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ONSOZ

Basta ¢ocuk gelisimi olmak tizere insan beslenmesinde 6nemli birer yer tutan siit ve
siit drlinleri, halk saghgini tehdit eden tehlikeleri de beraberinde getirmektedir.
Karsinojenik etkileri ile bilinen ve 6zellikle hayvan yemlerinde bulunusu ile dikkat
ceken Aflatoksin B1 ve bunun canli organizmadaki metabolizma {iriinii olan
Aflatoksin M1, karsinojenik, norotoksik, nefrotoksik, hepatotoksik ve immunsupresif
etkileri ile bu anlamda bilim ¢evrelerinde giindemde kalmaya devam etmektedir.
AFM1' in baglica atilim yolunun siit olusu ve siite uygulanan pastérizasyon ve
sterilizasyon gibi islemlerden etkilenmeyisi, arastirmacilar1 detoksifikasyon

konusunda yeni yollar aramaya tesvik etmektedir.

Sorunla miicadelede, halihazirda gidalarda toksine yonelik olarak kullanilan
zaman alic1 ve maliyetli saptama yontemlerine alternatif gelistirmek ve bdylece yasal
diizenlemelerde belirtilen limitlere uygunlugunu titizlikle denetlemek, bunun yaninda
giday1 toksin agisindan daha giivenli hale getirmek anahtar rolii oynamaktadir.
Diinyanin farkli bolgelerinden bildirilen raporlar, hayvan yemlerindeki Aflatoksin B1
(AFB1) ile siit ve siit triinlerindeki Aflatoksin M1(AFM1)sorununun giiniimiizde
halen ciddiyetini koruduguna isaret etmektedir ve ne yazik ki toksine maruz kalinmasi

ileiligkilendirilen her y1l onlarca hastalik vakasi kayitlara gegmeyi siirdiirmektedir.

Bu tez kapsaminda, Kars’taki ¢iftliklerdeyetistirilen ineklerden elde edilen ¢ig
stitlerde AFM1 seviyeleri ELISA yonteminden yararlanilarak belirlenmistir. Bu
sayede Tirkiye’deki AFM1’e iliskin bilgilere katkida bulunulmus ve Kars’taki

yaygimliginin giincel durumuna 151k tutulmustur.

Tezimin planlanmasinda, yiiriitilmesinde ve gergeklestirilmesinde her zaman
engin bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim danisman hocam Sayin Dog. Dr. Nebahat
BILGE’ ye ve yiiksek lisans egitimim boyunca bana vermis oldugu sonsuz destek,

dzveri ve anlays i¢in esim Hakan DELIGOZ e tiim igtenligimle tesekkiir ederim.
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Vil

OZET

Karsinojenik etkileri ile bilinen ve 6zellikle hayvan yemlerinde bulunusu ile dikkat
¢eken Aflatoksin B1 (AFB1) ve bunun canli organizmadaki metabolizma iiriinii olan
Aflatoksin M1 (AFM1), karsinojenik, norotoksik, nefrotoksik, hepatotoksik ve

immunsupresif etkileri ile bilim ¢evrelerinde giindemde kalmaya devam etmektedir.

Bu nedenle bu tez ile Kars’taki ¢iftliklerde yetistirilen ineklerden elde edilen
¢ig siitlerde ELISA yontemiyle Aflatoksin M1 seviyelerini belirleyerek bolgedeki
yayginligina 151k tutmak ve Tiirkiye’deki AFMI ile ilgili bilgilere katkida bulunmak

amagclanmustir.

Calismada toplam 88 ¢ig siit 6rnegi ELISA teknigi kullanilarakincelenmis ve
%89 oraninda AFM1 varligina rastlanmistir. Kantitatif degerlendirme yapildiginda
orneklerin %33’liniin, Tiirk Gida Kodeksi(TGK) ve Avrupa Birligi (AB)tarafindan
kabul edilenlimitlerin tizerinde AFM1 igerdigi gozlenmistir. Isil islem ile s6z konusu
mikotoksinin yikimlanmadigi géz Oniine alindiginda, bolgede satisa sunulan ¢ig

stitlerin halk sagligin1 tehdit eder durumda oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksin, Aflatoksin M1, ELISA, Siit, Kars.



SUMMARY

Milk toxin AFML1 is one of the most important public health hazards. This toxin is
produced by animals after consuming contaminated feed with AFB1 which is known
for its carsinogenic effects and then excreted in milk. Same as AFB1, AFM1 is also
carsinogenic, neurotoxic, nephrotoxic, hepatotoxic and immunsupressive for humans

and it remains as a popular study subject among researchers.

