlesmesi sonrasi olusan metabolitler AFB;-
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8,9-epoksidin hidrolizi sonucu olusan AFB;-8,9-dihydro-diol ile hepatositlerde aflatoksinlerin
safra ve idrarla atilan glukurono- ve sulfokonjuge metabolitlerdir. | ve 1l. Faz tepkimelerle
ilgili olarak genel olarak denilebilir ki epoksit olusumu aktivasyon, diger yolaklar ise
detoksifikasyon mekanizmasidir (McLean ve Dutton 1995, Sener ve Yildirim 2000).

Aflatoksinler hepatotoksik, hepatokarsinojenik, mutajenik ve genotoksik maddelerdir.
Bu etkileri DNA, RNA ve proteinlere baglanmalarindan kaynaklanir. Bununla birlikte
aflatoksinler, DNA fizerinde lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasara da sebep olarak
karsinojenitede 6nemli rol oynar (Verma 2004).

Aflatoksinlerin toksisitesi canli tiirlerindeki biotransformasyon etkinligine gore
degiskenlik gosterir. Biyoaktivasyonun az oldugu somon balig1 ve kedi aflatoksinlere daha az
duyarli iken detoksifikasyon yolagindan yoksun bildircin ve domuz gibi baz: tiirler sekillenen

epoksitlere kars1 oldukca duyarlidirlar (Sener ve Yildirim 2000).

o ——> AFB, 8,9 dihidrodiyvol ———> Dialdehitfenolat ———>  AFB, dialkol
O/\ I
-
I
OCH, Niikleik Asitle Kovalent Bag ya da Seliiler veya
——1—> | Mikrozomal Proteinlerle Schiff Baz Formasyonu
AFB, 8.9 Epoksit (Guanin, Metiyonin, Histidin)

\ Toksisite, Karsinojenite

Cozuinebilir ntikleofilik molekiillerle Konjugasyon
— (Glutatyon, Glukronitler, Sulfonitler vs.)

o Q \

Atilmm, Detoksifikasyon

Oksidazlar

Rediktazlar
Oksidaz yada
Dehidrojenaz Hidroksilasyon

OCH,

O-demitilasyon

Aflatoksikol AFM,;

Sekil 2.6: Aflatoksin B;’in karacigerdeki metabolizmasi (Yiannikouris ve Jouany 2002).

23



Ruminantlarda sitokrom P-448’in P-450’ye oranla daha baskin olmasi basta kegiler
olmak {izere ruminantlarin aflatoksinlere daha dayanikli olmalarina neden oldugu
sanilmaktadir (Sanl1 2002). Bunun yaninda aglik, protein eksikligi, A, C ve E vitaminlerinin
varligi, selenyum, ¢inko, bakir elementleri sebze ve meyveler gibi beslenmeye bagli bazi

faktorler ve aflatoksinlerin toksisitesini degistirebilir (Sener ve Yildirim 2000).

2.5.1.2. Etki sekli

Sindirim kanalinda emilen aflatoksinler ¢ogunlukla serum albliminlere baglanmis
olarak tasmir. Baslica karaciger ve yumusak dokulara dagilir (Sanli 2002). Toksik dozda
AFB; uygulamasindan sonraki 1 saat igerisinde hiicre ¢ekirdeginde degisimler baglar (Sener
ve Yildirim 2000). AFB; hiicre i¢ginde niikleer DNA’ya baglanmak suretiyle oncelikle RNA
ve daha sonra da enzim ve protein sentezini inhibe eder. Bu etkiler sonucunda genellikle
toksine en ¢ok maruz kalan organ olan karacigerde nekroz ve tiimoral olusumlar meydana
gelir. Sitokrom P-450 vasitasiyla aflatoksinlerden sentezlenen toksisite ve karsinojeniteden
mesul olan epoksitler gegici ara triinlerdir ve karacigerde GSH ile konjuge edilerek ya da
epoksit hidrataz enzimince aflatoksikole (AFL) cevrilerek nispeten zararsiz metabolitlere
cevrilebilirler. Ancak, uzun siire veya yiiksek dozlarda aflatoksine maruziyet durumlarinda
detoksifikasyon mekanizmasi yetersiz kalir ve toksisite riski artar (Sanl1 2002).

Aflatoksinlerin hepatotoksisitesi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte reaktif oksijen
iireterek peroksidatif hasar olusturmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Eldin ve ark. 2008).
Bununla birlikte etanol gibi selliiler oksidasyona neden olan molekiiller de toksisiteyi artirir.
Adedara ve ark. (2010) yaptiklart calismada etanol ve aflatoksin Bi’in ayr1 ayri
uygulamalarinda GSH miktarinin azaldigini, bununla birlikte ikisinin beraber uygulandigi
durumlarda etkinin daha da arttigini tespit etmislerdir.

Biitil Hidroksitoluen, Biitil Hidroksianisol, Etoksikuin gibi antioksidan ajanlar
AFB;’in  DNA’ya baglanmasmi ve toksisitesini azaltirlar. Ayni sekilde Glutatyon
diizeylerindeki kismi azalma AFB;’in DNA’ya baglanmasinda artisa, GSH ve
prokiirsorlerinin kullanimi ise azalmaya neden olur. Buna gore aflatoksinlerin prooksidan bir
etkisi olabilir ki bu durum ratlarda kanitlanmistir (IARC 1993, Sener ve Yildirim 2000).

Surai ve Dvorska (2005), oksidatif stresin bu prooksidan etki nedeniyle mikotoksinler
tarafindan olusturulabilecegini belirtmislerdir. Buna gore mikotoksinler bagirsaklarda

yemlerin malabsorbsiyonuna neden olur. Bu durum dokularda vitamin E, C ve karotenoid
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birikimini azaltir. Buarada mikotoksinler ve aktif metabolitleri bagirsaklardan absorbe edilir
ve hedef organlarda birikir. Dokulara biriken mikotoksinler serbest radikal olusumunu tetikler
ve antioksidan korumasini azaltarak lipit peroksidasyonuna ve DNA, proteinler ve lipitleri
igeren diger biyolojik molekiillerde hasara sebep olur. Bu durum mikotoksinlerin apoptosis ve
diger sitotoksik etkilere yol acan antioksidan/prooksidan oraninda dengesizlige neden olarak
oksidatif strese yol acar. Lipit peroksidasyonu bir¢ok karsinojen maddenin toksik etkisinin
sebebidir.

Shen ve ark. (1994) ratlarda AFB;’in lipit peroksidasyonunu artirict etki yaptigini
tespit etmislerdir. Arastiricilar oksidatif hasarin tiimor gelisimine neden olan hiicre ve DNA
hasarinin altinda yatan birgcok sebepten biri olabilecegini de belirtmisglerdir.

Dvorska ve Surai (2004), aflatoksin B;’in pro-oksidan etkisini yaptiklari ¢aligmayla
ortaya koymuslardir. Calismada peroksidasyon indiikleyicilerin varliginda veya yoklugunda
AFB;’in peroksidasyonu artirdigi ancak indiikleyicilerin bulundugu ortamda bu etkinin
olduk¢a fazlalastigi gozlenmistir. Ortama Vitamin E ilavesi peroksidasyonu azaltmakla
birlikte AFB;’in varliginda bu vitamin de oksidize olmustur. Bununla birlikte selenyum, E
vitamininden daha etkili olabilir ve aflatoksinlerin mutajen etkilerini azaltir. Selenyum
katkisiyla prekanser odaklar azaltilabilir ve eksikliginde bu odaklarda artis goriiliir. Selenyum
gibi bakir siilfat da benzer etkilerle epoksit olusumu, DNA’ya baglanma oranmi ve
aflatoksinlerin mutajen etkilerini azaltmaktadir (Sener ve Yildirim 2000).

Katesin, epigallokatesin, epigallokatesingalat ve epikatesingalat gibi flavanollerin
AFB; iizerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada, bu maddelerin AFB;’in sitotoksisitesini
% 30-50 azalttigi gozlenmistir. Bu etkinin aflatoksinlerin reaktif oksijen tiirleri olusturan
etkilerini azaltmasina bagli oldugu disliniilmektedir. Pratikte yapilan uygulamalar
antioksidan/pro-oksidan dengesinin ¢ok kirilgan oldugunu gostermistir. Mikotoksinler de bu
hassas dengede negatif rol oynamaktadir. Bu kapsamda rasyona ilave edilebilecek flavanoller
gibi antioksidanlar aflatoksinlerin karsinojenitelerinde 6nemli rol oynadigi diisiinilen
sitotoksik etkilerini azaltarak bu dengeyi korumada yardimci olacaktir (Braicu ve ark. 2010).

Aflatoksikozda lipit metabolizmasindaki bazi1 degisikliklerse hepatik steatoza (yagh
karaciger) neden olabilir. Lipit metabolizmasindaki akut dengesizlik LDL’nin modifiye
olmasina ve ylizey reseptorlerinin hiicrelerce taninamamasina neden olur. Geri dénen bu
modifiye hiicreler siniizoidal hiicrelere baglanir. Karacigerde yag yiikii artarken periferal

hiicrelerde lipid aglig1 ortaya ¢ikar (Amaya-Farjan 1999).
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Aflatoksinlerin yag metabolizmasindaki bir bagka etkisi ise safra salgis1 lizerine olan
etkilerinden kaynaklanabilir. Carrillo ve ark. (1982), AFB; uygulamasinin safra salgisini
azalttigini tespit etmislerdir. Basta et tipi piligler olmak iizere aflatoksinlerden etkilenmis geng
tavuklarda ¢ok yonlii enzimatik etkinlikler ve safra salgisinin inhibe olmasi hayvanlarda yag
sindirimi ve rasyonlarin yag iceriginden faydalanma etkinligi 6nemli derecede azaltir. Boyle
hayvanlarda enerji iiretim metabolizmas1 belli derece bozulur. Rasyonlarda yag igerigi
gereksinimi artar. Tim bunlara bagli olarak etkilenmis hayvanlarda saglikli hayvanlara gore
azot kullanimi, protein sentezi ve enerji liretimi 6nemli Ol¢lide azalir. Karaciger yag yiikii
artar protein sentezi bozulur. Ciddi koagulopati ve anemiler gelisir. Piliclerde yaygin
kanamalar, ¢lirlime ve esmerlesme goriiliir (Sanli 2002).

Bunun yaninda safrayla yiiksek derecede atilan toksin kolestatik etki olusturur ve safra
yollar1 permeabilitesi degismedigi halde safra salgisinin inhibisyonuna sebep olabilir. Biliyer
asitlere bagimli safra sekresyonunu ve tasiyicilarin inhibisyonu hepatosit membranlarinin yag
fraksiyonunda  ¢Ozlinmesiyle iliskilidir. Muhtemelen hemoprotein  metabolizmasi
bozuklugundan kaynaklanan kolestaz mikrozomal enzim sistemlerinde degisiklige ve plazma
bilirubin diizeylerinde artisa neden olur (Sener ve Yildirim 2000).

Aflatoksinler ve etkin metabolitleri yagda ¢oziinen vitaminlerle de etkilesime girerek
metabolik olaylarda kullanimlarimi sinirlandirirlar. Ozellikle, farkli yas grubu tavuklarda
karsilasilan aflatoksikozlarda A vitamini igerigi gerektigince degerlendirilemez ve karacigerin
A vitamini yiikii azalir. Bu nedenlerle aflatoksinli yem kullanimi durumlarinda A vitamini
ithtiyac1 artar. Ayn1 durum D ve K vitaminleri i¢in de gegerlidir (Sanli 2002). A vitamini ve
prokiirsorleri, mikrozomlarda AFB1’in DNA’ya baglanmasini azaltarak epoksit olusumunu
kisitlayabilirler. Bu etki P-450 ile substrat arasinda bir kompetisyonla sonuglanabilir. Ratlarda
A vitamini yoniinden fakir rasyonlar kanser yiizdesini arttirmistir (Sener ve Yildirim 2000).
Suphakarn ve ark. (1983) ratlarda A vitamini eksikliginde aflatoksinlerden kaynakli kolon
kanseri insidansinin arttigini gdzlemlemislerdir. Oral yolla verilen A vitamini ise AFB;’in
bagirsak epiteline baglanma kapasitesini azaltmistir. Calisma sonuglart vitamin A’nin
aflatoksinlerin hiicresel makromolekiillere baglanma kapasitesini azaltarak kanserojen etkisini

modifiye etmede kullanilabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 2.10: Aflatoksinlerin karaciger lizerindeki etkileri (Yunus ve ark. 2011).

Karaciger Lezyonlari

LDs Nekroz Fibro- Nodiil Safra Kanali Vakuolizasyon Hepatik
Dozu ve zZis Rejene- Proliferasyonu ve Yag Hiicrelerde
(mg/kg)  Hemoraji rasyonu  ve Hiperplazisi Infiltrasyonu Biiyiime
Tavsan 0.4 + - + + - +
Ordek
2.8 + - + + + +
Yavrusu
Domuz 3.9 + + + + + +
Képek 6.3 + + + + +
Gine
10.6 + - + + + +
Domuzu
Fare 56.3 - - - - + +
Tavuk 72.0 - - - + + +
Sigan 73.3 + - + + + )

Aflatoksinlerin bir diger 6nemli etkileri ise immunsupresif etkileridir. Bu etki biiyiik
olasilikla komplementler gibi non spesifik humoral maddelerin depresyonu ve immunojen
maddelerin aflatoksinden etkilenmis konak¢1 dokulariyla etkilesimlerinin engellenmesinden
kaynaklanmaktadir Olusan reseptdr hasar1 nedeniyle c¢esitli hiicreler arasinda iletisim
bozukluklarina ve makrofajlar tarafindan iiretilen iletisim molekiillerinin de azalmasina yol
acar (Sanlt 2002). Aflatoksinler bu immunsupresif 6zellikleri nedeniyle agilamalar kars1 1yi
bir bagisiklik olusumunu Onlemenin yaninda cesitli enfeksiyonlara karst duyarliligi da
artirirlar (Arda ve ark. 1997).

Tavuklarda selliiler immunite humoral immuniteye oranla daima daha ¢ok etkilenir
(Sener ve Yildinm 2000). Bu hayvanlarda aflatoksinler antikor hazirlanmasi ve timus
kaynakli lenfosit tiretimi iizerinde etkili olabilen non spesifik humoral maddelerin sentezini
bozmaktadir. Boylece diisiik dozlarda aflatoksin alimiyla birlikte immun sistem zayiflamakta;

viicut antikor titresi diigmektedir (Sanli1 2002).
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Cizelge 2.11: Aflatoksinler ve etkilenen sistemler (Anonim 2012f).

Etkilenen Sistem Etkiler ve Belirtiler

Genler Teratojenik etki — Yavrularda dogum defektleri

Genler Karsinojenik etki — Maruz kalan hayvanlarda yiiksek
kanser orani

Patolojik Degisiklikler I¢ organlarda agirlik degisimi, Burca fabricius ve
Timus’ta rediiksiyon, organlarda yap1 ve renk
degisimleri

Solunum sistemi Hematopoietik etkiler (Hemorajiler, Anemi)

Immiin Sistem Immunsupresyon (Cevresel etkilere ve mikrobiyal stres

faktorlere karst direng azalmasi ve hastaliklara yatkin

hale gelme)
Sinir Sistemi Nervoz Sendrom (Anormal davranislar vs.)
Deri Dermatoksik etkiler (Tiiylenme anormallikleri)
Uriner Sistem Bobrek inflamasyonu
Sindirim Sistemi Seliiloz sindiriminde, proteolizde, ugucu yag

asitlerinde ve rumen motilitesinde azalmayla birlikte
rumen fonksiyon bozuklugu, ishal
Reprodiiktif Sistem Ureme etkinliginde azalma (Kiigiik ve sagliksiz

yavrular)

Thaxton ve ark. (1974) 10 ng/g doz aflatoksin igeren rasyonla beslemede bursa
fabricius ve timusta sirastyla % 35 ve % 55 oraninda kii¢lilme oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte immunsupresif etki 0.625 pg/g dozda gozlenebilmektedir. Ratlarda yapilan
bir calismada selliiler immiinitenin aflatoksinler tarafindan selektif olarak baskilandigi tespit
edilmistir (Raisuddin ve ark. 1993).

Reagor (1998), sigir rasyonlarinda aflatoksin miktarinin 200 ppb’yi astiginda ve 600-
700 ppb dozda aflatoksinin devam eden alimlarinda ciddi saglik problemleri olustugunu
belirtmistir. Brown ve ark. (1981) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, oral yolla 12-14
giin siireyle verilen 0.3 mg/kg aflatoksinin sigirlarda meme enfeksiyonu {izerine

immunsupresif etkisi incelenmistir. Sigirlarda klinik olarak istahsizlik, canli agirlik kaybi ve
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siit veriminde azalma gozlenirken, aflatoksin tiikketiminin akut klinik mastitisi
siddetlendirmedigini ancak siitte bakteriyel populasyonu artirdigini tespit etmislerdir.
Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) sonuglar1 ise son aflatoksin diizeyini miiteakip oldukca
yiiksek bulunmustur.

Insanlarda ise Kupffer hiicrelerinin fagositoz etkinligi azalir. Bununla birlikte
mikrobisit ve makrofajlarin fagositer aktivitelerinde degisiklik i¢in yiikksek dozda AFB;’e
ihtiya¢ vardir. Aflatoksinler T-hiicre fonksiyonunu, antikor cevabini azaltir ve fagositik
aktiviteyi baskilar. Mikotoksinlerin immunsupresif etkisi makrofajlarda transkripsiyon,
lenfositlerde replikasyon inhibisyonunun sonucudur. Pihtilasma faktoriinti olusturan protein
cesitlerinin inhibe olmasi nedeniyle etkilenmis hayvanlarda hemorajik lezyonlara da rastlanir

(Sener ve Yildirim 2000, Weidenborner 2001, Sanl1 2002).