In this study, it was aimed to determine the occurence of Aflatoxin M1 (AFM1) in raw
milk which was provided from farms in Kars. For that purpose, 88 milk samples were
analyzed for the presence of AFM1 using ELISA. The toxin was detectedin 89% of
samples. According to quantitative evaluation33% of total 88 samples had AFM1
above the legal limits of Turkey and EU regulations. Considering the impossibility of
destruction of that mycotoxin by thermal process, detection of it in raw milk at that

levels was evaluated as potential risk for the public health.

Key Words: Aflatoxin, Aflatoxin M1, ELISA, Milk, Kars.



1. GIRIS

Insan yasaminin her evresinde gerekli olan siit, C vitamini ve demir diginda, 6zellikle
bebeklik, cocukluk, gebelik-emziklilik ve yashlik donemlerinde kemik saglig
acisindan son derece 6nemli olan makro ve mikro besin 6gelerini igerir. Siit proteinleri,
viicuttaki bliylime ve gelismeye katkis1 ve doku farklilagsmalarindaki fonksiyonlarinin
yant sira kalsiyum emilimi ve bagisiklik sistemi iizerinde olumlu etkilere sahiptir,
ayrica kan basincinm diisiirdiigii, kanser riskini azalttigi, viicut agirliginin kontroliinde
rol aldig1 ve dis ciiriiklerine karst koruyucu etkinlige sahip oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte siit, tiim bu yararli etkilerinin yaninda kimi zaman halk sagliginm
tehdit eden mikrobiyolojik ve kimyasal tehlikeler igerebilmektedir. Besin degerini
korurken patojen mikroorganizmalari yok etmek, pastorizasyon ve UHT gibi
uluslararasi normlarda kabul goren 1s1l islemler ile miimkiin olabilmektedir (Besler ve
Unal 2012). Ancak tek hiicreli mantarlarca sentezlenen ve mikotoksin ad1 verilen dogal
kirleticiler, uygulanan bu 1s1l islemlerle yikimlanamamaktadir (Isleyici ve ark. 2012).
S6z konusu mikotoksinlerden biri olan Aflatoksin M1 (AFM1), basta Aspergillus
flavus olmak tizere baz1 Aspergillus tiirleri ile kontamine yemlerde iiretilen Aflatoksin
B1’in (AFB1), hayvan viicuduna alindiktan sonra hidroksillenmesi sonucunda olusan
bir metabolittir ve sonrasinda siit ile viicuttan atildig1 i¢in“Siit toksini” olarak da

bilinir. (Delialioglu ve ark. 2010).

Aflatoksinler gidalart tarlada ekili olduklar1 zamandan baslayarak biiyiime,
hasat, nakliyat, uygun olmayan depolama sartlari, iiretim sirasindaki kosullar ve hatta
hazir gida olarak kullanilan {irlinlin raf omrii esnasinda, kisacas1 ekimden tiiketime
kadar her asamada kontamine edebilmektedir (Girgin ve ark. 2001). Insanlar
aflatoksinlere dogrudan, mesleki maruziyet sonucu veya ozellikle kontamine yemle
beslenmis hayvanlardan elde edilen {iriinler vasitasiyla maruz kalabilirler. insanlar
tarafindan en cok tiiketilen kiimes, kiiciik ve biiylikbas hayvanlarin et, siit, yuamurta ve
bazi organlarinda yapilan saptamalar sonucu elde edilen veriler; cok az miktarda alinan
AFB1’in bile basta karaciger ve diger dokular olmak iizere siit ve yumurtaya da
gecebildigini gostermektedir. Kontamine siitten yapilan peynirlerde, peynirin daha
konsantre bir iiriin olmasi nedeniyle yapildig: siitten 3-3,5 kat daha fazla aflatoksin

tasidig1 bilinmektedir. Yaglara ise yapildigi siitiin 0,5-0,7 kat1 kadar aflatoksin