25.1.3. Atilhm

Toksinin atilimi  6zellikle hepatik klerensle olur ve perifer kanda bulunan
aflatoksinlerin biiylik cogunlugu karacigerde tutulur. Bu nedenle aflatoksikozda siklikla
hepatik lezyonlara rastlanir (Sener ve Yildirim 2000). Bu organa gecen aflatoksinlerin bir
boliimii hepatositler, DNA, endoplazmik steroidlerin baglanma ylizeyleri ve gesitli enzimler
gibi makro molekiillere baglanirken bir boliimii de tiirlere gore degisen ¢esit ve oranda yagda
ve suda ¢ozilinebilen metabolitlere dontistiiriiliir (Sanli 2002). Ratlarda yapilan ¢alismalarda
alinan toksinin % 90’indan fazlasinin 24 saat igerisinde basta gaita (% 75) ve idrar (% 15-20)
olmak iizere ekskretlerle atildig1 tespit edilmistir. Toksinin % 5-6’lik kism1 da karacigerde
tutulmaktadir (Arda ve ark. 1997).

Aflatoksinler, bobreklerde de metabolize edilirler. Cogu hayvan tiiriinde atilan
miktarin % 50’si biliyer sekresyonla olurken, iiriner eleminasyon toplam atilan miktarin %
15-25°1 kadardir. Bobrekle atilim esnasinda kanatlilarda tubuler ve glomeruler fonksiyonlar:
degistirirler. 0.1 mg/kg dozda AFB; ratta glomerul ve tiibiillere etkiyerek, glomerular filtrati,
glikoz geri emilimini ve tubuler elektrolit tasinmasini azaltir. Bu etkilere kromatin birikimi
(margination), mitokondri sayisinda azalma ve mikrovillosite yitimi eslik eder. Farkli enzim
aktivitelerinde azalma ve kalsiyum fosfor metabolizmasinda da degisiklikler gozlenebilir.
Bununla birlikte aflatoksinlerden bobregin az etkilenmesi, bu yolla atilan metabolitlerin diigiik

toksisitesine baglanmaktadir (Sener ve Yildirim 2000).
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Siit ile atilim da hizlidir. Rezidii AFM; ve AFM; formundadir. Kontamine yemin
alinmasindan 3-18 saat sonra tamamlanir. Kegide atilim siiresi 72-120 saattir (Sener ve
Yildirim 2000). Alinan aflatoksinin sigirlarda % 0.18’1, koyunlarda ise % 0.1°1 siite
gecmektedir. Tavuklarda aflatoksinin yumurtaya gegme orant % 0.5°tir ve 100-200 ppb
kirlilikte bir yemi tiiketen tavuklarin yumurtalarinda 0.2-3.3 ppb yogunlukta Kkirlilik
bulunabilir. Aflatoksinlerin belli dokularda birikme gibi 6zellikleri olmamakla beraber bir
defada alinan toksinin tiimiiyle atilabilmesi i¢in bir haftaya yakin bir siire gegmesi gerekir
(Sanli 2002). Battacone ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada laktasyonun erken déneminde
bulunan 4 siit¢ii koyuna 2 mg AFB; yedirmisler ve sonraki 5 giin boyunca bu hayvanlardan
ornek toplamislardir. Toplanan 6rneklerde rasyona bir defalik AFB; verilisinden 96 saat sonra
AFM;’e rastlanmamistir (bu siire Weidenborner (2001)’in bildirdigi siire ile aynidir). AFB;’in
stite AFM; olarak transfer oran1 % 0.032 olarak tespit edilmistir. Ikinci denemede laktasyonun
ortalarinda bulunan 16 koyun dorderli 4 gruba boliinmiis ve bunlara 14 giin boyunca giinliik 0
(Kontrol grubu), 32 (T1 grubu), 64 (T2 grubu) ve 128 (T3 grubu) pg/kg AFB; yedirilmistir.
Ik aflatoksin uygulamasindan 12, 24, 36, 48, 72, 96, 144, 216 ve 312 saat sonrasinda ve
ayrica yemden aflatoksinin ¢ekilmesinden sonra 7 giin boyunca her 24 saatte bir siit drnekleri
alinarak incelenmistir. Buna gore AFB; uygulamasindan 12 saat sonra AFB; uygulanan tiim
hayvanlarin siitinde AFM;’e rastlanmistir. Uygulamanin yapildig1r 12-144 saatler arasinda
stitlerdeki AFM; konsantrasyonu artig gostermistir. Stabil hale gelen AFM; konsantrasyonu
216. ve 312. saatlerde azalma gdstermistir. Son uygulamanin yapilmasindan 72 saat sonra

alinan siit 6rneklerinde AFM;’e rastlanmamuistir.

2.5.2. Aflatoksikozis

Aflatoksikozis, genellikle aflatoksin B; tarafindan olusturulan akut, subakut veya
kronik karakterli bir mikotoksikozdur (Arda ve ark. 1997). Ingiltere’de 1960 yilinda
hindilerde, yiiksek mortaliteyle seyreden ve Turkey X Disease olarak adlandirilan akut hepatit
olgusu tlizerinden yapilan arastirmalar hastaligin ithal edilen yiiksek diizeyde aflatoksin igeren
yer fistig1 yemlerinden kaynaklandigii ortaya koymustur. Hastalik 100.000 hindi ve diger
kanatlh tiirlerinin 6liimiine sebep olmustur (Sener ve Yildirim 2000, Weidenbdrner 2001,

Aydin 2007, Anonim 2012a).

30



Insanlar ve tiim hayvan tiirleri aflatoksikoze kars1 duyarlidir. Bu duyarlilik tiir, yas,
cinsiyet, beslenme gibi faktorlere bagh olarak degisiklik gosterir (Agag 2004). Bununla
birlikte siirekli giin 1s1¢ma maruz kalma, Bj, vitamini, kolin, karoteni protein ve yag
igerigince fakir rasyonlarla beslenme durumu aflatoksinlere duyarliligi artirir (Sanl 2002).

Aflatoksikozlarda akut vakalarda goriilen ani Oliimlerin yaninda kronik vakalarda
rastlanilan hepatoseliiler karsinomlar baslica toksik etkileridir (Kensler ve ark. 2011). 1974
yilinda Kuzeybati Hindistanda 397 kisinin etkilendigi ve 106 kisinin 6ldiigli aflatoksikozis
vakasinin 6250-15600 pg/kg aflatoksin iceren musirlarin tiiketilmesinden kaynaklandigi
anlasilmistir (Krishnamachari ve ark. 1975, Weidenborner 2001). Yakin tarihte insanlarda
goriilen bir bagka aflatoksikoz vakasi ise Nisan 2004’te Kenya’da ortaya ¢ikmis ve 125 kisi
hayatin1 kaybetmistir (Lewis ve ark. 2005). Kronik toksikoz sartlari insan sagligina daha
biiytik etki gostermektedir. (Bryden 2007). Asya, Afrika ve Latin Amerika aflatoksinlere
kronik diizeyde daha yiiksek oranda maruz kalmaktadir. Cin ve Afrika’da Sahraalt1 bolgede
yapilan calismalar sonucu IARC tarafindan aflatoksinler insanlar i¢in karsinojen oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte aflatoksikozlar insanlarda genellikle Hepatit B vakalari ile
iligkilidir (Wild ve Gong 2010, Kensler ve ark. 2011). Diinyada her yil goriilen 550.000-
600.000 hepatoseliiler karsinom vakalarmin 25.200 ila 155.000 kadar1 aflatoksin maruziyeti
ile iliskilidir ve tiim hepatoseliiler karsinom vakalarinda aflatoksinlerin roliini % 4.6-28.2
civarindadir. Goriilen vakalarin ¢ogunlugu Sahraalti Afrikasinda, Cin ve Giineydogu Asya’da
gozlenmektedir. Hepatoseliiler karsinom vakalarinin gelismemis iilkelerde goriilme sikligt
gelismis tilkelere nazaran 16-32 kat daha fazladir (Liu ve Wu 2010).

Aflatoksinler, tim canlilar i¢in zehirli olmakla birlikte 6zellikle, tavsan ve domuz
aflatoksine ¢ok duyarl hayvan tiirleridir. Ruminantlar kendi aralarinda farkli direng diizeyine
sahiptir. Sigirlar, koyun ve kegilere oranla aflatoksinlere daha duyarhidirlar. Ayrica,
tektirnaklilar da sigirlara oranla daha direngli hayvanlardir. Kanatlilarda ise aym1 yemle
beslendikleri halde hayvanlar arasinda duyarlilik farkliliklart mevcuttur. Toksinin deriden
difiizyonu minimum diizeydedir. Buna karsin oral ve intraperitoneal emilimi ¢ok hizlidir
(Sener ve Yildirim 2000).

Akut aflatoksin zehirlenmeleri kronik vakalara gore daha seyrektir ve sporadik olarak
karsilasilir. Genel olarak yagli, solgun ve rengini kaybetmis bir karaciger, hemorajiler,
gastrointestinal kanalda kan toplanmasi, bobrekte glomerular nefrit ve akcigerde konjesyonlar

goriilebilir (Weidenborner 2001). Ani 6liim, istahsizlik, anoreksi, depresyon, ataksi, solunum

31



giicliigli, burun akintisi, Oksiirliik, kanli ishal, konviilziyonlar gibi belirtilerle karsilasilir.
Subakut olgularda hayvan nispeten daha uzun siire yasayabilir. Genellikle sarilik,
hipotrombinemi, hematom ve varfarin ile zehirlenmeleri andiran kanli barsak yangis1 gozlenir
(Sanl1 2002).

Kronik vakalar akut vakalar oranla hayvan sagligi agisindan daha 6nemli bir sorun
olusturur. Akut zehirlenmelere kiyasla daha sik ve yaygin olarak goriiliir ve 6nemli ekonomik
kayiplara yol agar. Klinik belirtiler genellikle gézden kactigindan ve belirleyici nitelikte
olmadigindan tanimlanmalari da oldukga zordur. Genel olarak, yemden yararlanma etkinligi
ve biiylime orani diiger. Kil Ortiisii zayiflar, anemi, karin biliylimesi, hafif dereceli sarilik,
depresyon, istahsizlik, immun yanitlarin zayiflamasi, stres kosullarina uyum yeteneginin
bozulmasi, hastaliklara kars1 direncin azalmasi, hastalanma ve 6liim oranlarinin artmasi gibi
belirtilerle karsilagilir. Reprodiiktif etkinlik azalir. Sagmal hayvanlarda siit verimi diiser.
Karacigerde hemoraji ile birlikte konjesyonlar ve nekrotik odaklar mevcuttur. Karaciger
parensim ve safra kanali epitel hiicrelerinde proliferasyon vardir. Immunsupresyon
aflatoksinlerin T hiicreleri ile raksiyona girmesine baghdir. Vitamin K aktivitesi ve
makrofajlarin fagositik aktiviteleri azalir. Bazen hemorajilerle birlikte bobrek konjesyonlar
gortliir. Uzun siireli tiiketim sonucu karaciger kanseri geligebilir. Tiimoér olusumu doza
bagimhidir ve doz artist tiimor olusum siiresini kisaltir. Ratlarda Tavuk ve ordekte
hepatoseliiler karsinomlara ilaveten kolangiyosarkomlar da goriiliir. Bunlarin yaninda
aflatoksinler pulmoner adenom ve traheal karsinom, kolon ve ince barsak karsinomlarina da
neden olabilir (Weidenborner 2001, Sanli 2002, Anonim 2012f). Hayvanlarda kronik toksisite
olusturan dozlar Cizelge 2.12’de gosterilmistir.

Ruminantlar genel olarak tek mideli hayvanlara kiyasla mikotoksikoz vakalarina daha
direngli hayvanlardir. Bunda rumen florasinin mikotoksinleri yikimlama kapasitesinin etkisi
biiyiiktiir. Yemle alinan aflatoksinin biiyiik bir kism1 rumende pargalansa da pargalanmayan
kiiciik ama 6nemli miktarda aflatoksin siite AFM; olarak ge¢mektedir. (Hussein ve Brasel
2001, Pettersson 2004, Fink-Gremmels 2008).

Aflatoksinlerin kismende olsa rumende yikimlandiklarini belirten verilere karsit olarak
Kiessling ve ark. (1984) yaptiklar ¢alismada sigir ve koyun rumen sivilarina inkiibe ettikleri
6 mikotoksinden AFB; ve deoksinivalenoliin rumen sivisindan etkilenmedigini diger
mikotoksinlerin ise parcalandigini gézlemlemislerdir. Bununla birlikte Akkaya (2011) rumen

ortaminda aflatoksin yikimlanmasini tespit ettigi bir ¢alisma gerceklestirmistir. Calismada

32



rumen sivisina inkiibasyonun baglangicinda 6 pg/L olan aflatoksin miktar1 inkiibasyonun 12.

saatinde 1,68 pg/L’ye diismiistiir.

Cizelge 2.12: Aflatoksin B;’in kronik toksisistesi (aflatoksin B; yedirilerek yapilmis denemelerde alinan

sonuglar, Sanli1 2002)

Hayvan Tiirti Yemlerde Bulunan ~ Maruziyet Toksik etkileri
Yogunlugu (ppb) Siiresi
Siit Inegi 1500 4 Hafta Karaciger Hasar1
2400 7 giin
Besi S18ir1 700 * Canli Agirlik Kaybi
Boga 500-700 20 Hafta Ilimli Karaciger Hasar1
Dana 160-200 *
Buzagi 150-200 *
220-440 16 Hafta Karaciger Hasar1
400-500 *
Koyun 500 (ppm olarak) * Etkisiz
Kegi 400 * Etkisiz
700 8 Hafta Oldiiriicii Etki
Kopek 360 10 Hafta Karaciger Hasar1
Tavuk (et tipi pili¢) 500 2-4 Hafta Beslenme Bozuklugu (Besinlerin
Degerlendirilememesi)
600 4-6 Hafta Karkasta Esmerlesme ve Ciiriime, Oliim
600-1000 2-3 Hafta Immunsupresif Etki
1500-2000 2-3 Hafta Canli Agirlik Kayb1 ve Koagulopati
Yumurta Tavugu 600 2 Hafta Yumurta Veriminin Azalmasi
600-1000 2-4 Hafta Yumurta Verimi Azalmasi ve Bozuk
Yumurta Oraninda Artig
Civciv (Giinliik) 75-250 2-7 Hafta Biiytime Gerilemesi ve Yaglh Karaciger
Sendromu
300-1000 2-4 Hafta Karaciger Nekrozu, Hemoraji ve Oliim
Hindi (giinliik) 250-300 4 Hafta Karaciger Hasari, Bilyiimenin yavaslamasi
Ordek (1-7 giinliik) 30 4 Hafta Agir Karaciger Hasar1 ve Oliim
Ordek (10 Aylik) 300-600 1-2 Hafta Oliimler

*Belirsiz slire

Sigirlarda, aflatoksikoz vakalarinda genel olarak gelisme bozuklugu, siit veriminde

diisme, yemden yararlanma oraninda azalma, yaralanmalara karsi asir1 duyarhilik, kan

tablosunda ve bobrek fonksiyonlarinda bozukluklar goriiliir. Immun sistem bozulmus,

infeksiyoz hastaliklara karsi duyarlillk mevcuttur. Hastalarda genel zafiyet, trkeklik,

depresyon, dispne, oksiiriik, burun akintisi, anemi, epistaksis, kanli gaita, konviilsiyon, ishal,
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zayiflama, korliik, salivasyon, kaslarda kramplar1 igeren bir klinik tablo ile karsilagir. Bunun
yaninda kanin pihtilasma siiresinde bozulma, plazmada enzim diizeyinde artma, karacigerde
A vitamini noksanlig1 gibi biyokimyasal degisiklikler de mevcuttur (Arda ve ark. 1997, Aydin
2007).

Akut vakalarda mikotoksine maruz kalma sonrasinda birden bire ve hizli sekilde klinik
belirtiler meydana gelir. Gozlenen belirtiler korliikk, kendi etrafinda donme, yikilma, dis
gicirtist, siddetli 1kinma hareketleri, rektum prolapsusudur. Belirtileri miiteakip 1-2 giin
icerisinde 6liim meydana gelebilir. Oliimciil olmayan zehirlenmelerde kondiisyon kaybi
gozlenir (Sanli 2002). Bu tarz aflatoksikozis olgularina danalar ¢ok duyarlidir. Tasipne,
dispne, nazal akint1 ve kesintili diyare ile idrar gii¢liigii goriilen diger semptomlardir (Sener ve
Yildirim 2000).

Kronik vakalarda karaciger etkilenen organdir. Karacigerde genel degisimler safra
kanali ve sentral vende proliferatif degisiklikler ve karacigerde yag birikimi seklindedir
(Lynch ve ark. 1970). Vaid ve ark. (1981), 110 pg/kg aflatoksin B; igeren yer fistig1 kiispesi
ile uzun siireli beslenme sonucunda sigirlarda kronik aflatoksikoz sekillendigini ve besleme
yapilan dort sigirdan {ligiinde karaciger hasar1 gozlemlediklerini belirtmislerdir.

Helferisch ve ark. (1986), Hereford-Angus melezi (258-270 kg arasi agirlikta) 40
danay1 4 gruba ayrilarak 0, 60, 300 ve 600 ppb aflatoksin igeren pamuk tohumu kiispesi ile
155 giin ad libitum besleyerek gerceklestirdikleri ¢alismada 60 ve 300 ppb aflatoksinin
kontrol grubundan belirgin derecede farklilik gostermedigini ancak 600 ppb dozda beslenen
danalarda yem tiiketimi ve agirlik kazancinda azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Lynch ve ark. (1970), danalarin yemde 0.020 mg/kg AFB;’i tamamiyle tiikettigini
bunun iizerindeki dozlarda tiikketimin azaldigin belirtmislerdir.

Lynch ve ark. (1972), buzagilar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 0-1.0 mg/kg canli
agirlik dozda tek uygulama sonrasi buzagilarin hayatta kaldigini, 1.2-1.6 mg/kg dozda fi¢
buzagidan ikisinin 6ldiigiini ve 1.8 mg/kg dozda ise uygulama yapilan 3 buzaginin tamaminin
Oldiigiinii tespit etmislerdir. Et¢ci melez danalarda 4.5 ay siire ile 300 ppb ve daha altinda
dozlarda beslemede herhangi bir toksik etki gdzlenmemistir.