geemektedir (Girgin ve ark.2001). Bu durumda, insan beslenmesinde 6nemli bir yeri
olan siit ve siit Urlinlerinin AFMI1 ile kontamine olmasi ciddi bir saglik riski
olusturmaktadir. Siitiin yeni dogmus, gelisme ¢agindaki ¢ocuklar gibi zayif bagisiklik
sistemine sahip kisiler tarafindan yogun miktarda tiiketildigi goz Oniine alindiginda
tehlikenin boyutlar1 goriilmektedir. Bu konuda bir 6nlem olarak, pek cok iilke gida ve
yem maddelerinde kabul edilebilir AFB1 miktar1 ile siit ve siit iriinlerinde
bulunabilecek maksimum AFMI1 miktarlarin1 yasalar ile giivence altina almustir.
(Kabak ve Var 2004). Ulkemizin gida ve yem ile ilgili kanunlarinda da sdz konusu
diizenlemeler yer almakla birlikte, siit ve siit iiriinlerinde AFM1 varligi ile ilgili
yapilagelen ¢aligmalar, halk sagligini tehdit edecek seviyelerde AFM1 varligina isaret
etmektedir (Orug, 2003).

1.1.  Genel Bilgiler

Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
mantar cinslerinin sekonder metabolizmasi sonucu olusan, diisiik molekiil agirlikli,

cok ¢esitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir (Girgin ve ark. 2001).

Mikotoksinleri iireten mantarlarin sporlari, riizgar yoluyla, atmosferin gesitli
katmanlar1 da dahil ¢ok uzak mesafelere tasinabilir ve ¢ok genis bir yelpazede gida ve
tarim {irliniinii kontamine edebilirler. Ozellikle Aspergillus tiirleri farkli ¢evresel
kosullar ve substratlarda rahatlikla gelisebilme yetenegine sahiptir. Bulasma, iiretim,
isleme, tasinma ve depolamanin herhangi bir asamasinda meydana gelebilir. Mantarin
gelisimi ve mikotoksin iiretiminde nem, sicaklik, substrat tipi ve besinsel faktorler,
atmosfer oksijen ve karbondioksit diizeyleri, diger mantar tiirlerinin varligi, cografi

konum ve genetik sartlar etkilidir (Girgin ve ark. 2001).

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yemlerin tiiketilmesiyle ortaya ¢ikan
hastaliklar “mikotoksikozis” olarak isimlendirilir. Bu kapsamda karsinojenik,
teratojenik, tremorgenik, hemorajik, dermal, hepatotoksik, nefrotoksik, ndrotoksik
etkiler meydana gelebilmektedir. Bunun yani sira 6liime sebep olabilen akut tablolar
da kendini gosterebilmektedir (Bakirci 2014).



Insan ve hayvan saghg iizerinde giiclii toksik etkiler olusturan bu metabolitlerin
baslicalari, aflatoksin, okratoksin, patulin, zeralenon, trikotesen ve fumonisinlerdir
(Bakarc1 2014).

Ingiltere’de, 1960 yilinda yiiz binden fazla hindi ve diger ¢iftlik hayranlarinin
Olimiiyle sonuglanan salginlar sirasinda “Turkey X” hastaliginin etkeni olarak
tanimlanan aflatoksinler, bilinen 400 mikotoksin arasinda insan saglig1 acisindan en
tehlikelisi olarak kabul edilmektedir (Ergun ve ark. 2006). Ciftlik hayvanlarinin
beslenmesinde yararlanilan yemler yaninda insanlarin diyetinde 6nemli bir yere sahip
olan gida maddelerinin aflatoksin ile kontaminasyonu, diinyanin ¢esitli bolgelerinde
sik karsilagilan bir durumdur. Dolayisiyla bu kontaminasyonlar hem gida giivenligini
etkileyerek halk sagligi agisindan risk olusturmakta hem de tarim endiistrisinde 6nemli

ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius kiiflerinin gida
ve yemlerdeki toksik metabolitleridir (Fink-Grernmels 1999), olusturduklari toksik
etki giicline gore AFB1>AFG1>AFB2>AFQG2 seklinde siralanmaktadir (Yentiir ve Er
2012).

AFM1, en toksik aflatoksin olan AFB1’in metabolik bir tiriintdiir ve AFB1 ile
kontamine yemleri tiiketen hayvanlarin siitleri ile viicutlarindan atilir. Siite uygulanan
islemlerden etkilenmedigi i¢in peynir, yogurt, siit tozu ve tereyagi gibi siit iirlinlerinde

bulunabilir (Fink-Grernmels 1999).

Baslica, Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius kiifleri tarafindan
tiretilen aflatoksinler (Yentiir ve Er 2012), ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga
boylu UV 15181 altinda verdikleri floresan renklere goére B1 ve B2 (Blue - Mavi) ile G1
ve G2 (Green - Yesil) olarak isimlendirilip gruplandirilirlar (Ergun ve ark. 2006).