Van Halderen ve ark. (1989), Giiney Afrika Cumhuriyetinde buzagilarda goriilen 6lim
vakalarin1 incelemis ve Oliimlerin aflatoksinli misir tiiketiminden kaynaklandigini tespit

etmiglerdir. Hayvanlarda viicut agirliginda azalma, parlak tiiyler, daire, rektal prolapsus
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mevcuttur. Histopatolojik olarak karacigerde portal fibroz, safra kanali proliferasyonu
gozlenmistir.

Koyunlar aflatoksine karsi diger hayvanlardan ¢ok daha direnglidirler. Toksikoz
durumlarinda hayvanlarda kanli ishal, salivasyon, hizli solunum, pireksia ve karacigerde
sentrilobular nekrozlar olusabilir (Arda ve ark. 1997, Aydin 2007). Koyunlar i¢in AFB;’in
oral yolla LDsg dozu 2 mg/kg’dir (Sener ve Yildirim 2000).

Fernandez ve ark. (2000), 37 giin boyunca 2 ppm dozda besledikleri kuzularda viicut
agirliginda belirgin bir azalma tespit edememelerine ragmen giinliik canli agirlik kazaniminda
belirgin bir azalma goézlemislerdir. Ayni ¢alismada intoksikasyon periyodunda nétrofillerin
fagositik aktivitelerinde ve immunoglobulin G (IgG) diizeyinde artig da goriilmiistiir.

Battacon ve ark. (2005), 32, 64 ve 128 pg/giin dozda besledikleri koyunlarda
aflatoksin diizeylerinin siit verimine ve hayvanmin sagligina bir etkisinin bulunmadigini

gbzlemlemislerdir.

25.2.1. Tam

Aflatoksikozis olgularmi klinik olarak tamimak c¢ok giigtiir. Ozellikle kronik olgular
gozden kagabilirler. Bunun yaninda patolojik bozukluklar dikumarol-, katran-, bakir-,
tetraklorid-, pirrolizidin alkoloidleri-, mavi yesil alg zehirlenmeleri gibi hemorajik ve
septisemik hastaliklarla karisabilir (Arda ve ark. 1997). Basta oldukca karmasik nitelik
gosteren kronik zehirlenmeler olmak iizere subakut ve akut zehirlenmelerde kesin bir taniya
varilabilmesi i¢in kiiflenme olgular1 ve aflatoksin varligini ortaya koyabilecek toksikolojik
analizlerin yapilmas1 gerekir. Kiiflenmis yem tiiketiminin tespiti taniya yardimci olsa da tiim
kiiflenme olaylarinda aflatoksinlerin bulunmayacagi gibi 6gilitme, peletleme ve karistirma gibi
islemlerle kiiflenme olgular1 tiimiiyle maskelenebilir. Bunun yaninda zehirlenmeye neden
olan yem partisi daha Once tliketilmis olabilir. Klinik belirtiler ve patolojik lezyonlar T-2
toksin, rubratoksin, okratoksin A ve sporidesmin gibi diger mikotoksin ¢esitleri veya varfarin,
dikumarol, komiir katrani, bakir, pirrolizidin alkoloidleri, krotalaria ve karbon tetrakloriir ile
zehirlenme olgulartyla kolaylikla karistirilabilir. Ayirict tanida 6lmiis hayvanlarin karaciger
ve idrarinda aflatoksin ¢esitlerinin varlig1 arastirilir. Ayrica, siipheli yemlerin civeiv, drdek
palazi veya alabaliklara yenilmesi denemesi de yapilabilir. Bunlarin yaninda leptospirozis ve
enfeksiydoz hepatit olgular1 da aflatoksikozislerle karigabilir. Kesin tanida belirtilen

hastaliklarin etken izolasyon ve identifikasyonlar1 yapilabilir (Sanli 2002). Ancak tanida en
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etkili yontem yem maddelerinde mikotoksin varligini ortaya koymaktir. Son yillarda
aflatoksinlerin belirlenmesi ig¢in en ¢ok kullanilan yontemler, HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography), Gaz kromatografi (GC), Ince tabaka kromatografisi (TLC), ELISA
ve florometrik yontemlerdir (Torres-Pacheco 2011).

Aflatoksin analizlerinde pratik olmasi nedeniyle siklikla kullanilan ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) yontemi, antikora baglanmig bir enzimin aktivitesini
arastirmak temeline dayanan kantitatif 6l¢iim yontemidir. Yontemde antijene karsi antikor ya
da antikora kars1 antijen aramak miimkiindiir (Anonim 2012e). Pratikte analiz i¢in hazir kitler
kullanilmaktadir. Aflatoksin analizlerinde kullanilan bir diger yontem olan (Fluorescence
Polarization Immunoassay-FPIA) floresan polarizasyon immun 6lgiimiidiir. ELISA’dan temel
farki, yikama basamaklarinin ve amplifikasyon basamaginin (enzimatik reaksiyon)
kaldirilmasidir. Bu nedenle uygulamasi daha basittir ve daha kisa siirede analiz
gerceklestirilebilmektedir (Ozer 2008). Florometrik yontemler ise 6zgiil antijen-antikor
baglanmasinin gosterilmesinde bazimaddelerin floresans Ozelliklerinden faydalanilalarak
yapilan immiinokimyasal Ol¢iim teknikleridir (Altimisik 2004). Ucuz, hizli ve hassas bir
yontemdir (Hemmila 1985). Ekstraksiyonu yine HPLC analizlerinde oldugu gibi
Immunoaffinite Kolon esasma dayanir (Ozer 2008).

S6z konusu yontemlerin disinda pratikte en ¢ok yer etmis diger analiz yontemleri
kromatografik yontemlerdir. Kromatografi, birbirine yakin 6zellikteki madde karisimlarini
ayirmak i¢in kullanilan giiclii bir ayirma ve saflastirma yontemidir. Farkl tiirde molekiillerin
hareketli bir faz yardimi ile sabit bir fazda degisik hizlarla hareket etmeleri ve bu molekiillerin
sabit faz tarafindan farkli dl¢lide tutulmasina istinaden birbirlerinden ayriminin yapilmasina
olanak saglar (Anonim 2012d, Ozdgiit 2009).

Ince tabaka kromatografisi (TLC) mobil fazin kapillar aktivite ile sabit faz {izerinde
hareket ederken farkli maddelere ait lekeleri siiriikklemesi ve siirliklenme derecesine gore
madde tayini yapilmasi ilkesine dayanir. Gaz kromatografisinde ise ayrimi istenen karisim
buharlasarak tasiyic1 gaz yardimiyla kolona girip, tasinir ve alikonma siirelerine gore tayine
gidilir (Ozogiit 2009). Mikotoksinlerin analizi GC/MS ile yapilabilmekle birlikte diger
sistemler daha pratik oldugundan GC/MS pek tercih edilmemektedir (Ozer 2008). HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), eski kromatografi tiirlerinin iyilestirilmis ve
hizlandirilmis seklidir (Ozogiit 2009).
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Sekil 2.7: Aflatoksinlerin immunoaffinite kolonu ile eliisyonu (Li ve ark. 2011).

i

Numuneye on islemler uygulandiktan sonra kantitatif analiz yapilmasi ilkesine
dayanmaktadir. On islemler numunenin ekstrakte ve filtre edildikten sonra antikor-aflatoksin
baglarinin olustugu kolondan (Immunoaffinite kolonu) gegirilmesi, kolonun yikanip
baglanmamis pigmentlerden ayrilmasi ve HPLC’ye enjeksiyon asamasindan 6nce saf metanol
kullanilarak aflatoksinlerin kolondan toplanmasindan olusur (AOAC 1999).

Son yillarda mikotoksin analiz yontemlerini smirlayan ve konjuge ya da maskeli
mikotoksinler olarak adlandirilan bir faktorden siklikla bahsedilmeye baglanmistir. Maskeli
mikotoksinler, genellikle glikoz gibi daha polar bir substansa bagli mikotoksinlerdir. Bu
maddeler genellikle rutin analiz yontemleriyle tespit edilemezler ve ancak hidrolize
olduklarinda ortaya ¢ikarlar (Berthiller ve ark. 2009). Fusariumlarla enfekte bugday ve
misirda yapilan analizlerde mevceut DON miktarinin % 4-12’si kadar oranda DON-3-glikozid
tespit edilmistir (Berthiller ve ark. 2005). deoksinivalenol-3-p-d-glukozid (D3G)’nin sindirim
sisteminde ugrayabilecegi hidroliz asamalarinin incelendigi bir ¢alismada Berthiller ve ark.
(2011), D3G’nin midede 37 °C’de 24 saat siire ile 0.2 M hidroklorik asit hidrolizine
etkilenmemesine ragmen fungal seliilaz ve sellobiyaz enzimlerince kismen ayristirilabildigini
daha da onemlisi laktik asit bakterilerinin yliksek hidroliz etkisi gosterdigini belirtmislerdir.

Bu durum D3G’nin maskeli mikotoksin olarak nitelenebilecegini gostermistir.

37



Mikotoksinler

oH \m CHs

Hiicre duvariyla birlesme

Makromolekiillere baglanma /
|II ) ),/
) * H H \‘_H J/,/
‘ HO Vakuol
wo oM Coziinmiis Form

Hiicre duvan
Coziinmeyen form
Bagh mikotoksin

CH,

it

1 3
OH
HO

Glukoziltransferaz

& Sitozol

S
sV

Konjuge 1'[ikntuksinj

Faz III Aynilma

Faz I Konjugasyon

Sekil 2.8: Maskeli mikotoksinlerin bitkilerdeki biyotransformasyon mekanizmasi (Berthiller 2012).

Bir bagka ¢alismada Tran ve ark. (2012), misir 6rneklerinde serbest ve konjuge DON
miktarlarin1 aragtirmiglar ve incelenen 86 ornekten 72’sinde konjuge mikotoksin varligina
rastlamiglardir. Konjuge DON varlig1 asit hidroliz sonucu yapilan 6lgtimlerle tespit edilmis ve
yogunlugu oOrnek alinan boélgelere gore farklilik gostermistir. Konjuge DON miktar1 az
yogunlukta oldugu bolgelerde tespit edilen konjuge DON diizeyi <%10 iken en yogun oldugu
bolgede bu miktar1 % 43’1 bulmustur.

Gareis ve ark. (1990), domuzlarda glikozidle konjuge zearalenonun stabilitesini
inceledikleri calismada analizlerde tespit edilemeyen toksinin sindirim sisteminde hidrolize
olarak aktif hale geldigini ve digkida toksin varligi tespit ettiklerini belirtmislerdir. Calisma
sonucunda mikotoksikoz vakalarindan konjuge haldeki toksinlerin de sorumlu olabilecegi
kanaatine varilmigtir. Bununla birlikte konjuge mikotoksinlerle ilgili arastirmalar DON ve
zearalenon {lizerinde yogunlagmis olup, pratikte konjuge aflatoksin olgularina dair ileriki

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.5.3. Aflatoksin Limitleri

Glinlimiizde diinya capinda birgok iilkede aflatoksin limitlerine dair diizenlemeler
yapilmistir. Birgok iilkede aflatoksinin izin verilen diizeyi 50-500 ng/kg arasindadir (Torres-
Pacheco 2011). Aflatoksin igerikli gidalarin detoksifikasyonunda ¢ok basarili yontemlerin
bulunamamasi, bir¢ok tarimsal {iriin ihra¢ eden iilke iirlinlerinin mikotoksinlerle bulasik
olmasi gidalarin ve en az onlar kadar da yemlerin kontrol edilmesini gerekli kilmustir. Tk
olarak WHO, FAO gibi organizasyonlar, gidalarda tolere edilebilecek aflatoksin miktarin1 30
pg/kg olarak belirlemisler ve bu miktardan fazla aflatoksin iceren gidalarin ithal edilmemesi
kararmi almiglardir. Bu smir degerler zaman igerisinde daha da distirilmistir. Ayni
tarihlerde bazi Avrupa iilkeleri WHO ve FAO normlarindan daha diisiik miktarlar
benimsemis, UNICEF gibi kuruluslarin da ¢ocuklar tarafindan tiiketilecek gida maddelerinde
daha diisiik sinir degerlerin saptanmasinda katkisi olmustur (Tunail 2000). Hayvanlar i¢in
genel olarak kabul goren limit aflatoksin diizeylerin iizerinde aflatoksin saptanan yem ve yem
maddeleri kesinlikle hayvanlara yedirilmemeli ya da fiziksel ve kimyasal teknikler
kullanilarak, kontamine yemlerdeki mikotoksinlerin detoksifikasyonuna gidilmelidir (Aydin
2007).

Deneysel calismalar kronik zehirlenmelerin ortaya ¢ikabilmesi i¢in giinliik ortalama
200 ppb veya daha yiiksek diizeylerde aflatoksin alinmasi gerektigi gozlenmistir. Bununla
birlikte 50-200 ppb arasi aflatoksin B;’in yeterli siire alinmasi kromozom bozulmalari,
karaciger hiicreleri ve kanin biyokimyasal yapisinda degisiklikler, protein sentezi
inhibisyonunu igeren subklinik toksikoza sebep olabilir (Sanl1 2002).

Genelde kabul goren kritik aflatoksin diizeyleri musir, arpa, soya vb. gibi tek yem
maddeleri i¢in 0.20 mg/kg (ppm); sigir, koyun ve kegilerin karma yemler i¢in 0.05 mg/kg
(ppm) olarak dikkate alinmalidir (Aydin 2007). 2005/3 no’lu Yemlerde Istenmeyen Maddeler
Hakkinda Teblig kapsaminda Tiirkiye’de yemler i¢in belirlenen yasal diizeyler Cizelge
2.13’te (Anonim 2005), Tirk Gida Kodeksi (TGK) Bulasanlar Yonetmeligine gore gidalar
icin belirlenmis aflatoksin limitleri Cizelge 2.14’te gésterilmistir(Anonim 2011).
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Cizelge 2.13: Tirkiye’de yem maddelerinde aflatoksin B, limitleri (Anonim 2005).

Hayvan Yemi Olarak Kullanilan Uriinler

Aflatoksin B,

Tiim yem maddeleri

Sigir, koyun ve keci tam yemleri; asagidakiler
disinda:

Siit hayvanlari i¢in tam yemler

Buzag1 ve kuzular i¢in tam yemler

Kanatli ve domuz tam yemleri (geng
hayvanlar harig)

Diger tam yemler

Sig1r, koyun ve ke¢i tamamlayict yemleri (sit
hayvanlari, buzagi ve kuzu tamamlayici
yemleri harig):

Kanatli ve domuz tamamlayic1 yemleri (geng
hayvanlar harig):
Diger tamamlayici yemler

ppm diizeyinde kabul edilebilir {ist sinir

(%12 rutubet iceren yeme gore)

0.02
0.02

0.005

0.01
0.02

0.01
0.02

0.02

0.005

Cizelge 2.14: Tirkiye’de gidalar i¢in belirlenmis aflatoksin limitleri (Anonim 2011).

Gida

Maksimum Limit (ug/kg)

AFLATOKSIN

B,

1. Yerfistig1 ve diger yagli tohumlar (dogrudan insan tiiketimine
sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan dnce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan) 8.0
- Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan yerfistig1 ve diger

yagli tohumlar harig

2. Badem, Antepfistig1 ve kayisi cekirdegi

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak

kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi

tutulacak olan)

3. Findik ve Brezilya findigi

12.0

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel iglemlere tabi 8.0

tutulacak olan)

- Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik hari¢

4.  Sert kabuklu meyveler
(Bolim 2 ve 3’de belirtilenler harig)

8.0

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan dnce ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi

tutulacak olan)

B1+B,+G1+G,

15.0

15.0

15.0

15.0

M,




Cizelge 2.14: Tirkiye gidalar i¢in belirlenmig aflatoksin limitleri (devam...)

Yerfistigl, diger yagl tohumlar ve bunlarin iglenmis
iiriinleri
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan)
- Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel yag
harig

5.0

10.0

10.

11.

12.

13.

14.

15

16.

Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan)

Findik ve Brezilya findig1
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan)

- Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik harig

Dogrudan insan tiikketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan Sert kabuklu meyveler ve bunlarin
iglenmis tirtinleri

(Boliim 6 ve 7°de belirtilenler harig)

Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan kurutulmus meyveler

Tahillar, bunlardan elde edilen iiriinler ve bunlarin islenmis
uriinleri (Bo6lim 11, 14 ve 16’de belirtilenler haric)

Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan misir ve piring

Cig siit, 151l islem goérmiis siit, siit bazli tirlinlerin tiretiminde

kullanilan siit

Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;

— Kiarmizibiber (Capsicum spp./bunlarin kurutulmus
meyveleri, tim ve 6giitiilmiis halleri dahil)

— Karabiber (Piper spp./bunlarin meyveleri, akbiber ve
karabiber dahil)

— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

— Zencefil (Zingiber officinale)

— Zerdecal (Curcuma longa)

— Bunlarm bir veya bir ka¢ini igeren karisim baharat

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari

Bebek formiilleri ve devam formiilleri
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil)

Bebekler icin 6zel tibbi amach diyet gidalar

8.0

5.0

5.0

8.0

2.0

5.0

5.0

0.10

0.10

10.0

10.0

10.0

10.0

4.0

10.0

10.0

0.050

0.025

0.025
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2.5.4. Siitte AFM; Olusumu ve Gegis Diizeyini Etkileyen Faktorler

Deneysel veriler ve klinik tecriibeler ruminantlarin mikotoksinlere karsi diger
tiirlerden daha direngli oldugunu gostermektedir. Bu durum rumen florasinin ¢ok sayida
mikotoksini daha diisiik potansiyelde tehdit olusturacak ya da biyolojik aktivitesi diisiik
metabolitlere ¢evirmesiyle alakalidir. Bununla birlikte bazi mikotoksinler rumen florasindan
etkilenmeden ve biolojik aktivitelerini koruyarak gecebilir. Bu durum rumen bariyer
fonksiyonunun mikotoksinlerin direkt olusturduklari antimikrobiyal etkiler ya da
hastaliklardan etkilenmesine bagli gelisebilir ve absorbsiyon orani artar (Fink-Gremmels
2008b). Ozellikle, aflatoksinler gibi diisiik molekiiler agirhikli lipofilik maddeler pasif
diftizyonla absorbe olur (Sekil 9).