Aflatoksin B1, kiiflii yemlerle beslenen hayvanlarin siitiine gecerek kazeinle

birlesir ve AFM1 ad1 verilen bir metabolit olusturur (Ergun ve ark. 2006).



1.1.1. AFMY’ in Biyosentezi ve Toksisitesi

AFBI1, asil olarak karacigerin mikrozomal ¢ok fonksiyonlu oksidaz sistemi tarafindan
metabolize edilir. Ancak bunun yaninda tiirlere gore degisen sekillerde farkli

metabolik doniisiimlerden de gegebilir (Mohammadi 2011).

Yemlerle alinan AFB1 6ncelikle enzimlerle diizenlenen hidroliz, rediiksiyon
ve oksidasyon reaksiyonlarini igeren “faz 1” metabolizmasina ugrar. Ardindan
konjugasyon basamagini kapsayan “faz 2” metabolizmasi gelir. AFB1’in faz 1
metabolizmasi ¢ogunlukla cytochrome P450 (CYP450) enzimleri tarafindan katalize
edilen oksidasyon reaksiyonlarindan olusur. CYP450’ler AFB1’den en az ii¢ adet
monohidroksile metabolit {iretimine aracilik eder; bunlar AFM1, AFQ1 ve AFB2a’dur.
AFMI1 ilk kez, kontamine yem ile beslenen sigirlarin ve farelerin siitlerinden izole
edildigi icin “milk toxin” (Siit Toksini) teriminin ilk harfinden yola ¢ikilarak
isimlendirilmistir. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda AFM1’in yalnizca
memelilere 6zgli bir metabolit olmadigi, pek ¢cok memeli harici tiir tarafindan da
karaciger enzimleri tarafindan iiretildigi gozlenmistir. Ornegin, 35 giin boyunca 2,057
ppb diizeyinde AFBI igeren diyetle beslenen piliclerin, basta karaciger ve bobrekler

olmak tizere pek ¢ok viicut dokusunda AFB1 ¢ rastlanmistir (Diaz ve Murcia 2011).

Viicuda alinan AFBI ortalama %1-2 oraninda AFM1’e dontiserek siitle disar1
atilir. Bu oran hayvandan hayvana, giinden giine ve bir sagimdan digerine degisir.
AFM1, AFB!l’in gida ile alinmmini takip eden ilk 12-24 saat igerisinde siitte
saptanabilir ve birkag giin igerisinde oldukga yiiksek diizeylere ulasabilir. AFB1 alim1
son buldugunda siitle atilan AFMI1 konsantrasyonlar1 giderek azalir ve 72 saat
igerisinde saptama limitlerinin altina diiser. Viicuda aliman AFB1 miktar ile siitle

atilan AFM1 arasinda dogru orantili bir iligki s6z konusudur (Mohammadi 2011).

AFB1’in viicuttaki metabolizmas1 Sekil 1’de sunulmustur (Ozkaya ve Temiz
2003).
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Sekil 1. AFB1’in viicuttaki metabolizmasi (Ozkaya ve Temiz 2013).

Aflatoksinler insanlar ve hayvanlarda immun sistemi zayiflatir ve basta
karacigerde olmak iizere kansere yol agar (Fink-Grernmels, 1999). Bunlar i¢inde
AFM1, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi [International Agency For Research on
Cancer (IARC)] tarafindan AFBI ile birlikte en giiglii karsinojenleri igeren Grupl
icerisinde degerlendirilir. Karsinojenik ve immunsupresif etkilerinin yani sira
norotoksik, nefrotoksik, hepatotoksik etkileri de bulunur. Ayrica, siit ya da siit iiriinleri
yoluyla AFM1’e maruz kalan bebeklerde diisiik viicut agirligi, gelisim bozuklugu, baz
yasamsal organ ve dokularin 0Ozellikle merkezi sinir sistemi gelisiminin
tamamlanamamasi, enfeksiyon hastaliklarina duyarlilik ve metabolizma hizinda artis
kendini gosterebilir (IARC, 2002, Yentiir ve Er 2012, Adejumo ve ark. 2013, Shuaib
ve ark. 2010).

1.1.2. Aflatoksin M1’in Gidalarda Bulunusu ve Yaygihgi

Toksijenik sporlarin inhalasyonu veya dogrudan deri ile temasin yani sira anneden
fotiise kordon kaniyla ya da anneden bebege emzirme vasitasiyla gegisler bildirilmis
olsa da mikotoksinlerin insanlara bulagsmasinda en 6nemli yol, kontamine yemlerle
beslenen hayvanlardan elde edilen iiriinler ve kontamine besinlerin tiikketimidir. Az
gelismis veya gelismekte olan iilkelerde besinlerin yaklasik %25’inin mikotoksinler

ve metabolitleri ile kontamine olabilecegi bildirilmektedir (Yentiir ve Er 2012).



Bu alanda, diinyanin farkli bolgelerinde pek ¢ok calisma yapilarak, s6z konusu
baglant1 agik¢a ortaya konulmustur. Ornegin, Cin’in bir bolgesinde karaciger kanseri
oraninin yiksek olmasindan hareketle baslatilan bir arastirmada, yorede iiretilen misir
ve fistik yaglarinin yiiksek oranda AFB1 ile kontamine oldugu saptanmis, ¢calismanin
ilerleyen asamalarinda, bdlgede yasayan insanlardan alinan idrar 6rneklerinde AFM1
varligini ortaya konularak kontamine gida tiiketimi ve kisilerin toksine maruz kalmasi

arasindaki iliskiye aciklik getirilmistir (Zhu ve ark. 1987).

Yine Cin’de yliriitiilen bir bagka calismada, Yangzte Nehri Delta bolgesinde
yer alan 18 mandiradan saglanan siit 6rnekleri incelenmis ve %59,7 oraninda AFM1
kontaminasyonu ile karsilagilmistir. Ayrica kis mevsiminde Aflatoksin
konsantrasyonunun daha yiiksek oranlarda 6l¢iildiigii belirtilerek mevsimsel farkliliga

dikkat ¢ekilmistir (Xiang ve ark. 2013).

Uzakdogu’dan Ortadogu’ya gelindiginde de durum degismemis ve Iran'in
merkez bolgesinde hiper marketlerden alinan 6rneklerden, pastorize siitlerin %71,5 1,
UHT siitlerin ise %62,3’linlin AFM1 ile kontamine oldugu bildirilmistir (Fallah 2010).
Ayrica diger bir ¢alismada, yine Iran'n merkez bolgesinde biiyiik marketlerden aliman
orneklerden, tereyagin %25,8’inin, yogurdun %66, 1’inin, beyaz peynirin %81,9 unun

AFM1 tasidigr belirtilmistir (Fallah 2010).

Arastirmacilar yakin donemde yaptiklar1 calismalarla, Pakistan’in da siit ve
iiriinlerinde AFM1 sorunu ile karsi karsiya olduguna isaret etmislerdir. Ornegin
Pencab sehrinde yiiriitiilen bir ¢alismada, incelenen siit 6rneklerinin %71°1, yogurtlarin
%61°1, beyaz peynirlerin %78’1, krem peynirlerin %59’u, tereyaglarin ise %45’ inde
AFM1 saptanmistir (Zafar ve Rafique, 2013). Yine Giiney Pencab’da 2013-2014
yillart arasinda siit ornekleri toplanarak incelenmis, bunlardan %353°i AB yasal
limitlerini agmak iizere %93’{iniin degisen oranlarda AFM1 ile kontamine oldugu

belirlenmistir (Ismail ve ark. 2016).

Pek ¢ok Avrupa Ulkesinden de sorunun devam ettigini gdsteren raporlar
gelmeyi siirdiirmektedir. Ornegin, Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada, gerek organik
iretim yapan gerekse de geleneksel yontemle yetistiricilik yapan ¢iftliklerden 243 adet

siit ornegi toplanmig, bunlardan %]1,7’sinin AB limitlerini asan diizeylerde AFM1



tagidig1 belirlenmistir. Organik 6rneklerde de toksin kontaminasyonuna rastlanmasi bu
yontemle yetistiriciligin glivenilirligini tartigmali hale getirmistir (Malissiova ve ark.
2013). Yunanistan’da ylriitiilen bir diger tarama g¢alismasinda ise 2009 Kasim'dan
Haziran 2010'a kadar, organik siitler ve bebek devam siitleri de dahil olmak {izere
toplam 196 siit 6rnegi toplanarak AFM1 yoniinden analiz edilmis ve %46,5 oraninda
pozitif sonug ile karsilagilmistir. Her ne kadar sadece iki 6rnekteki diizey, AB yasal
limitlerinin tizerine ¢iksa da kontaminasyonun yaygmligi onemli bulunmustur

(Tsakaris ve ark. 2013).