Blood and interstitial space

(pH 7.4)
Endothelial cell ————amg—_
Myo-epitheliocyte e - mmmmemmmmmnmmmnee
- i ;_:_-.:JT :l: . -: e
Lactocyte —-—-—hr; 3 1 Colls
1[:;' i (pH 7.1}
Frotein grain - S
4 _(‘_j.'—@"@" p o 4
Droplet of lipid ‘% ;"'} .
= g Milk
(pH 5.5)

Passive diffusion
(possible concentration of hpophilic
xenobiotics in the droplets of lipids)

Sekil 2.9: Toksinlerin difflizyon mekanizmasi (Jouany 2001).

Yiksek siit verimli ineklerde karacigerin yiiksek metabolik aktivitesi nedeniyle
toksinlere karsi oldukca duyarli olmasi siit sigirlarinda riski artirir. Rumende emilen kiigiik
miktarlardaki AFB; karacigerde hepatik mikrozomal sitokrom P450 enzimi araciligiyla
AFM;’e biyotransforme olur (Jouany 2001, Battacone ve ark. 2005).
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Olugan AFM; ya glukronik asitle konjuge olur ve akabinde safra ile atilir ya da
sistemik dolagima gecer (Jouany 2001). Dolasimdaki AFM; ise idrar veya siit ile atilir (Fink-
Gremmels 2008b).

Siit ve siit tirinlerinde AFM; bulunusu insanlar tarafindan biiyiik bir tiiketim diizeyine
sahip olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir (Battacone ve ark. 2009). AFMj, ¢ogunlukla
memeli canlilarin siitlerinde AFB; tiiketimini miiteakip hizlica ortaya ¢ikar (Masoero ve ark.
2007). Calismalar tiiketilen AFB;’in birka¢ saat igerisinde siite AFM; olarak gectigini
gostermistir (Harris ve Staples 2003). 5 kegiye tek doz 0.8 mg AFB; yedirilerek
gerceklestirilen bir ¢aligmada (Battacone ve ark. 2012) tespit edilen AFM; piki, AFB;
alimindan 3 ve 6 saat sonrasinda gozlenmistir. Bir baska ¢aligmada (Battacone ve ark. 2003)
koyunlarda tek doz 2 mg saf AFB; uygulamasindan 24-48 saat sonrasinda AFM; pikleri elde
edilirken 96 saat sonrasinda siitte AFM; e rastlanmadigi bildirilmistir.

Siiteii sigirlarda yemle tiiketilen AFB;’in % 3’1 siite gegmektedir (Diaz ve ark. 2004).
Bununla birlikte aflatoksin emilimi ve siitle aflatoksin M olarak atilimi bireyler arasinda,
giinler arasinda ve laktasyon periyotlarinda farklilik gdsterir. Bununla birlikte siit veriminin
AFM; atilimim etkileyen ana faktor oldugu ve yiiksek siit veriminin daha fazla AFM;
atilimina neden oldugunu belirtilmektedir. Yiiksek verimli siit inekleri yiiksek miktarlardaki
konsantre yem tiiketimi sonucu % 6.2 gibi yiiksek oranlarda bir atilim gosterebilmektedir
(Cizelge 2.15).

Cizelge 2.15: Siit sigirlarinda taginma oraninin hesaplanmasi (Vaka Analizi — Uyarlama, EFSA 2004)

Sigir Siit Verimi Yemle Giinliik Sit AFM; Siitle AFM; Tasimmma
AFB; Tiketimi Diizeyi Atilim Oranm
(CO Rate)
(kg/gilin) (ng/giin) (ng/kg) (ng/giin) (%)
Vaka 1 50 227.5 0.27 13.5 6
Vaka 2 25 265 0.21 5.25 2
Vaka 3 25 35 0.03 0.75 2
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Yiiksek siit verimli ineklerde plazma-siit bariyerindeki degiskenlik yiiksek AFM;
atiliminin nedeni olabilir (Veldman ve ark. 1992, Masoero ve ark. 2007). Bu degisiklikler
bazi sistemik ya da lokal enfeksiyonlardan (mastitis gibi) kaynaklanabilir ve kan ile siit
arasindaki pH degisimini etkiler (Fink-Gremmels 2008b).

AFMj7’in neredeyse AFB;’e yakin olan karsinojenik potansiyeli toksikolojik bulgularin
1s18inda siit ve siit Uriinlerinde maksimum diizey i¢in sinirlamalar getirilmistir. ABD’de
belirlenen maksimum limit 0.5 pg/kg iken Avrupa Birligi, Afrika, Asya ve Latin Amerika’da
bu diizey 0.05 pg/kg olarak belirlenmistir (Masoero ve ark. 2007, Van Egmond 2007, Fink-
Gremmels 2008b). Birgok arastirict tarafindan belirlenen limit degerlerin yeterliligini ortaya
koyma amaciyla bazi ¢alismalar yapilmis, olmakla birlikte siitle AFM; atiliminin tilkemizde
de kabul goren limit deger olan 0.05 ppb diizeyi asmamas1 i¢in hayvanlarin giinliik 40 pg’in
altinda AFB; tiiketmeleri gerektigi (Veldman ve ark. 1992) tavsiye edilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hayvan Gereci

3.1.1.1. isletmelerin Secimi

Ornek alinan igletmeler, Antakya, Samandag ve Yayladag ilgelerini kapsayan alanda
Hatay ili Holstein Damizhik Sigir Yetistiricileri Birligine iiye isletmeler arasindan secildi.
Hayvanlarin isletmeyi temsil edecek say1 ve tiniformitede olmasi amaciyla ortalama hayvan

say1st 8-10 olmasi tercih kriteri oldu. Calismada her isletme bir grup olarak degerlendirildi.

3.1.1.2. Hayvanlarin Sec¢imi

Calisma kapsaminda yukarida belirtilen kriterler dogrultusunda tespit edilen 20
isletmenin her birinden 5’er adet olmak {izere toplam 100 adet siit inegi hayvan gereci olarak
kullanildi. Secilen hayvanlarin, tercinen 3-6 yas araliginda, 350-450 kg agirliginda ve
laktasyonun pik donemi gegirmis (10. hafta ve iizeri) hayvanlar olmasi oncelikli se¢im kriteri
oldu. Bunun yani sira hayvanlarin kronik bir rahatsizliklarinin bulunmamasi ve uzun siireli

ilag tedavisi gérmiiyor olmasi da se¢im kriterleri arasinda yer aldi.
3.1.2. Yem, Siit ve Kan Gereci

Yem gereci, hayvanlarin tiikketimine sunulan karma ve kaba yemlerden olustu. Yem
degisikliklerinin elde edilecek verilerde olusturabilecegi muhtemel farkliliklara engel
olmak amaciyla yemlerin isletmede en az 30 giindiir kullanilan yemler olmasi tercih edildi.
Yem oOrnekleri kaba ve konsantre yemler olarak ayri ayri1 degerlendirilmis ve
orneklenmistir. Ornekleme periyodundan énceki 15 giin boyunca, hayvanlarin meraya
cikis durumlari, sabah ve aksam yemleme diizeyleri ile yem tiiketimleri kaydedildi.
Boylece isletmelerdeki hayvanlarin giinliik yem tiikketimleri en saglikli sekilde
belirlenmeye ¢alisildi. Ornekleme 2010 yili Haziran ay1 sonunda yapildi.
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3.1.2.1. Yem Numuneleri

Yem oOrnekleri, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligimin ilgili yonetmeliginde
belirtilen esaslara (Anonim 1975) uygun olarak alindi. Ornekleme igin el kiiregi ve
silindirik numune alma bastonu (¢uval halindeki numuneler i¢in) kullanildi. isletmelerde
depolanan yemlerden tiim yem miktarin1 temsil edecek sekilde 6rnek alinabilesi adina
y1gmin farkli boliimlerinden alinan ilk numuneler bir araya getirilerek, partinin tamamin
temsil edecek bicimde harmanlama yapildi. Ilk numune sayilar1 ve uygulanan numune
alma yontemi Ergiin ve ark. (2002) bildirdigi sekilde segildi. Yem

hammaddeleri/karmalarinda aflatoksin analizi 3 paralelli ¢aligildi.

3.1.2.2. Konsantre Yemler

Konsantre yem oOrneklerinde isletmelerdeki yem stokuna bagli olarak alman ilk
numune sayisi/miktari, dokme yemlerde 2.5 tona kadar olan partilerde 7, daha fazla yem
bulunan partilerde ise miktara orantili olarak daha fazla sayida, ambalajli yemlerde ise
ambalaj sayis1 ve bilyiikliigiine gore 1-12 adet olacak sekilde belirlendi. Ilk numune
miktarlar1 parca iriligine gore 250-1000 gr arahiginda segildi. Ilk numunelerin
harmanlanmasiyla hazirlanan pagal numuneden ise 500-750 gram olacak sekilde laboratuar
numunesi alindi. Numuneler 1 kg’lik naylon poset icerisine konularak, alinan yem
ornekleri ile 1lgili kayit tutulmasi amaciyla numune poseti lizerine yemin adi, isletmenin
grup numarast yazildi. Laboratuara taginan yem Ornekleri ekstraksiyon islemleri 6ncesinde

-25 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2.3. Kaba Yemler

Kaba yem orneklerinde, isletmelerdeki yem stokuna bagli olarak ilk numune sayisi, 5

tona kadar olan partilerde 10, daha fazla yem bulunan partilerde ise miktara orantili olarak ve

Ergiin ve ark. (2002) belirttigi ton miktarinin 40 katinin karekdkii usuliine uygun olacak

sekilde belirlendi. Ilk numune miktarlari parca iriligine gére 300-1000 gr araliginda

secilmistir. Ilk numunelerin harmanlanmasiyla hazirlanan pagal numuneden ise 500-750 gram

olacak sekilde laboratuar numunesi alindi. Numuneler 1 kg’lik naylon poset icerisine
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konuldu. Alinan yem o&rnekleri ile ilgili kayit tutulmasi amaciyla numune poseti lizerine
yemin adi, igletmenin grup numarasi yazildi. Laboratuara tasinan yem Ornekleri ekstraksiyon

islemleri 6ncesinde -25 °C’de saklandi.

3.1.2.4. Siit Ornekleri

Stit oOrnekleri isletmede rutin olarak kullanilan yemlerin hayvanlara aksam
yemlemesinde sunulmasindan sonraki en az 3-5. saatlerde elle sagim yontemi ile alindi.
Ornekler, her isletmede beser hayvandan toplamda 900-1250 ml olacak sekilde, her
hayvandan ayr1 ayr1 alinan siitler iizerinde isletme ve hayvan kodu yazan 250’ser ml’lik
kaplara kondu. Alinan numuneler derhal soguk zincir altina alinarak, dogrudan giines 1s181na

maruz birakilmadan laboratuara tagindi ve analiz islemlerine kadar -25 °C’de saklandi.

3.1.2.5. Kan Ornekleri

Kan ornekleri siit orneklerinin toplanmasiyla es zamanli olarak her bir hayvandan
vakumlu kan alma igneleriyle antikoagiilansiz vakumlu kan tiiplerine alinarak soguk zincir
altinda laboratuara taginarak on islemler uygulandiktan sonra analiz islemlerine kadar -25

°C’de saklandi.
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3.2.  Yontem

3.2.1.  Orneklerin Analizi

3.2.1.1. Kullanilan Malzemeler

Kullanilan alet ve ekipmanlar;

- HPLC Cihazi (Shimadzu Class VP)

- Shimadzu LC-20AD SP Pompa

- Shimadzu SCL-10A VP Sistem Kontrol Unitesi

- Shimadzu RF-10AXL Floresan Dedektor

- Shimadzu Degasser Prominence DGU 20A;

- Analitik Kolon Spherisorb S5 ODS3 (5um, 25¢cm x 5 mm) ve guard kolon
- Tirevlendirme Cihazi (Kobra Cell-Thomson Z Determmer-Olland TMT)
- Hassas Terazi (0.01 g hassasiyette)

- Blender

- Ultra Saf Su Cihaz1 (Purelab Elga DV 25)

- Whatman No:4 Filtre Kagidi

- Kaba Filtre Kagidi

- Otomatik pipetler (0.1-1-5 mL)

- Laboratuvar Cam Malzemeleri (mezur, erlenmayer, beher, huni, pipet vs.)
- Tiip Karstirict: Vorteks

- 07 Aflaprep immunoaffinite Kolonu (IAK)

- Immunoaffinite kolonu (EASI Extract)

- Santrifiij

- Su banyosu

- Tek kullanimlik Enjektor (50 mL-5 mL)

- Vial (2.5 mL, 5 mL’lik)

Kullanilan kimyasallar;

- Sodyum Kloriir (HPLC Grade-Merck 106404)

- Acetonitril (HPLC Gradient Grade) (CAS NO: Merck 100030)
- Metanol (HPLC Grade-Merck 106008)

- KBr (%99.5 saflikta-Riedel-De Haen Ag 02112)

- Nitrik Asit (%65 saflikta-Merck 100443)

- Ultra saf su (Liquid Chromatography Grade)
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3.2.1.2. Yem Orneklerinin Analizi

Yem numunelerinde aflatoksin analizi HPLC cihazinda AOAC (2003)’nin bildirdigi
metoda gore yapildi. Yem maddelerinde aflatoksin (B1, B,, Gi, G2) tayini igin kullanilan
HPLC-IAK analiz yonteminin prensibi; 6rnege uygulanan 6n islemlerden sonra (6rnekleme,
ekstraksiyon, ekstraktin temizlenmesi, immunoaffinite asamasi, HPLC’ye enjeksiyon)
kantitatif analiz ilkesine dayanmaktadir. HPLC’de kolon sonrasi tiirevlendirme Kobra Cell
cihaz1 kullanilarak yapildi. Yem orneklerinin analizleri Mustafa Kemal Universitesi Fen

Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi (MKUFAM) laboratuarinda gerceklestirildi.

Ornegin hazirlanmasi, ekstraksiyonu ve IAK safhasi;

Homojenize edilmis yem numunesinden 50 gram alinarak 500ml’lik erlene kondu. 5
gram NaCl ve 300 mL ekstraksiyon solventi (% 80 metanol : % 20 su) ilave edilerek
manyetik karistiricida yiiksek hizda 20 dakika stire ile karistirildi. Ekstrakt, Whatman No:4
filtre kagidindan stiziildiikten sonra filtratin 6 mL’ si pipetle alinarak temiz bir behere
aktarildi. Beher tizerine 54 mL PBS eklenerek Immunoaffinite kolonundan gegirilmeye hazir
hale getirildi.

Ikinci asamada Immunoaffinite kolonunun sartlandiriimasi amaciyla 10 mL PBS
saniyede 1 damla olacak sekilde kolondan gecirildi. Sartlandirilan kolondan filtrat+PBS
karisimi  saniyede 1 damla olacak sekilde gecirilerek, ekstrakt igerisinde bulunan
aflatoksinlerin kolonda mevcut antikorlar tarafindan tutulmasi saglandi. Buna miiteakip kolon
15 mL saf su ile yikandi ve sonrasinda kolondan 2-3 defa hava gecirilerek fazla suyun
atilmasi saglandu.

Son asamada eliisyon amaciyla 0.75 mL MeOH yer ¢ekimi etkisiyle kolondan
gegirilerek olusan aflatoksinler bir vialde toplandi. 0.75 mL HPLC dereceli saf su ile kolon
yikanarak bu kisimda ayni vialde toplandi ve bdylelikle 1.5 mL eliiat elde edildi. Eliiat analiz

yapilincaya kadar -25 C’da sakland1 (AOAC 2003).

49



HPLC Safhas:;

HPLC sartlari,

Dalga Boyu : Eksitasyon 360 nm, Emisyon 430 nm
Pompa Akis Hizi : 1 mL/dk

Basing : <98

Enjeksiyon Hacmi : 100 uL

Kolon sicakligt 140 °C

HPLC mobil faz;
MeOH : ACN : Saf su (20:20:60 / v:v:v) + 119 mg KBr + 350uL 4 M HNO3

Kalibrasyon tablosunun olusturulmasi ve hesaplama,

AFB;, AFB;, AFG; ve AFG,’nin 1000 ng/mL konsantrasyonda oldugu sertifikali hazir
mix standart kullanildi (R-BIOPHARM Bx: WK 888/A). Ana stoktan 500 pL alinarak balon
jojede HPLC dereceli metanol ile 5 mL’ye tamamlanarak seyreltildi (1:10). Hazirlanan bu IL
Asama standart soliisyon DS (Diliie Standart) olarak etiketlendi. Daha sonra Metanol: Su
(50:50) igeren diliisyon ¢ozeltisi hazirlanarak Cizelge 3.1°de belirtilen hacimlerde kalibrasyon

standartlar1 hazirland.

Cizelge 3.1: Yem o6rnekleri igin kalibrasyon standartlar

Vial No  Uygulama

1 50 uL DS balon jojede diliisyon ¢6zeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(0.125 ppb B3, 0.125 ppb B,, 0.125 ppb G4, 0.125 ppb G,)

2 100 uL DS balon jojede diliisyon ¢ozeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(0.25 ppb B4, 0.25 ppb B,, 0.25 ppb G4, 0.25 ppb G,)

3 250 uL DS balon jojede diliisyon ¢6zeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(0.625 ppb B, 0.625 ppb B,, 0.625 ppb G4, 0.625 ppb G,)

4 500 uL DS balon jojede diliisyon ¢ozeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(1.25 ppb B4, 1.25 ppb B;, 1.25 ppb G1, 1.25 ppb G,)

5 750 uL DS balon jojede diliisyon ¢ozeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(1.875 ppb By, 1.875 ppb B, 1.875 ppb G4, 1.875 ppb G,)

6 1 mL DS balon jojede diliisyon ¢ozeltisiyle 10 mL’ye tamamlandi.
(2.5 ppb By, 2.5 ppb B,, 2.5 ppb G4, 2.5 ppb G,)
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Cizelge 3.2: Yem analizi i¢in HPLC’ye girilen kalibrasyon degerleri

Vial No AFB; AFB, AFG; AFG;
1. vial 0.125 0.125 0.125 0.125
2. vial 0.25 0.25 0.25 0.25
3. vial 0.625 0.625 0.625 0.625
4. vial 1.25 1.25 1.25 1.25
5. vial 1.875 1.875 1.875 1.875
6. vial 2.5 2.5 2.5 2.5

Bu degerlerle olusturulan kalibrasyon tablosu ile 6 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilerek,
korelasyon katsayisinin en az 0.998 olmasi saglandi. Kolona alinan 0.75 ml metanol ve 0.75
ml saf su ile birlikte 1.5 ml siv1 igerisinde 1 g ornek toplanmis oldu. Bu miktar HPLC
cihazina enjeksiyon yapilan 100 pl nedeniyle 0.06 g 6rnegi temsil etti. Bu orana istinaden

HPLC cihazinda okunan deger 15 ile ¢arpildu.