Makedonya’dan bildirilen bir arastirmada, 2013 ile 2014 yillar1 arasinda
toplanan 3635 ¢ig siit 6rneginin %2,9’unun, yasal limitleri asan diizeyde AFM1 ile
kontamine olduguna isaret edilmistir. Caligmada ayrica yem ornekleri de incelenmis
ve %31,8 oraninda AFB1 kontaminasyonu belirlenmis, buradan hareketle yemden siite

tasinma orani1 %0,22 — 3,47 olarak hesaplanmistir (Dimitrieska-Stojkovi ve ark. 2016).

Kosova’nin baskenti Piristina’da yiiriitiilen bir calismada ise 84 pastdrize ve 94
UHT olmak iizere toplam 178 siit 0rne8i incelenmis ve pastdrize Orneklerin %

83,3’1linlin, UHT orneklerin ise %78,7’sinin AFM1 icerdigi gézlenmistir (Rama 2015).

Hirvatistan’da biraz daha kapsamli bir arastirma yapilmis ve Haziran - Eyliil
2013 donemi siiresince inek, keci, koyun ve esek siitleri taranmis, degisen oranlarda
AFM1 degerleri 6l¢iilmiistiir. Ozellikle inek ve kegi siitlerinde belirlenen seviyelerin

yasal limitlerin iizerinde olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur (Bilandzic ve ark. 2014).

Bir yil sonrasinda, Sirbistan’da 2013 ve 2014 boyunca yiiriitiilen bir
arastirmada ise 678 ¢ig, 438 1s1yla muamele edilmis siit ve 322 siit iiriinii olmak iizere
toplam 1438 6rnek analiz edilmis ve ¢ig siitlerin % 56,3'l, 1siyla muamele edilmis
stitlerin % 32,6' s1, siit lirtinlerinin ise % 37,8’inin icerdigi AFMI1 seviyelerinin, AB

limitlerini agtig1 ortaya konulmustur (Tomasevic ve ark. 2015).

Portekiz’de yapilan bir ¢aligmada, tilkede pazarlanan pastorize ve UHT yarim
yagl siit markalarinin tiimiinii temsil eder nitelikte 40 6rnek incelemeye alinmis ve

%27,5 oraninda AFM1 ile kontaminasyonu ile karsilagilmistir (Duarte ve ark. 2013).



Taramalar Giiney Amerika’nin da problemle yiiz yiize oldugunu gostermistir.
Ornegin, Brezilya’da, Oliveria ve ark. (2013 ) tarafindan 2009’un Temmuz ayindan
Kasim’a kadar yiiriitiilen arastirmada, test edilen 75 UHT siit 6rneginden %30,7’sinin
AFMI1 yoniinden pozitif oldugu saptanmustir. Takip eden yilda yapilan ¢alismada ise
incelenen ¢ig ve konsantre siit 6rneklerinin yalnizca AFM1 igerdigini ancak pastorize
ve UHT siitlerin AFM1’in yan1 sira AFB1 ile de kontamine oldugunu ortaya
cikarmiglardir. Buradan hareketle her iki toksinin birden varligini saptayacak
yontemlerin tizerinde ¢alisilmasi gerektigini savunmuslardir (Scaglioni ve ark. 2014).
Ayni iilkede yapilan bir diger aragtirmada da 152 UHT siit 6rnegi analize alinmis ve
bunlardan %87,5’inin AFM1 ile kontamine oldugu goriilmiistiir (Silva ve ark. 2015)

AFM1 kontaminasyonlart Afrika Kitasi’'ndan da bildirilmeye devam
etmektedir. Bu raporlardan birinde arastirmacilar, Fas' in Fez sehrinde Ekim 2019 ile
Eylil 2010 arasinda toplanan ¢ig siit drneklerinden, %8’1 AB limitlerinin {izerinde
olmak tizere toplamda %27’sinin AFM1 yoniinden pozitif oldugunu ifade etmislerdir

(Marnissi ve ark. 2012).

Bununla birlikte Adejumo ve ark. (2013), Nijerya'da siit ve siit Uriinlerinde
AFMI1 varligina ve maruziyet riskine iligkin verilerin son derece siirli olduguna
dikkati ¢ekmislerdir. Arastirmacilar, {ilkenin bazi bdlgelerinden elde edilen siit
orneklerinde toksinin saptanmadigini, bazilarinda ise siitlin yani sira yogurt ve
dondurma Orneklerinde de degisen miktarlarda AFM1 kontaminasyonu

bildirmislerdir.