3.2.1.3. Siit Orneklerini Analizi

Analizin temel prensibi, siit numunesinin direkt olarak aflatoksin Mj’e spesifik
[AK’dan gecirilerek tutulmasi ve IAK’dan asetonitril ile alinarak, yiiksek basing altinda
hareketli bir sivi faz yardimiyla HPLC kolonu igerisinden gegerken belli dalga boylarinda
floresan dedektorii ile okunmasi ilkesine dayanir (EN ISO 14501, 2007; R-Biopharm 2005).

Ornegin hazirlanmasi ve IAK asamasi;

Siit drneklerinin ekstraksiyonu i¢in, su banyosu kullanilarak siit numuneleri 37 °C’ye
wsitilarak, yag katmaninin ayrilmasi amaciyla 4000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij yapilmisg
stit 6rneklerinden 50°ser ml uygun biiytikliikteki siringalar araciligiyla, bu siringalarin ucuna
takilan immunoaffinite kolonlarindan 2-3 ml/dk hizda geg¢irildi. Daha sonra aymi siringa +
IAK sisteminden 10 ml PBS ve daha sonra kolonun kurutulmasi amaciyla siringa + IAK
sisteminden hava geg¢irildi. Eliisyon i¢in immunoaffinite kolonundan 1.25 ml
metanol:asetonitril (20:30 v/v) yer ¢cekimi kuvvetiyle gecirildikten sonra kolondan 1.25 ml

HPLC grade saf su gegirilerek vialde 2.5 ml eluat toplandi (R-Biopharm 2005).
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HPLC Safhas:;

HPLC sartlar,

Dalga Boyu : Eksitasyon 360 nm, Emisyon 430 nm
Pompa akis hiz1 : 1.0 mL/dk

Basing : <98 bar

Enjeksiyon hacmi : 100 pL

Kolon sicaklig :25°C

HPLC Mobil Fazi:

Ultra Saf Su (750 mL) + Asetonitril (250 mL)

Kalibrasyon ¢izelgesinin olusturulmas: ve hesaplama,

Konsantrasyonu 25 ng/mL olan sertifikali AFM; standardindan (Sigma Aldrich
Supelco 46319-U) 40 mikrolitre alinarak {izerine 960 ul asetonitril ilave edilmis ve 1

ng/ml’lik 2. agama ara standart hazirlanmistir.

Cizelge 3.3: Siit 6rnekleri i¢in kalibrasyon standardlart

Vial No Uygulama

1.vial 5 puL 2. agsama standart + 95 pl asetonitril
2.vial 10 pL 2. asama standart + 90 puL asetonitril
3.vial 50 pL 2. asama standart + 50 uL asetonitril
4.vial 2. asama standarttan 100 pL

Her vialden 100 pL enjeksiyon yapilmis ve HPLC de kalibrasyon tablosunu

olusturmak icin asagidaki degerler girilmistir.

Cizelge 3.4: Siit analizi i¢in HPLC’ye girilen kalibrasyon degerleri (ng/ml).

Vial No AFM;
1.vial 0.05
2.vial 0.1
3.vial 0.5
4.vial 1

52



Bu degerlerle olusturulan kalibrasyon tablosu ile 4 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilerek,
korelasyon katsayisinin en az 0.986 olmasi saglandi. 50 ml siit 2.5 ml’de toplandig1 i¢in
diliisyon katsayis1 0.05 olmustur. Diliisyon katsayisi cihaza girildikten sonra enjekte edilen
hacimdeki aflatoksin miktarina (ng/ml) gore elde edilen pik alan1 ve kalibrasyon egrisi cihaz

tarafindan hesaplandi.

3.2.1.4. Kan Orneklerinin Analizi

Kan oOrnekleri 4000 devir/dakikada santrifiij edilerek serumlari ¢ikarildi. Serum
trigliserit (TG), kan iire nitrojen (BUN), kreatinin (CR) ve total protein (TP) seviyeleri 6zel
bir biyokimya laboratuarinda Konelab 60i Clinical Chemistry Analyzer (Thermo Electron Co,
Finland) cihazi ile Thermo marka kitler kullanilarak; serum aspartat amino transferaz (AST),
alanin amino transferaz (ALT), alkalin fosfataz (ASP), gama-glutamil transferaz (GGT)
enzim aktiviteleri ile kolesterol (TC), seviyeleri ise Mustafa Kemal Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Klinik Bilimler Laboratuarinda Refletron Roche Otoanalizor ile Refletron marka

kitler kullanilarak belirlendi.

3.2.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Arastirmada, her bir isletme bir grup olarak kabul edildi. Alinan yem orneklerinde
tespit edilen aflatoksin diizeyleri ile siitte belirlenen AFM; diizeyleri Tiirkiye ve AB’de
kullanilan yasal limitlerle kiyasland1 ve isletmelere gore ylizdelik dilim kullanilarak belirtildi.
Tiiketilen toplam aflatoksin miktarlar ile incelenen kan parametreleri arasindaki ve tiiketilen
AFB; miktarlan ile siitte AFM; olusumu arasindaki korelasyon diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla uygulanan normallik testi sonrast normal dagilim gostermedigi belirlenen veriler
arasinda Spearman korelasyon analizi yapildi (Failla ve ark. 1986). Tiim istatistik analizler
SPSS 16.0 (SPSS Inc. Released 2007. SPSS for Windows, Version 16.0. Chicago, SPSS Inc.)
paket programinda yapildu.
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4. BULGULAR

4.1.Yem Analiz Sonuclar1

Aragtirmada 20 isletmeden toplam 68 yem ornegi analiz edildi. Bu 6rneklerden 46
adedini konsantre yem (% 67.7), 22 adedini (% 32.3) ise kaba yem o6rnekleri olusturdu.
Konsantre yem orneklerinin 15 adeti (% 32.6) siit¢li sigir ve besi sigirlari igin ticari olarak
hazirlanmis karmalardan olusurken, diger konsantre yem orneklerini 11 adet bugday kepegi
(% 23.9), 8 adet arpa (% 17.4), 4 adet fig (% 8.7), 3 adet pamuk tohumu kiispesi (% 6.5), 2
adet bugday (% 4.3), 1 adet arpa+ PTK+ musir karigimi (% 2.2), 1 adet mercimek (% 2.2) ve 1
adet musir (% 2.2) olusturdu. Kaba yem 6rnekleri ise 17 adet bugday samani (% 77.4), 2 adet
yonca kuru otu (% 9.1) ve birer adet musir silaji (% 4.5), pancar (% 4.5) ve kuru ot (% 4.5)

orneklerinden olustu. Calisma kapsaminda ele alinan isletmelerden tiiketilen yemlere dair bir

genel profil tespit edilerek Cizelge 4.1 de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Isletmelerde tiiketilen yemler

Isletme  Konsantre Yem Kaba Yem
1 Siit Yemi Bugday Samani
2 Siit Yemi + Bugday Pancar
3 Siit Yemi + Bugday Kepegi Bugday Samani
4 Siit Yemi + Pamuk Tohumu Kiispesi+ Bugday Kepegi Bugday Samant
5 Siit Yemi + Mercimek Bugday Samani
6 “Kepek, Arpa, Siit Yemi Karmas1” Bugday Samant
7 Siit Yemi + “Arpa, Kiispe (PTK), Mercimek Karmasi” + Bugday Samani
Bugday Kepegi
8 Siit Yemi + Arpa Bugday Samani
9 Arpa + Fig Bugday Samani
10 Stit Yemi + Fig Bugday Samani
11 Siit Yemi + Bugday Misir Silaji + Yonca Kuru Otu
12 Siit Yemi + Fig+ Bugday Kepegi Bugday Samani
13 Pamuk Tohumu Kiispesi+ Bugday Kepegi Bugday Samani
14 Siit Yemi + Arpa + Fig+ Bugday Kepegi Kuru Ot
15 Siit Yemi + Arpa + Pamuk Tohumu Kiispesi+ Bugday Kepegi Bugday Samani
16 Siit Yemi + Arpa+ Bugday Kepegi Bugday Samani
17 Arpa Bugday Samani
18 Besi Yemi + Arpat Bugday Kepegi Bugday Samani + Yonca Kuru
Otu
19 Arpa+ Bugday Kepegi Bugday Samani
20 Misir+ Bugday Kepegi Bugday Samani
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Meteroloji Genel Miidiirliigii’nlin verilerine gore 2010 yili Haziran ayinda Hatay
ilindeki ortalama nem ve sicaklik diizeyleri sirasiyla % 69.4 ve 25.2 °C olarak kaydedildi
(Anonim 2010).

Saha arastirmasi gergeklestirilen 20 isletmenin % 75’inde total rasyonda konsantre
yem olarak siit yemi, diger % 25’lik dilimde ise tek ya da birka¢ konsantre yem maddesinden
olusan karmalarin kullanildig1 belirlendi. Bu tekli veya ¢oklu konsantre yem maddelerini ise
agirlikli olarak bugday kepegi, arpa, fig ve pamuk tohumu kiispesi olusturmaktaydi.
Isletmelerde en ¢ok kullanilan kaba yem bugday samani (% 77.4) iken, kuru ot, pancar ve

silaj kullaniminin diisiik oldugu belirlendi.

4.1.1 Konsantre Yemler

Isletmelerde kullanilan kaba ve konsantre yemlerde tespit edilen AFB; ve toplam
aflatoksin diizeyleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Tiirkiye’de yem maddeleri i¢in yasal olarak
belirlenen aflatoksin B; (AFB;) limit degeri 20 ppb; siit¢ii sigir total rasyonu igin ise 5 ppb’dir
(Anonim 2005, Anonim 2011). Arastirmadan elde edilen bulgulara gore isletmelerin %
45’inden (9 isletme) alinan konsantre yem orneklerinde AFB; diizeyi 5 ppb’nin iizerinde iken,

orneklerin hicbirinde tespit edilen AFB; degerleri 20 ppb diizeyi asmadi.

Sekil 4.1: Konsantre yemlerde tespit edilen AFB; diizeylerinin igletmelere gore dagilima.

Isletme Oram

Aflatoksin B,
Diizeyi

= 0-3 ppb
m3-5ppb
H5-8ppb
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En yiiksek AFB; degeri 7,503 ppb (Isletme 7) iken, sadece 1 isletmeden alinan
konsantre yem Orneklerinde AFB; tespit edilmedi (Isletme 9). Tespit edilen ortalama AFB;

diizeyi ise 4.496 ppb oldu.

Cizelge 4.2: Isletmelerdeki yem &rneklerinde tespit edilen AFB; ve toplam aflatoksin diizeyleri

Isletme AFB;(ppb) Toplam Aflatoksin (ppb)
Konsantre/Kaba Yem  Isletme Konsantre/Kaba Yem Isletme

Toplamm Toplamm

1 3543 | ¥ 3.543 7151 /| ¥ 7.151
2 0.098 / 1571 1.669 0.118 / 2.596 2.714
3 2823 | T 2.823 2897 | ¥ 2.897
4 4983 / 1314 6.297 17235 |/ 3.241 20.476
5 73% /T 7.396 21.640 | ¥ 21.640
6 4758 | T 4.758 5512 / ¥ 5.512
7 7503 /| 2418 9.921 16.342 [ 4.107 20.449
8 0722 | 0.722 1297 | 1.297
9 T [/ 3131 3.131 T | 4914 4,914
10 7166 /T 7.166 18192 / ¥ 18.192
11 3.882 [/ 4711 8.593 4013 / 11.132 15.145
12 6.260 / T 6.260 6581 / T 6.581
13 7.239 | 2420 9.659 22.033 / 2.420 24.453
14 5341 | 2.466 7.807 12,920 / 5.855 18.775
15 6.735 / 6.735 14750 /[ ¥ 14.750
16 5484 | 1.436 6.920 12.807 [/ 3.532 16.339
17 4134 [ 2.158 6.292 4492 [ 2.840 7.332
18 5.217 |/ 0.536 5.753 10.381 / 1.074 11.455
19 4,797 [ 1.968 6.765 5.662 / 5.615 11.277
20 1.847 [ 1.506 3.353 4281 [/ 1.506 5.787
Ortalama 4496 / 1.282 5.778 9415 | 2442 11.857

X: Tespit edilemeyen diizey
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4.1.2 Kaba Yemler

Kaba yem Orneklerinde gerek AFB;, gerekse toplam aflatoksin diizeyleri konsantre
yemlere kiyasla diisiik olarak belirlendi. Belirlenen degerler arasinda Tiirkiye’de yem
maddelerinde AFB; i¢in belirlenen 20 ppb diizeyini gegen 6rnege rastlanmadi. Kaba yem
ornekleri arasinda en yiiksek AFB; degeri 4.711 ppb (Isletme 11) olurken, ortalama AFB;
diizeyi 1.282 olarak tespit edildi. Isletmelerin % 40’inda kaba yemlerde AFB; tespit
edilmezken, Orneklenen 22 kaba yem orneginden hicbirinde AFB; diizeyi 5 ppb diizeyin

tizerinde degildi.

Sekil 4.2: Kaba yemlerde tespit edilen AFB; diizeylerinin isletmelere gore dagilimi

Isletme Oram

Aflatoksin B;
Diizeyi

m (0-1 ppb
m 1-3 ppb
m 3-5 ppb

Mevcut arastirmada incelenen 46 konsantre yem Ornegi arasinda en yiliksek AFB;
diizeyleri ticari karma yemlerde belirlendi. Incelenen 15 ticari karma yem Orneginin %
27’sinde (4 ornek) AFB; diizeyi 5 ppb’nin iizerinde belirlenirken, ortalama AFB; diizeyi
3.812 ppb olarak izlendi. Ticari karma yemler haricinde incelenen diger 31 konsantre yem
ornegi arasinda sadece 1 Ornekte 5 ppb lizerinde (7.239 ppb) AFB; belirlenirken (Pamuk
Tohumu Kiispesi), ortalama AFB; diizeyi 1.142 ppb olarak belirlendi.
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Sekil 4.3: Ticari karma yemlerde AFB; diizeyleri

Ticari Karma Yemler

Aflatoksin B,
Diizeyi

m0-3 ppb
® 3-5 ppb
B 5< ppb

4.2. Siit Orneklerinde Aflatoksin M; (AFM;) Diizeyleri

Arastirma kapsaminda 20 isletmenin her birinden 5’er adet olmak {izere 6rneklenen
toplam 100 siit 6rneginin % 2’sinde AFM; diizeyi limit deger olan 0.05 ppb degerinin
tizerinde belirlenirken, isletmelerin tamaminda ortalama AFM; miktarlarinin Tirkiye igin
belirlenen yasal limitin (0.05 ppb) altinda oldugu tespit edildi (Cizelge 4.3). 20 isletmenin
sadece birinde AFM; miktar1 tehdit sinir1 olarak kabul edilebilecek 0.04-0.05 ppb araliginda
yer alirken, Isletmelerin % 55’inde tespit edilen AFM; miktarlar1 0.02-0.04 araliginda; %
40’lik dilim olusturan 8 isletmede ise 0.02 ppb’nin altinda belirlendi (Sekil 4.4).

Siit verimi ortalamas1 20 Kg/giin ve iistii olan isletmelerden alinan siit drneklerinde
tespit edilen AFM; diizeyi ortalamasi 0.0235 ppb iken, siit verimi ortalamas: 20 kg/giin
diizeyin altinda yer alan isletmelerden alinan siit 6rneklerinde tespit edilen AFM; miktar1 ise
0.0181 ppb olarak belirlendi (Cizelge 4.3). Isletmelerde hayvanlarin giinliik yem tiiketimlerine
gore hesaplanan toplam tiikketilen AFB;’in siite AFM; olarak taginma oranlari incelendiginde

(Cizelge 4.3), minimum tasinma orani (Carry-Over Rate) % 1.56; maksimum taginma orant
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ise % 3.26 olarak belirlendi (Ortalama taginma oran1 % 2.66). Ortalama degerler iizerinden
incelendiginde, 15.987 pg/giin AFB; tiiketen hayvanlarin siitiinde tespit edilen AFM; miktari
0.0214 pg/kg olarak belirlendi. Yemle tiiketilen toplam AFB; diizeyleri ile sit AFM;
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (r*; 0.940) tespit edildi (P<0.01).

Sekil 4.4. Siitteki AFM; diizeylerinin igletmelere gore % dagilimi

Isletme Oram

Siit AFM;
Diizeyleri

= <0.02 ppb
m0.02-0.04 ppb
= (0.04-0.05 ppb
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Cizelge 4.3: Isletmelerde mevcut hayvanlara ait genel profil ve AFB;’in siite AFM; olarak gecis diizeyi

Isletme Tiiketilen Kaba Yemle Konsantre Toplam AFB; Siit AFM; Ortalama AFB;’in siite

No Yem Alinan AFB; Yemle Alinan Tuketimi Diizeyi Sut Verimi tasinma
Miktar1* AFB; orani
(kg/giin) (ng/giin) (ng/gin) (ng/giin) (ng/l) (kg/giin) (%)
1 6.2 0.000 6.838 6.838 0.0091 21.0 2.81
2 8.9 6.928 0.283 7.211 0.0104 19.0 2.75
3 9.6 0.000 8.006 8.006 0.0128 17.4 2.99
4 9.6 4.625 11.628 16.253 0.0214 21.0 2.77
5 12.2 0.000 29.769 29.769 0.0368 25.0 3.09
6 5.9 0.000 10.420 10.420 0.0126 23.0 2.77
7 9.2 8.777 18.182 26.959 0.0372 20.4 2.81
8 8.9 0.000 1.537 1.537 0.0018 20.8 2.41
9 11.3 17.189 0.000 17.189 0.0204 27.0 3.21
10 11.2 0.000 27.870 27.870 0.0337 27.0 3.26
11 22.2 24.627 13.509 38.136 0.0462 26.0 3.15
12 11.1 0.000 19.144 19.144 0.0234 21.0 2.57
13 55 5.881 11.707 17.588 0.0254 10.8 1.56
14 6.9 5.129 7.421 12.550 0.0211 12.4 2.08
15 11.4 0.000 13.317 13.317 0.0182 20.0 2.73
16 7.8 4.480 11.381 15.861 0.0231 17.0 2.48
17 4.4 5.697 7.288 12.985 0.0208 15.0 2.40
18 15.0 2.231 14.608 16.839 0.0211 23.4 2.94
19 6.2 5.156 8.452 13.608 0.0197 14.0 2.03
20 7.7 4.202 3.454 7.656 0.0108 16.8 2.37
Ort. 9.5 4.746 11.241 15.987 0.0214 19.9 2.66

*: Mera beslemesine ilave olarak tiiketilen yem miktar1
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4.3. Biyokimyasal Parametreler

Arastirmada, 20 isletmenin her birinde mevcut beser hayvandan siit 6rneklerine paralel
olarak kan ornekleri de toplanarak, karaciger enzim aktiviteleri (Serum AST, ALT, ALP ve
GGT), serum total protein (TP), kan {ire nitrojen (BUN), kreatinin (CR), kolesterol (TC) ve
trigliserit (TG) diizeyleri (Cizelge 4.4) ve yemle alinan total aflatoksin diizeyleri ile kan

parametreleri arasindaki muhtemel korelasyon da incelendi (Sekil 4.5).

4.3.1. Serum AST Aktivitesi

Mevcut aragtirmada siit ineklerinde serum AST enzim aktivitesi degerleri normal
sinirlar icerisinde tespit edildi. Isletmeler arasinda en diisiik AST degeri 93.76 u/l (isletme 1)
ve en yiiksek AST degeri 166.60 u/l (Isletme 2) olarak belirlenirken, yemle alinan total
aflatoksin diizeyleriyle tespit edilen serum AST aktivitesi arasinda bir korelasyon tespit
edilmedi (Sekil 4.5).

4.3.2. Serum ALT Aktivitesi

Mevcut arastirmada isletmelerin 9’unda (% 45) serum ALT aktivitesi referans
araliginin {istiinde belirlendi. Isletmeler arasinda en diisiik serum ALT aktivitesi 20.28 u/l (18
no’lu isletme), en yiiksek serum ALT aktivitesi 60.24 u/l (7 no’lu isletme) oldu. Tespit edilen
serum ALT aktivitesi ile yemle alinan total aflatoksin diizeyleri arasinda korelasyon tespit

edilmedi.

4.3.3. Serum ALP Aktivitesi

Mevcut arastirmada elde edilen ALP aktivitesi normal sinirlar igerisinde bulunurken,
yemle alinan total aflatoksin ile serum ALP aktivitesi arasinda bir korelasyon tespit edilmedi
(Sekil 4.5). Isletmeler arasinda belirlenen en diisiik serum ALP aktivitesi 34.04 u/l (isletme 6)
iken, en yiiksek serum ALP aktivitesi 66.08 ile 18 no’lu isletmede gozlendi.

61



Cizelge 4.4: Tespit edilen bazi kan parametreleri

GRUP  AST (u/l) ALT (u/l) ALP (u/l) GGT (ull) TC (mg/dl) BUN (mg/dl)  CR (mg/dl) TP (g/dI) TG (mg/dl)
1 93.76 24.48 50.60 20.04 211.00 20.20 1.12 7.30 19.20
2 166.60 40.90 64.56 37.48 272.00 17.00 0.76 5.84 16.00
3 119.80 54.00 48.26 43.42 217.60 27.60 0.94 6.28 18.20
4 129.20 50.62 44.46 23.92 277.80 11.20 0.98 6.96 21.00
5 128.32 30.90 47.76 41.66 140.20 18.40 1.04 6.60 10.60
6 101.22 32.04 34.04 51.52 136.60 15.60 0.96 6.62 18.40
7 126.46 60.24 54.10 30.92 252.00 15.40 0.98 6.28 18.20
8 128.34 47.88 63.04 37.68 239.20 8.40 1.06 6.46 14.80
9 119.80 50.62 59.34 33.04 273.60 17.80 0.84 6.88 13.80
10 115.60 49.84 58.78 33.20 215.80 19.80 0.90 6.44 15.20
11 135.32 52.76 54.84 30.20 268.80 15.40 0.90 6.80 9.40
12 117.54 35.98 63.40 27.44 240.20 14.60 0.98 6.46 7.40
13 113.94 31.72 63.06 27.72 189.80 12.80 0.98 6.46 24.80
14 105.62 31.08 64.04 42.38 162.60 16.60 0.98 6.82 7.80
15 128.40 39.28 41.44 28.62 287.80 19.20 1.04 6.86 8.80
16 96.82 40.20 62.52 23.44 193.60 12.80 0.98 6.96 15.00
17 113.78 31.72 52.40 26.44 124.00 14.60 1.14 6.84 14.00
18 106.00 20.28 66.08 32.10 205.40 16.20 1.08 6.52 6.60
19 107.58 31.44 42.24 23.56 156.60 13.40 0.94 7.14 15.80
20 127.04 33.02 40.44 26.28 211.20 10.00 1.20 7.38 7.60
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Sekil 4.5: Yemle alinan toplam aflatoksin diizeyleriyle kan parametrelerinin korelasyonu

z
Parametre g
15
£ g
2 v g g e
g S 2 S Y
Yemle alinan = = o v 8 o = = =
. 5] — — @) =) a 3= - ks
Total Aflatoksin < = < o) v, v s v/ &

Korelasyon Katsayis1  0.110 0.062  0.050 -0.146  0.057 0.045  -0.070 -0.109 0.010

4.3.4. Serum GGT Aktivitesi

Mevcut arastirmada 20 isletmeden sadece birinde tespit edilen ortalama serum GGT
aktivitesinin siit sigirlar1 i¢in belirtilen referans araliginin iizerinde gozlendi. Isletmeler
arasinda en diisiik serum GGT aktivitesi 20.04 u/l (isletme 1) ve en yiiksek serum GGT
aktivitesi ise 51.52 u/l (Isletme 6) oldu. Yemle alan total aflatoksin diizeyleri ile serum

GGT aktivitesi arasinda bir korelasyon tespit edilmedi (Sekil 4.5).

4.3.5. Kan Lipitleri

Arastirmada elde edilen ortalama TC seviyeleri siitgli sigirlar i¢in verilen referans
araligmin icinde belirlendi. Isletmeler arasinda en yiiksek TC diizeyi 287.8 mg/dl (isletme
15) en diisiik TC seviyesi ise 124 mg/dl (Isletme 17) oldu. Yemle alinan AFB; diizeyleri
ile tespit edilen TC konsantrasyonu arasinda ise bir korelasyon tespit edilmedi (Sekil 4.5).
Diger taraftan isletmelerden % 25’inde bulunan ortalama TG degerleri verilen referans
araliginin altinda tespit edilirken, % 75°lik kisim referans degerler arasinda yer aldi. Tespit
edilen en diisiik TG degeri 6.60 mg/dl (isletme 18) ve en yiiksek TG degeri 24.80 mg/dl
(Isletme13) belirlendi. Yemle alman total aflatoksin diizeyleri ile TG konsantrasyonu

arasinda bir korelasyon tespit edilmedi (Sekil 4.5).
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4.3.6. Kan Ure Nitrojen (BUN)

Isletmelerden sadece birinde siit ineklerinin kan iire nitrojeni (BUN) degerleri
referans araligmim (8-27 mg/dl) iizerinde tespit edildi. Isletmeler arasinda en diisik BUN
degeri 8.40 mg/dl (isletme 8) en yiiksek BUN degeri ise 27.60 mg/dl (Isletme 3) olarak
belirlendi. Yemle alinan total aflatoksin diizeyleri ile BUN degerleri arasinda ise bir

korelasyon tespit edilmedi (Sekil 4.5).

4.3.7. Kreatinin (CR)

Mevcut arastirmada, siit ineklerine ait kan CR degerleri referans araligi igerisinde
belirlendi. Isletmeler arasinda en yiiksek CR diizeyi 1.2 mg/dl (Isletme 20) iken, en diisiik
CR diizeyi 0.76 mg/dl (Isletme 2) oldu. Yemle alian total aflatoksin diizeyleri ile kreatinin

degerleri arasinda korelasyon tespit edilmedi.

4.3.8. Total Protein (TP)

Mevcut arastirmada isletmelerin % 15’inde TP degerleri referans degerlerin (6.3-8.7
g/dl) altinda yer alirken diger isletmelerde elde edilen sonuclar referans degerler arasinda
izlendi. Tespit edilen en diisiik TP degeri 5.84 g/dl (isletme 2), en yiiksek TP degeri 7.38
g/dl (isletme 20) olarak belirlendi. Yemle alinan total aflatoksin diizeyleri ile TP degerleri

arasinda bir korelasyon tespit edilmedi (Sekil 4.5).
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5. TARTISMA

Bitkisel kaynakli yem maddeleri hava, toprak ve suyla siki bir iligki icerisinde
olmasi nedeniyle mikroorganizmal bulasiklik agisindan diger yem maddelerinden daha
riskli bir konumdadir. Bu anlamda; bitkisel kaynakli yemlerde mevcut en Onemli
problemlerden biri mantarlar ve bunlarin {rettigi mikotoksinlerdir. Mantarlar yem
maddelerindeki besin maddelerini tiiketirler. Bu aktivite sonucu yem maddesinin yag
icerigi azalirken su igeriginde artig goriiliir. Ayn1 zamanda protein, amino asit ve vitamin
diizeylerinde azalma meydana gelir. Tane yemler i¢cinde misir, dar1 ve soya fasiilyesi,
bitkisel protein kaynaklar1 arasinda ise pamuk tohumu kiispesi, aycicegi kiispesi ve yer
fistig1 kiispesi mikotoksinler agisindan siiphe duyulmasi gereken yemlerdir (Ergiin ve ark.
2002). Bununla birlikte 6zellikle, kullanilabilir karbonhidrat ve yag igerigine sahip besin
maddeleri daha hizli kiiflenmeye ugrar (Sanl1 2002).

Kaba yem maddelerinde kullanilabilir karbonhidrat ve yag miktar1 konsantre
yemlere oranla daha diisiik oldugu g6z 6niine alindiginda konsantre yemlerin kaba yemlere
oranla daha fazla aflatoksin icerebilecegi sOylenebilir. Bunun yaninda substratin nem
diizeyi de mantar iiremesi iizerine énemli etki yapar. Kuru ot ve saman gibi yem maddeleri
konsantre yemlere kiyasla daha diisiik nem igerirler.

Mevcut arastirmada elde edilen bulgular, basta ticari karma yemler olmak {izere
konsantre yemlerin diger yem maddelerine gore daha yliksek oranda aflatoksin igerdigi
seklindeki onceki c¢alisma bulgulari (Juszkiewicz ve Piskorska-Pliszcynska 1992, Bingol
ve ark. 2007, Udom ve ark. 2012) ile paralellik gostermektedir.

Juszkiewicz ve Piskorska-Pliszcynska (1992), Polonya’da gergeklestirdikleri bir
calismada cesitli donemlerde misir, arpa, bugday, cavdar, yulaf, ticari karma yem ve
protein igerikli konsantre yem Orneklerini AFB; yoOniinden test etmislerdir. Calisma
sonucunda ticari karma yemler ve protein igerikli konsantre yemlerin aflatoksin yoniinden
daha yiiksek oranda kontamine oldugu belirlenmistir. Test edilen ticari karma yemlerin %
13’linde aflatoksin bulunurken, tahillardan ise sadece musir Orneklerinin % 4’linde
aflatoksin tespit edilmistir. Protein icerikli konsantre yemlerde tespit edilen aflatoksin
diizeyi ise 5-500 pg/kg araliginda degismektedir. Benzer sekilde Scudamore ve ark. (1997)
misir iriinleri ve pamuk tohumunda siklikla rastlanilan mikotoksinin aflatoksin oldugunu

belirtmislerdir.
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Udom ve ark. (2012) da Nijerya’da yaptiklart bir calismada siit¢ii sigir konsantre
yemlerinin % 92’sinde AFB; oranimin 5 pg/kg sinirinin {izerinde oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastirma sonunda 6zellikle siit¢ii sigirlar i¢in kullanilan konsantre yemlerinin
AFB; acisindan risk tasidig ifade edilmistir.

Kaba ve konsantre yemlerin aflatoksin yoniinden incelendigi bir baska caligmada
(Bingol ve ark. 2007) konsantre yemlerde kaba yemlere kiyasla daha yiiksek oranda
aflatoksin oldugu belirlenmistir. Bunlara zit olarak Polat (2012), kaba yemlerde konsantre
yemlere oranla daha yiiksek oranda AFB; tespit etmis, kaba yemlerdeki mikotoksin
miktarinin fazla olusunun boélgenin iklim kosullart dogrultusunda bu yemlerin hasat sonrast
iyl kurutulmadan depolanmasi veya iyi muhafaza edilmeyen kaba yemlerin yagmur veya
kar sular1 ile kontaminasyonu sonucu olabilecegini ifade edilmistir.

Diinya ¢apinda gerek ekonomik kayiplara yol agmasi gerekse de insan sagligini
tehdit etmesi nedeniyle siitteki AFM; kalintilar1 biiyiik 6nem tasir (Weidenborner 2001).
Tirkiye de siitler igin AFM; kalint1 limiti 0.05 ppb (50 ppt ya da 50 ng/l) olarak
belirlenmistir (Anonim 2005, Anonim 2011). Bu diizey Avrupa Birliginde de kabul goren
limit deger olmakla birlikte Amerika Birlesik Devletlerin’de FDA (Gida ve ilag Dairesi)
tarafindan belirlenen yasal limit 0.5 ppb’dir (Masoero ve ark. 2007). Ulkemizde siitlerde
AFM; varligin1 ortaya koymak amaciyla bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir.

Aydm 1ili ve ilgelerinde bulunan mandiralardan alinan siit 6rneklerinin incelendigi
bir ¢alismada (Kok 2006), bu orneklerin 0.027- 0.210 ppb araliinda AFM; igerdikleri 8
Ornegin yasal olarak belirlenen AFM; diizeyini astig1, ortalama AFM; diizeyi ise 0.062 ppb
oldugu belirlenmistir.

Aydin ve Denizli illerinden elde edilmis olan siitlerde AFM; prevalansi ve
miktarlarinin arastirildigi bir c¢alismada 81 siit 6rnegi incelenmis ve 20 O6rnegin yasal
siirlarin tizerinde AFM; igerdigi tespit edilmistir. AFM; diizeyleri 5.76-105.45 ng/L
araliginda yer almistir (Hazer 2011).

Laktasyon donemi ve siit veriminin siite aflatoksin tasinimasi iizerine etkilerinin
incelendigi bir arastirmada (Veldman ve ark. 1992), laktasyonun 2-4. haftalar1 ve 34-36.
haftalarindaki ineklere 14 giin boyunca 34-39 ng/giin AFB; yedirilmis, siite aflatoksin
taginma oraninin laktasyonun 2-4. haftasinda bulunan ineklerde % 6.2; 34-36. haftasinda
olan ineklerde ise % 1.8 oldugu belirlenmistir. Ayni arastiricilar 7 ila 57 pg/giin
diizeylerinde aflatoksin tiiketen yiiksek verimli (40 kg/giin) siit ineklerinde siite gegcis
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oraninin (% 3.8), diisiik verimli (16 kg/giin) siit alinan ineklere (% 2.5) gore daha yliksek
oldugunu bildirmislerdir.

Gegis oranlarin arastirildigi bir meta-analiz ¢alismasinda (Pettersson 2004) 1985
oncesinde elde edilen verilerde AFB;’in siite gegis oraninin genel olarak % 0.18-3.24
olarak gozlemlenirken, 1985 sonrasi caligmalarda % 0.32-6.2 araliginda degistigi
belirtilmistir. Rapor edilen ortalama deger % 1.81°dir. Weidenbdrner (2001), de gecis
araliginin % 0.3-3 arasinda degistigini bildirmis, bununla birlikte laktasyonun erken
donemlerindeki ineklerde oranin % 6’ya kadar ¢ikabildigini de belirtmistir.

Siitte AFM; diizeylerine etki eden bir diger onemli faktdr ise mevsimdir. Onceki
caligmalarda gerek yemlerde bulunan aflatoksin diizeylerinin gerekse bu yemleri tiiketen
hayvanlarin siitlerinde bulunan AFM; miktarlarinin mevsimsel etkilerle direkt bagmntil
oldugu ortaya konulmustur.

Ozsunar (2005), bir ¢iftlikte tesadiifi 6rnekleme ile segtikleri 45 inekten Mart ve
Haziran donemlerinde 135 adet siit O0rnegini analiz etmislerdir. Analiz edilen ¢ig siit
orneklerinden 116'sinda (% 86) AFM; bulunurken, 19 6rnekte AFM; tespit edilememistir.
Tespit edilen diizeyler 0.001-0.068 (ort. 0.014) arasinda degismekte olup, pozitif ¢ikan
orneklerden sadece bir tanesi yasal smirlarin (0.05 ppb) lizerinde bulunmustur. Analiz
periyotlarina gére AFM; degisimi incelendiginde, Mart ayindaki yiiksek oranlar Haziran
aymda hizli bir sekilde diigmistiir. Mart ay1 AFM; degerleri 0.008-0.068 (ort. 0.026)
olarak belirlenirken, Haziran ay1 degerleri 0.001-0.006 (ort. 0.002) arasinda tespit
edilmistir.

Sugiyama ve ark. (2008), Ocak, Subat ve Haziran aylarinda topladiklar1 yem ve siit
orneklerinde AFB; ve AFM; kontaminasyonunu Ekim-Subat déneminde Nisan-Haziran
donemine oranla daha yiiksek olarak tespit etmislerdir.