Kontamine siitlerden elde edilen iiriinlerde de dikkati ¢ceken diizeylerde AFM1
ile Kkarsilagilmasi, bu toksinden kaynaklanan probleme ayr1 bir boyut
kazandirmaktadir. Ornegin dondurma bilesimine kontamine siit veya siit tozu
eklenmesi halinde, pastorizasyon ya da sterilizasyon gibi 1s1 uygulamalarindan
etkilenmeyen toksin, {iriinde de kendini gostermektedir (Ossa ve ark. 2015). Lee ve
Lee (2015), Kore’de yiiriittiikleri bir arastirma ile kontamine materyalden iriine
tasinmaya Ornek teskil edecek sonuglar elde etmislerdir. Calismada, aromali siit,
icilebilir nitelikte yogurt, siit tozu, dondurma ve serbet Ornekleri AFM varligi
acisindan analize alinmis ve en yiliksek AFM1 kontaminasyonun (% 74 ) siit tozunda

olduguna dikkat cekilmistir. Bunu dondurma (% 36), yogurt (%14), siit (%6) ve



serbetin (%06) izledigini bildirilmis, ayrica daha diisiik oranlarda da olsa tiim
orneklerde AFM2’ye rastlandigi ifade edilmistir (Donghun ve Kwang-Geun 2015).
Ayrica, Arjantin ve Brezilya’da da siit tozu 6rneklerinin 0,1°den 0,92 pg/kg’a degisen
diizeylerde AFM1 ile kontamine oldugu bildirilmistir (Londofio ve ark. 2013).

Ne yazik ki iilkemizde de gerek siit gerekse siit iirlinlerinde AFM1 varligina
iliskin pek cok makale yaymlanmistir. Bunlardan birinde Kabak ve Ozbey (2012),
inceledikleri 40 UHT siit Orneginin %70'inin AFM1 icerdigini ve ikisindeki
kontaminasyon diizeyinin AB yasal limiti olan 0,05pg/I’nin iizerinde oldugunu

bildirmistir.

Adana’da 2012 yil1 siiresince yliriitiilen bir arastirmada ise 176 ¢ig siit ornegi
incelenmis, bunlardan 30°u yasal limitlerin iizerinde olmak {izere 53’iiniin ( %30,1)

Aflatoksin M1 ile kontamine oldugu belirlenmistir (Golge 2014).

Tekingen ve ark. (2008) yiiriittiikleri bir calismada bes biiylik sehirden
(Istanbul, izmir, Kayseri, Konya, Tekirdag) elde ettikleri 100 krem peynir érneginin
%99’unun ve 92 tereyag Orneginin tamaminin AFMI ile kontamine oldugunu ve
tereyag oOrneklerinin %28’inin, krem peynir Orneklerinin %18’inin igerdigi AFM1
seviyelerinin Tiirk Gida Kodeksinde (TGK) izin verilen maksimum limitleri astigini

bulmusglardir.

Yaroglu ve ark. (2005), inceledikleri 600 peynir 6rneginden (200 beyaz peynir,
200 kasar peyniri, 200 islenmis peynir) %1’i TGK’de belirtilen yasal limiti asmak
tizere toplamda %5 ’inin AFM1 igerdigini belirtmislerdir.

Aycicek ve ark. (2005), Ankara’da satisa sunulan 223 siit 6rneginin (49 peynir,
53 kasar peyniri, 27 tereyag) %90,58’inde AFMI igerigine rastlamiglar ve
%8,52’sindeki AFM1 seviyesininTGK yasal limit degerinin iizerinde oldugunu
bildirmislerdir.

Kamber (2005), Kars’ta yaptig1 bir ¢alismada, 30 kasar ve 30 ¢ecil peynir
ornegini incelemis ve tamaminda AFMI1 varligim tespit etmistir. Kasar peyniri
orneklerinin%20’sinin ve ¢egil peyniri Orneklerinin %13 iiniin TGK’deki limit

degerlerini astigini1 raporlamistir.
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Sezer ve ark. (2014) Kars’ta iiretilip ambalajsiz olarak satisa sunulan 50 adet
dondurma Ornegini incelemisler ve %100’iinde AFM1 oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte 6rneklerin %34 {iniin TGK’de siit ve siit iirlinleri i¢in belirtilen AFM1

yasal limit seviyesini astigin1 sunmuslardir.