Diger taraftan, Polat (2012) gergeklestirdigi caligmada yorenin iklimsel 6zellikleri
nedeniyle kaba yem olarak kullanilacak bitkilerin hasat mevsiminin genel olarak sonbahar
aylarina denk gelmesi sonucu bu mevsimde kaba yemlerde aflatoksin miktarinin en diisiik,
ilkbahar mevsiminde ise en yiiksek diizeyde tespit edildigini bildirilmistir.

Yaz aylarinda hayvanlarin otlak ya da mera alanlarinda otlamasi da siite gegen
aflatoksin miktarmi etkilemektedir. Bu durum isletmede depolanan yemlerin tiiketiminin
azalmasina ve siite yansiyan AFM; oranlarinin daha diisiik diizeyde seyretmesine neden

olabilmektedir. Weidenborner (2001), siitte AFM; bulunusunun mevsimsel trendini ve
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buna bagli olarak yaz aylarinda goriilen diisik AFM; oranlarmin, bu dénemlerde rasyonda
daha az karma yem kullanimina bagli olabilecegini belirtmistir. Bu durum siitte AFM;
olusumu ve miktaria 6nemli bir etki yapmaktadir.

Ahirda ve merada beslenen hayvanlarin siitlerindeki aflatoksin M; miktarinin
karsilastirilmast amaciyla yapilan bir c¢alismada (Cegen 2009), merada beslenen
hayvanlardan 31 adet ve ahirda karma yemle beslenen hayvanlardan 30 adet siit 6rnegi
aliarak kiyaslanmistir. Merada beslenen hayvanlardan alinan siit 6rneklerinin sadece 1 (%
3.22) tanesinde AFM; tespit edilirken, ahirda kesif yemle beslenen hayvanlardan alinan siit
orneklerinin 23’tinde (% 76.66) farkl diizeylerde AFM; tespit edilmistir. Calisma sonunda
merada beslemenin siitte aflatoksin M; diizeyinin diiglisiine onemli etkisi oldugu
belirtilmistir.

Mikotoksinler basta olmak iizere istenmeyen maddelerin hayvanlara ve hayvansal
orijinli gidalara aktarimini ifade eden gegis ya da taginma orani (carry-over rate) kavrami
lizerine yapilmis calismalarin odak noktasint AFB;’in AFM; olarak siite taginmast
olusturmaktadir. Bununla birlikte hayvana bagli faktérlerin biyotransformasyon tiizerine
yaptig1 Onemli etki nedeniyle hayvansal dokularda genis bir birikme ve depolama
cesitliliginin olusmasi veya degisken diizeylerde siit yolu ile atilim oranlarinin goriilmesi,
bilim adamlar1 arasinda farkli risk degerlendirmeleri yapilmasina neden olmaktadir (Volkel
ve ark. 2011). Bu kapsamda gegis diizeyi i¢in farkl yaklagimlar bulunmasina ragmen daha
kesin bir gegis degerlendirmesi yapilmasi amaciyla ¢ogu arastirict tarafindan (Frobish ve
ark. 1986, Fremy ve ark. 1987, Veldman ve ark. 1992, EFSA 2004) giinliik tiikketilen AFB;
miktarinin giinliik siit verimi ile atilan AFM; miktarina oranlamasi seklinde kullanilmistir.

Mevcut arastirmada, bu yaklagimla tespit edilen taginma oranlari dogrultusunda
giinliik yaklasik 15.987 png AFB; tikketen hayvanlarin siitlerinde 0.0214 ppb diizeyde
AFM; olustugu ve buna gore Tiirkiye ve Avrupa Birligi i¢in siitte belirlenen 0.05 ppb
AFM; diizeyinin asilmamasi i¢in hayvanlarin 37.3 pg/giin diizeyin altinda AFB;
tilkketmeleri gerektigi belirlendi. Bu sonug, Veldman ve ark. (1992)’nin bildirdigi siitte
AFM; limit diizeyinin asilmamast i¢in giinliik maksimum AFB; tliketiminin 40 pg’dan
daha az olmas1 gerektigi yoniindeki bildirisle paralellik gostermektedir. Bununla birlikte
mevcut arastirmada kullanilan hayvanlarin giinliik yem tiiketiminde mera katkisinin da
olmasi risk degerlendirmesinde g6z oniinde bulundurulmalidir. Her ne kadar siitte AFM;

diizeyi yemde mevcut bulunan AFB; miktar ile iligkili olsa da mikrobiyel bozulmaya
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ugramis yemlerin hayvanlar iizerinde yarattiklar1 etkiler, yemdeki mikroorganizma
yogunlugu ve toksin miktarinin yaninda hayvanin irki, yasi, cinsiyeti (Ergiin ve ark. 2002),
yemleme rejimi, hayvanin sagligi, mikotoksinin sindirim orani, mevsimsel faktorler,
karaciger biyotransformasyon kapasitesi ve siit verimi ile de iliskilidir. Bu nedenle
aflatoksin emilimi ve siitle aflatoksin M; olarak atilimi bireyler arasinda, gilinler arasinda
ve laktasyon periyotlarinda farklilik gosterir. Bununla birlikte siit veriminin aflatoksin M,
atitlhmin etkileyen ana faktor oldugu ve yiiksek siit veriminin daha fazla AFM; atilimina
neden oldugu belirtilmektedir. Yiiksek verimli siit inekleri yiiksek miktarlardaki konsantre
yem tiiketimi sonucu % 6.2 gibi yiiksek oranlarda bir atilim gosterebilmektedir (Veldman
ve ark. 1992, Masoero ve ark. 2007).

Yemlerdeki aflatoksin miktarinin siite gecis oranlar1 ve bu orani etkileyen faktorlerle
ilgili yukarida bahsedilen literatiir 1s18inda arastirmada elde edilen bulgularin kimi
literatiirler bulgulariyla benzerlik kimileriyle de farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Ozellikle, yemlerde tespit edilen AFB; diizeyleriyle siitte tespit edilen AFM; diizeyleri
arasinda gozlenen ¢esitliligin isletmedeki hayvanlarin giin igerisinde merada otlamasi ile
iligskili oldugu sdylenebilir. Hayvanlarin mera beslemesinin isletme yemleri tiiketimini
dogrudan etkileyecegi agiktir. Ayrica, laktasyon donemleri itibari ile arastirmada kullanilan
siit ineklerinin pik donemleri ge¢irmis olmalar1 da bir diger 6nemli faktordir. Diger
taraftan, ornekleme doneminin yaz aylarinda yapilmis olmasi da isletmede depolanan
yemlerdeki mikotoksin bulagikligini ve dolayisiyla siite gegis oranlarini etkilemistir.

Bunlara ek olarak yemde tespit edilen AFB; diizeyleri ile siitte tespit edilen AFM;
diizeyleri arasindaki gesitlilige 6dnemli bir etki yapmasi bakimindan maskeli mikotoksin
kavraminin da dikkatle ele alinmasi1 gerekmektedir. Polar substanslara baglanarak rutin
analiz yontemlerinden kacabilen mikotoksinler hayvanin sindirim kanalinda agiga
cikabilmekte ve biyotransformasyon metabolizmasina dahil olabilmektedir (Berthiller ve
ark. 2009). Bu durum yemde tespit edilen nispeten diisiik AFB; diizeylerine ragmen siitte
daha yiiksek oranda AFM; belirlenmesine ve dolayisiyla farkli diizeylerde gecis oranlari
elde edilmesine neden olabilmektedir.

Aflatoksinlerin  sitotoksik etkisine istinaden ikincil nitelikli biyokimyasal
degisiklikler meydana gelebilir. Bu kapsamda serum AST (Aspartat aminotransferaz),
ALT (Alanin aminotransferaz), ALP (Alkalin fosfataz) diizeyleri artis gosterebilir (Sanli
2002). Akut hepatik hasarlarda serum AST ve ALT miktarlar1 genellikle artarken serum
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ALP diizeyi normal seyredebilir. Kolestazis mevcut olan kronik hastaliklarda serum ALP
ve Gamaglutamil transferaz (GGT) artarken serum AST ve ALT normal diizeyde ya da ¢ok
az artig géstermis olabilir. Kronik karaciger hasarlarinda devam eden siirecte tiim enzimler
normal diizeye donebilir.

AST tiim tiirlerde pek ¢ok doku ve organda yaygin olarak bulunur ve organ veya
doku i¢in spesifik degildir (Turgut 2000). Bununla birlikte bu dokulardaki yiiksek
aktivitesi nedeniyle hepatoseliiler ve miiskiiler hasarin ortaya konmasinda kullanilir. Serum
AST aktivitesi biiylik hayvanlar i¢in karaciger hasarmin degerlendirilmesinde ALT ye
oranla daha spesifiktir (Kaneko ve ark. 1997).

Buna karsin AFB;’in serum AST aktivitesini etkilemedigini bildiren ¢ok sayida
sonu¢ mevcuttur. Applebaum ve Marth (1983), giinde 13 gr AFB; ile beslenen Holstein
sigirlarda serum AST aktivitesinin etkilenmedigini tespit etmislerdir. Ayni1 sekilde Akkaya
(2011), yaptig1 calismada sigirlara giinlik 0.6 mg AFB; uygulamasinin serum AST
aktivitesine etkisinin olmadigin1 bildirmistir. Koyunlarda gergeklestirilen bir ¢aligmada
(Battacone ve ark. 2009) da giinlik 1.13, 2.30 ve 5.03 pg/kg diizeylerde AFB; tiiketen
hayvanlarda AST aktivitesini etkilenmedigi tespit edilmistir. Benzer bir sonug da keciler
tizerinde gergeklestirilen bir c¢alismada (Bingdl ve ark. 2007), kaba ve konsantre
yemlerdeki aflatoksin igerigi ile serum AST aktivitesi arasinda bir korelasyon tespit
edilmedigi bildirilmistir.

Mevcut arastirmada belirlenen serum AST aktivitesinin yemle tiiketilen
aflatoksinden etkilenmedigi elde edilen bulgular yukarida zikredilen arastirma bulgular ile
paralellik gostermektedir. Buna karsin, kuzular lizerinde gergeklestirilen bir c¢alismada
(Edrington ve ark. 1994), 35 giin boyunca giinliikk 2.5 mg aflatoksinli yemle beslemenin
serum AST aktivitesini yiikselttigi gézlemlenmistir. Benzer bir sonu¢ da Hereford-Angus
melezi sigirlar iizerinde gergeklestirilen bir ¢aligmada (Helferisch ve ark. 1986) da elde
edilmis, 600 ppb dozda aflatoksinin serum AST aktivitesini artirdigini, ancak daha diisiik
dozlarda (60-300 ppb) ise etkilemedigini bildirilmistir. Wyatt ve ark. (1985), da geng erkek
holstein buzagilara 0-5 ppm arasinda aflatoksin igeren yemle gerceklestirdikleri bir
calismada plazma AST aktivitesinin arttigini goézlemlemislerdir. Ancak arastiricilar bu
sonugta sigirlara yedirilen yemdeki ¢inko katkisinin etkisi olabilecegine, c¢inkonun
aflatoksinin bu enzimler iizerine olan etkisine kismi olarak karsi koyduguna da vurgu

yapmuglardir.
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ALT, at, sigir ve koyunlarda karaciger spesifik bir enzim degilken (Turgut 2000),
genellikle kedi, kopek, tavsan ve ratlarda karaciger hasarinda bir gosterge olarak
degerlendirilir (Kaneko ve ark. 1997). Aym sekilde, serum AST ve ALT’nin yiiksek
aktivitesi canlida enfeksiyon varligini géstermekle birlikte bu enzimlerin diisiik aktivite
diizeyleri ve 6zellikle ALT sigirlar i¢in tanida fazla dnem tasimamaktadir (Simion ve ark.
2010).

Applebaum ve Marth (1983), giinde 13 gr AFB; ile besledikleri 2 Holstein sigirda
yemle verilen AFB;’in serum ALT aktivitesine bir etkisinin olmadigin1 gézlemlemislerdir.
Benzer sekilde Battacone ve ark. (2009) koyunlar iizerinde gerceklestirdikleri bir
calismada 5.03 pg/kg diizeye kadar AFB; alan hayvanlarda serum ALT aktivitesinin AFB;
tilketiminden etkilenmedigini tespit etmislerdir. Mevcut arastirmada benzer sekilde yemle
tiiketilen aflatoksin diizeyi ile serum ALT aktivitesi arasinda herhangi bir korelasyon tespit
edilmemistir. Bunlara zit olarak Akkaya (2011), yaptig1 ¢alismada hayvanlara 0.6 mg
AFB; uygulamasmin serum ALT aktivitesini azalttigin1 gozlemlemistir. Benzeri bir
sonugta aflatoksin igeren kaba ve konsantre yemlerin kegilerin siit ve biyokimyasal
parametrelerine etkilerini incelendigi bir ¢alismada (Bingol ve ark. 2007) elde edilmis ve
yem aflatoksini ile serum ALT aktivitesi arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir.

Serum ALP aktivitesindeki artis, hepatobiliyer obstriiksiyonda gézlenir. Bu artisin
nedeni karaciger hiicrelerinde asir1 ALP iiretimidir (Turgut 2000). ALP oncelikli olarak
bagirsak, bobrek, karaciger ve kemiklerde bulunur. Serum ALP aktivitesi akut ya da kronik
hepatitiste yiikselebilir. Spesifik olmayan ALP’nin serumda ylikselisi birgok tiirde
kolestazisin indikatoriidiir (Kaneko ve ark. 1997).

Applebaum ve Marth (1983) Holstein sigirda giinlik 13 gr AFB;’in serum ALP
aktivitesine bir etkisi olmadigimni bildirmiglerdir. Ayni sekilde, aflatoksin igeren kaba ve
konsantre yemlerin kegilerin siit ve biyokimyasal parametrelerine etkilerinin inceledigi bir
calismada (Bingol ve ark. 2007), yem aflatoksini ile serum ALP aktivitesi arasinda bir
korelasyon tespit edilememistir. Koyunlar tizerinde gergeklestirilen bir baska ¢alismada
(Battacone ve ark. 2009) ise 14 giin boyunca giinliik 1.13, 2.30 ve 5.03 pg/kg diizeylerde
AFB; iceren yemle beslenen hayvanlarda serum ALP aktivitesinin etkilenmedigi
bildirilmistir.

Arastirmada yemle tiiketilen aflatoksin diizeyleri ile serum ALP aktivitesi arasinda

bir korelasyon tespit edilmedigi yoniinde elde edilen bulgular yukaridaki ¢alisma sonuglari
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ile benzerlik gostermektedir. Diger taraftan, Akkaya (2011), yaptigi ¢calismada hayvanlara
0.6 mg AFB; uygulamasinin serum ALP aktivitesini artirdigin1 gézlemlemistir. Bir bagka
calismada Lynch ve ark. (1972) 8 gruba ayrilan 24 erkek Holstein buzagi iizerinde
gerceklestirilen bir ¢alismada 1.8 mg/kg’a kadar farkli diizeylerde tek doz aflatoksin
uygulamasi serum ALP aktivitesini artirdigini tespit etmislerdir. Buzagilar iizerinde
gerceklestirilen bir bagka c¢alismada (Lynch ve ark. (1970) ise giinlik 0.020 mg/kg
diizeyinde aflatoksinin serum ALP aktivitesini artirdigini, ancak bu artisin doza bagimli
oldugu belirlenmistir. Helferisch ve ark. (1986), da Hereford-Angus melezi sigirlar
tizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada 600 ppb dozda aflatoksinin serum ALP aktivitesini
artirdigini tespit etmislerdir. Serum ALP aktivitesinin AFB; alimina bagl olarak arttig1 ya
da etkilenmedigi yoniindeki verilerin aksine Edrington ve ark. (1994) ise kuzulara 35 giin
boyunca giinlik 2.5 mg dozda verilen aflatoksinli yemin serum ALP aktivitesini
diistirdiigiinii gézlemlemislerdir.

Serum GGT aktivitesi birgok dokuda mevcut olmasina ragmen renal sarmal tubuler
epiteli, hepatositlerin kanalcik yiizeyleri ve safra kanali epiteli GGT yoniinden daha yiiksek
bir aktiviteye sahiptir. Bu nedenle Oncelikli olarak karaciger hasarinda belirgin sekilde
artar ve hayvanlarda karaciger hasarmin belirteci olarak kullanilir. Bunun yaninda renal
hastaliklarda idrarda miktar1 artar. Serum GGT aktivitesi genel olarak hepatik orijinlidir ve
at, s1g1r, koyun ve domuzlarda kolestatik hastaliklarda artis gosterir (Kaneko ve ark. 1997).
Casteel ve ark. (1995), karaciger hasarinin klinik olarak belirgin olmayan ilk evresinin
karaciger enzimleri ile tespit edilebilecegini belirtmistir. Arastiricilar GGT nin ¢ogunlukla
hepatositlerin kanalikiiler membranindan salgilanmas1 nedeniyle kiiflerden kaynakli
karaciger hasarlarinda hassas bir belirteci oldugunu ifade etmislerdir. Bununla birlikte
Serum GGT aktivitesi hepatobiliyer obstriiksiyonda artis gosterirken hepatoseliiler
nekrozda artig diistiktiir (Turgut 2000).

Edrington ve ark. (1994) kuzular iizerinde yaptiklar bir ¢alismada 35 giin boyunca
ginlik 2.5 mg aflatoksinli yemle beslemenin, serum GGT aktivitesini artirdigin
gozlemlemislerdir. Bir baska calismada Fernandez ve ark. (1996) da koyunlarda 2.5 ppm
aflatoksin  igeren rasyonla beslemenin serum GGT aktivitesini artirdigini
gozlemlemislerdir. Buna karsin bir¢ok ¢alismada serum GGT aktivitesinin aflatoksinlerden
etkilenmedigi yoniinde bulgular elde edilmistir. Applebaum ve Marth (1983) ise giinliik 13
gr AFB; tiiketiminin Holstein sigirda serum GGT aktivitesine bir etkisinin olmadigini
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gozlemlemislerdir. Koyunlar iizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada (Battacone ve ark.
2009) 1.13, 2.30 ve 5.03 pg/kg diizeylerde AFB; alan hayvanlarda serum GGT
aktivitesinin etkilenmedigi tespit edilmistir. Bingdl ve ark. (2007) da c¢alismalarinda
yemdeki aflatoksin miktar1 ile kan GGT aktivitesi arasinda bir korelasyon tespit
edememislerdir. Benzer sekilde mevcut arastirmada serum GGT aktivitesi ile yemle alinan
aflatoksin diizeyleri arasinda bir korelasyon tespit edilmemistir. Diger taraftan yukarida
bildirilenlerin aksine Akkaya (2011), yaptig1 c¢alismada sigirlara 0.6 mg/gin AFB;
uygulamasinin serum GGT aktivitesini azalttigini tespit etmistir.

Yiiksek dozda aflatoksin tiiketimi bir¢ok organi etkiler ve bu etki sonucunda
ketozis, yagh karaciger sendromu, kuru madde tiiketimi ve siit veriminde azalma gibi
sorunlar ortaya ¢ikabilir (Rodrigues 2008). Sigirlarda serum kolesterol (TC)
konsantrasyonu ile karaciger yag konsantrasyonu ters orantilidir. Karaciger yaglanmasinda
kan TC, trigliserit (TG) ve lipoprotein diizeyleri diisiiktiir. Serum TC konsantrasyonu 5
mg/dl’nin altina diigebilir. Karacigerde ise TG akiimiilasyonu vardir. Hiperkolesterolemi
ise obstriiktif biliyer hastaliklarda olusur (Turgut 2000, Merck 2011).

Koyunlar tizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada (Battacone ve ark. 2009) 1.13,
2.30 ve 5.03 pg/kg diizeyde AFB; aliminin hayvanlarda TC diizeylerini etkilemedigi tespit
edilmistir. Applebaum ve Marth (1983) giinlik 13 gr AFB; ile besledikleri Holstein
sigirlarda yemle verilen AFB;’in TC ve TG degerlerine bir etkisi olmadigini
gozlemlemislerdir. Bunlara zit olarak Akkaya (2011), yaptig1 calismada sigirlara giinliik
0.6 mg AFB; uygulamasinin TC degerlerini azalttigini gozlemlemis, ancak TG
degerlerinin etkilenmedigini tespit etmistir. Diger taraftan Edrington ve ark. (1994) 35 giin
boyunca 2.5 mg/kg aflatoksinli yemle besledikleri kuzularda TC diizeylerinin arttigini
gozlemlemislerdir. Bingdl ve ark. (2007) ise aflatoksin igeren kaba ve konsantre yemlerin
kegilerin siit ve biyokimyasal parametrelerine etkilerini inceledikleri ¢alismada yem
aflatoksini ile TG degerleri arasinda pozitif korelasyon tespit etmislerdir.

Arastirmada gerek TC, gerekse TG degerleri yemle alinan total aflatoksin
diizeylerinden etkilenmemis olup, sonuglar kimi arastirma bulgulariyla (Applebaum ve
Marth 1983, Battacone ve ark. 2009) benzerlik gosterirken kimi arastirma bulgular
(Edrington ve ark. 1994, Bingol ve ark. 2007, Akkaya 2011) ile uyusmamaktadir

Ure nitrojen karacigerde ornitin siklusunda, amonyak metabolizmasinin son {iriinii

olarak kana geger (Turgut 2000). Bobrek, bagirsaklar, salya ve terle atilir. Ruminantlarda
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lire gastrointestinal sisteme salinir ve orada protein {iretimi i¢in amino asitlere veya
amonyaga cevrilir. Karaciger iire iiretimi, protein sindirimi, katabolizmasi ve karaciger
fonksiyonlarina baglhidir. Asir1 protein tiikketiminde veya protein yikimlanmasinda miktari
artarken, karaciger rahatsizliklarinda azalir (Anonim 2012g). Akkaya (2011), yaptigi
calismada hayvanlara 0.6 mg AFB; uygulamasinin BUN degerlerine etkisinin olmadigin
tespit etmistir. Ayni sekilde Battacone ve ark. (2003) da koyunlarda yaptiklari ¢alismada
BUN degerlerinin AFB; uygulamalarindan etkilenmedigini tespit etmislerdir.

Mevcut arastirmada da BUN degerlerinin yemle tiiketilen aflatoksin diizeylerinden
etkilenmedigi tespit edilmistir. Buna karsin Koyunlarin 2.5 ppm aflatoksin igeren rasyonla
21 giin beslendigi bir baska ¢alismada (Fernandez ve ark. 1996), BUN degerlerinin
azaldigini gézlemlenmistir.

Kreatinin (CR) kaslarda kreatin fosfatin nonenzimatik hidrolizinin son iriinii
olarak kana gecer (Turgut 2000). Endojen CR oldukga stabildir. Diyete bagh
faktorlerlerden az oranda etkilenir. Bobrek hasarinin 6lgiimiinde iire nitrojene oranla daha
giivenilirdir. Bununla birlikte ciddi karaciger hastaliklarinda miktar1 azalabilir (Anonim
2012g). Buna karsin bir¢ok calismada CR degerlerinin aflatoksinlerden etkilenmedigi
bildirilmistir. Applebaum ve Marth (1983), giinlik 13 gr AFB; ile beslenen Holstein
sigirlarda yemle verilen AFB;’in CR degerlerine bir etkisi olmadigini gézlemlemislerdir.
Ayni sekilde Akkaya (2011) da yaptig1 ¢aligmada hayvanlara 0.6 mg AFB; uygulamasinin
CR degerlerine etkisinin olmadigini tespit etmistir. Battacone ve ark. (2009) da koyunlar
tizerinde gergeklestirdikleri bir caligmada 1.13, 2.30 ve 5.03 pg/kg diizeylerde AFB; alan
hayvanlarda CR degerlerinin AFB; tiiketiminden etkilenmedigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde mevcut arastirmada da CR degerleriyle yemle alinan aflatoksin miktarlari arasinda
bir korelasyon tespit edilmedi.

Diisiik total protein (TP) miktarlar1 karaciger ya da bobrek hasarlarini isaret
edebilir. Bununla birlikte yiiksek TP diizeyleri ise viral hepatitler gibi kronik yangilarda
goriilebilir (Anonim 2012h). Bunlara ek olarak Ayoub ve ark. (2011), TP miktarmin AFB;
uygulamas: ile diistiigiinii bunun nedeninin ise AFB;’in proteine baglanmasi olabilecegini
belirtmistir. Aflatoksin metabolitleri farkli hiicre proteinleri ile negatif etkilesime gegebilir.
Bunun sonucunda karbonhidrat, lipid ve protein sentezi inhibisyona ugrar. Karaciger
fonksiyonundaki azalmaya paralel olarak kanin pihtillasma mekanizmasinda da

bozukluklar, sarilik ve esansiyel serum proteinlerinin miktarinda azalma meydana gelir
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(Bommakanti ve Waliyar 2012). Bingdl ve ark. (2007) aflatoksin i¢eren kaba ve konsantre
yemlerin kegcilerin siit ve biyokimyasal parametrelerine etkilerini incelemisler ve yem
aflatoksini ile TP degerleri arasinda negatif korelasyon tespit etmislerdir. Buna karsin bir
cok aragtirmada aflatoksinlerin TP degerlerine etkisini olmadig1r yoniinde sonuglar da
alimmistir. Bunlardan birinde Applebaum ve Marth (1983), giinde 13 gr AFB; ile beslenen
Holstein sigirlarda yemle verilen AFBi’in TP degerlerine bir etkisi olmadigim
gbzlemlemislerdir. Benzer sekilde Lynch ve ark. (1970), giinliik 0.020 mg/kg aflatoksinli
yemle beslenen buzagilarda TP diizeylerinin 6nemli derecede etkilemedigini tespit
etmiglerdir. Wyatt ve ark. (1985) da geng¢ erkek holstein buzagilara 0-5 ppm arasi
aflatoksin iceren yemle gergeklestirdikleri ¢calismada TP konsantrasyonunun aflatoksinli
yemden etkilenmedigini gozlemlemislerdir. Koyunlara 21 giin siireyle 2.5 ppm aflatoksin
iceren rasyon verilerek gergeklestirilen bir c¢aligmada (Fernandez ve ark. 1996) TP
degerlerinin etkilemedigi gézlemlenmistir. Yukaridaki sonuglara paralel olarak Battacone
ve ark. (2009) da koyunlar lizerinde gergeklestirdikleri ¢aligmada 1.13, 2.30 ve 5.03 pg/kg
diizelerde AFB; alan hayvanlarda TP degerlerinin etkilenmedigini tespit etmislerdir.
Mevcut arastirmada TP diizeyinin tiiketilen aflatoksin diizeylerinden etkilenmedigi
seklindeki bulgu, yukarida zikredilen arastirma bulgular ile paralellik gostermektedir.
Bunlara zit olarak, Edrington ve ark. (1994) 35 giin boyunca 2.5 mg/kg AFB;’in kuzularda

TP diizeylerini artirdigini goézlemlemislerdir.
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6. SONUC

Mevcut arastirma ile Hatay ilinde faaliyet gosteren 20 siit sigir1 isletmesinde
kullanilan kaba ve konsantre yemlerde AFB; ve total aflatoksin diizeyleri tespit edilerek,
bu yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde AFM; olusumu, yemle tiiketilen AFB;’in siite
tasinma orani ile total aflatoksin (AFB;, AFB,, AFG;, AFG,) diizeylerinin bazi
biyokimyasal parametreler {izerine etkisi incelenmistir. Bu kapsamda ilde siit sigircilig
yapan 20 isletmede bir tarama ¢alismasi gergeklestirilmis, isletmelerde hayvanlarin giinliik
yem tiiketim diizeyleri belirlenmis, bu hayvanlarin tiiketimine sunulan kaba ve konsantre
yemler ile her bir isletmeden segilen 5’er hayvandan siit ve kan 6rnekleri es zamanli olarak
alinarak HPLC cihazi ile aflatoksin analizleri ger¢eklestirilmistir.

Ornek alinan 20 isletmenin % 45’inde konsantre yemlerdeki AFB; diizeyinin 5 ppb
(maksimum 7.503 ppb)’nin {izerinde oldugu, kaba yem orneklerinde ise AFB; miktarinin 5
ppb diizeyi asmadig tespit edilmistir. Isletmelerde tespit edilen ortalama AFB; diizeyleri
ise konsantre yemlerde 4.496 ppb, kaba yemlerde 1.282 ppb olmustur. Ulkemizde yem
maddeleri i¢in belirlenen yasal AFB; limiti 20 ppb, siit sigirlari i¢in total rasyonda
bulunacak AFB; limiti ise 5 ppb olup, yemlerde tespit edilen AFB; diizeyleri yasal
limitlerin altinda yer almaktadir.

Arastirmada her isletmeden 5 siit siir1 olmak tizere toplam 100 hayvandan alinan
stit orneklerinin sadece % 2’sinde AFM; miktar1 Tiirkiye i¢in yasal limit olan 0.05 ppb
diizeyini asmigtir. Bununla birlikte 20 isletmenin tamaminda ortalama AFM; diizeyi yasal
limitin altinda yer alirken, tiim isletmelerin ortalama AFM; diizeyi 0.0214 ppb olarak tespit
edilmistir. AFB;’in siite AFM; olarak tasinma orani ise % 2.66 olmustur (min. % 1.56,
max. % 3.26).

Mevcut arastirmada yemle alinan total aflatoksin miktarlar1 ile serum AST, ALT,
ALP ve GGT aktiviteleri ile kreatinin, kolesterol, trigliserit, total protein ve kan iire
nitrojen diizeyleri arasindaki iliski de incelenmis ve herhangi bir korelasyon tespit
edilememistir.

Arastirmada elde edilen bulgulara gore tiim isletmelerde ortalama AFB; tiiketim
diizeyi 15.987 ng/giin olarak tespit edilmis, lilkemizde ve Avrupa Birliginde siitler i¢in
belirlenen yasal AFM; limitinin asilmamasi i¢in 37.3 pug’mn altinda AFB; tiiketilmesi

gerektigi on gOriilmiistir. Bununla birlikte arastirma bulgular1 farkli bir a¢idan
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degerlendirildiginde elde edilen bulgularin siitte AFM; olusumu agisindan bir risk tagidigi
da soylenebilir. Ornek toplama mevsiminin yaz aylarina tekabiil etmesi ve isletmede
kullanilan yemlerin hayvanlarin mera beslemesine ek olarak verilmesi yemde tespit edilen
AFB; diizeylerinin giinliik yem tiiketimindeki payimnin nispeten az olmasina neden oldugu
ve benzeri bir arastirmanin hayvanlarin giinlik yem tiiketiminde mera beslemesinin
etkisinin azaldig1 ya da tamamen ortadan kalktig1 periyotlarda gergeklestirildiginde siitte
risk olusturacak diizeyde AFM; tespit edilebilecegi 6ngoriilebilir.

Buna ek olarak yemlerde tespit edilen AFB; diizeyleri, arastirmanin
gerceklestirildigi yorede basta konsantre yemler olmak tlizere yem maddelerinin hijyen ve
idaresinde eksiklikler oldugunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda igletmelerde mikotoksin
riskinin azaltilabilmesi amaciyla bazi ek tedbirler alinmasinin gerekliliginden s6z
edilebilir. Ozellikle, yem maddelerinin isletmelerde depolanmas1 asamasinda depolanacak
tirtiniin 6zellikleri ve hasar durumu, ortamin rutubet miktari, 1sis1 ve havalandirma gibi
faktorler dikkatle ele alinmalidir. Hasar gormiis veya fiziki biitiinliigiini yitirmis yem
maddelerinin mantar {iremesi ve mikotoksin kontaminasyonu yoniinden risk tasidigi
unutulmamali, bunun yaninda depolara yeni yem konulmadan once etrafta bir onceki
yemden kalan dokiintii ve kalintilar ile depo veya ambar zararlilarinin lesleri
temizlenmelidir. Duvarlarda bulunan yarik ve ¢atlaklarda birikebilecek yem maddelerinin
mantar liremesine zemin olusturmamasi amaciyla isletme duvarlarinda diizenli olarak
kontroller yapilmalidir. Tarimsal iriinlerin nem igeriginin % 13'i ge¢meyecek sekilde
kurutulmalar1 mantar iiremesi riskinin azaltilmasi ve depolama siiresinin uzatilmasi adina
Oonemli bir kriterdir. Ayrica, yem maddelerinin depolanacaklari alanin zeminine bu
maddeleri topragin neminden koruyacak oOrtiiler serilmesi ve yagmur sularina maruz
birakilmayacak sekilde yerlestirilmeleri mantar gelisimi ve toksin iiretimi riskini
azaltacaktir. Diger taraftan depolarin 1s1 ve nem diizeyinin depolama siiresince sabit
tutulmasi, nem oraninin %55-60’1 ge¢gmemesi ve diizenli olarak havalandirilmasi
saglanmalidir. Ozellikle, yorenin iklimsel &zellikleri nedeniyle depolama alanmin nem
diizeyi dikkatle izlenmeli, uzun siire depo edilecek {irlinler araliklarla havalandirilip,
sogutulmalidir. Diger taraftan yem c¢uvallarinin o&zellikle nemli iklimlerde duvar
kenarlarina gelisi giizel bi¢imde y1gilmas1 mantar iiremesine uygun ortam olusturabilir. Bu
nedenle duvar ve guvallar arasinda ve istiflenen ¢uval siralar1 arasinda bir miktar bosluk

birakilmasi riski azaltacak bir uygulama olacaktir.
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Bitkisel yem ve gida hammaddelerinin diinya genelindeki yogun ticari hareketliligi
g0z Oniine alindiginda basta degisen iklim sartlari, artan ¢evre kirliligi ve ¢cogu gelismekte
olan iilkelerin geleneksel ve yetersiz tarim uygulamalart nedeniyle iretilen yem
maddelerindeki mikotoksin bulasikligr riski artmaktadir. Diinya ¢apinda mantarlarin tarim
tirtinlerine verdikleri ekonomik zararlarin biiyiikliigli yaninda iirettikleri mikotoksinlerin
insan ve hayvan sagligi agisindan olusturdugu tehlike ekonomik boyutun da 6tesinde 6nem
tasimaktadir. Bu baglamda mikotoksinlerin kiiresel yayginligini gosterecek bir diinya
mikotoksin haritasi gereksiniminden sz edilebilir. Bununla birlikte, yem ve gida ithalatgisi
konumundaki iilkemizin diinya genelinde mikotoksin desenini ve yogunlugunu takip
etmesi de olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda tilkemize giren ithal {iriinlere ait bir
mikotoksin envanterinin ¢ikarilmasi ithal {iriinlerde kendi tehdit haritamiz1 ortaya koyacak
ve riskli tlkelerle ithalat islemlerinde ek tedbirler alinabilmesine imkan taniyacaktir.
Ayrica, lilkemizin kendi biinyesinde de bir mikotoksin deseni haritasina ihtiyaci oldugu
aciktir. Boyle bir ¢alisma hem ig tiiketimde saglikli gida iiretimi ve tiikketimine hem de
ithracat rakamlarinin artirilmasina énemli katki yapacaktir.

Bunlara ek olarak mikotoksinlerin sinerjetik etkisi ve maskeli mikotoksinlerin
varligt mikotoksinler tarafindan olusturulan riski daha komplike bir hale getirmektedir.
Ozellikle, son yillarda maskeli mikotoksin olgusundan siklikla bahsedilmeye baslanmistr.
Genellikle, glikoz gibi daha polar bir substansa bagli bu mikotoksinler rutin analiz
yontemleriyle tespit edilememekte ve ancak hidrolize olduklarinda ortaya ¢ikmaktadirlar.
Bu baglamda rutin analiz yontemlerinin bu yonde giincellenmesi ve bu konuda akredite
laboratuarlarin olusturulmasi 6nem tasimaktadir. Ayrica, vaka analizlerinde birden ¢ok
mikotoksin varliginin ya da mikotoksinlerle sinerjetik etki olusturan maddelerin
mevcudiyetinin de goéz Oniinde bulundurulmast gerekmektedir. Bu kapsamda
mikotoksinlerin sinerjetik ve maskeli formlar1 dikkate alinarak analiz yontemlerinin
giincellenmesi ve bu yonde akredite laboratuarlar, dogru tetkiklerin yapilmasi, mikotoksin
tehditini en gercekei sekliyle ortaya koyulmasi ve dogru miidahalelerle ¢oziimler

tiretilmesine imkan tantyabilir.
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