Yine Kabak (2012) tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, bu kez iilkemizdeki
bebek formiilasyonlarinda saptanan AFM1’e dikkat ¢ekilmis, benzer tablonun Iran,
Hindistan, ispanya ve Misir’daki bebek mamalarinda da kendini gsterdigi, literatiir

15181nda ifade edilmistir.

1.1.3. Tayin Yontemleri
1.13.1. Klasik Tayin Yontemleri
1.1.3.1.a. ince Tabaka Kromatografisi

Kromatografi, kimyasal yapilari birbirine yakin ¢ok az miktardaki kimyasal madde
veya karigimlarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ayrilmasinda kullanilan
metodlar icerir (Oru¢ 2005) ve ayrilacak bilesenlerin iki faz arasinda dagitilmasi
prensibine dayanir. Bu fazlardan biri genis bir yiizey alanina sahip sabit bir yatak
olustururken diger faz hareketli olup sabit fazin {izerinden ilerler (Hisil 2004). Cam bir
levha ilizerine ince bir tabaka halinde ve homojen olarak yayilan sabit (kat1) faz i¢in
genellikle silikajel, seliilloz ve tiirevleri, nisasta, poliamid ve aliiminyum oksit gibi
organik ve inorganik maddeler kullanilirken hareketli faz olarak aseton, metanol,
hekzan gibi solventler kullanilmaktadir (Orug 2005).

Kalitatif ve kantitatif olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Klasik ince tabaka
kromotografisi ile yapilan mikotoksin analizlerinde analitik islem basamaklari;
ornekleme, ekstraksiyon ve ekstrakt temizleme, yogunlastirma, kromatografik
separasyon, kalitatif ve kantitatif tayin ve dogrulama testleri seklindedir.

13

Ekstraksiyon isleminde “Kloroform-su”, “Metanol-su “ ve “Asetonitril-su”
olmak iizere 3 farkli yontemden yararlanilir. Bu basamaktaki amag¢ mikotoksinin
solventle kars1 karsiya gelmesi ve bu maddelerin molekiiler diizeyde ¢arpismasinin
saglanmasidir. Solvent se¢iminde analizi yapilacak mikotoksinin polarlik derecesi goz
oniinde tutulur. Bu sirada mutlaka solventle birlikte su ilave edilir. Boylece solventin
iriin icine girmesi saglanir. Yogunlastirma islemi ise rotary evoparatorde yapilir.

Islem sonunda aflatoksine ait olan kalint1, kloroformla yikanarak viale alinir. Cesitli
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islemlerden gegcirildikten sonra kramotografi islemine tabi tutuluncaya kadar

buzdolabinda bekletilir (Var ve ark. 2004).

1.1.3.1.b. Yiiksek  Performans Sivi  Kromatografisi (HPLC-High

Performance Liquid Chromatography)

HPLC, mikotoksinler ve mikotoksinler gibi diisiik molekiil agirligina sahip diger
bilesiklerin analizlerinde son yillarda iizerinde en ¢ok calisilan yontemlerden birisidir.
HPLC cihaz1 temel olarak, hareketli faz, pompa, enjektér blogu, kolon, dedektor
kisimlarindan olugmaktadir (Var ve ark. 2004).

- Hareketli Faz: Kullanilan ¢6zgenler uygulanan kromatografi sekline baglidir.
Solvent rezervuarmmin c¢alisma esnasinda agzinin kapali olmasina 6zel bir
dikkat gosterilmelidir. Buharlasmadan dolay:1 hareketli fazin kompozisyonu
degisebilir (Hisil 2004).  Aflatoksin analizlerinde hareketli faz olarak
genellikle Asetonitril+Su (28+72) kullanilmaktadir Floresan siddeti, hareketli
fazin kompozisyonuna gore degisebilir. Ornegin AFB’ler, kloroform hareketli

faz ¢ozeltisinde AFG’lerden daha az floresan verir (Var ve ark. 2004).

- Kolon: HPLC cihazinda kullanilan kolonlar 4,5-5 mm i¢ ¢apli ve 10-30 cm
uzunluguna sahiptir ve 5-10um c¢apli sabit faz partikiilleri igerir. Paslanmaz
celikten olusur (Hisil 2004)

- Kolon Dolgu Maddesi: Dolgu maddesi se¢iminde tanecik biiytikliigi, tanecik
biiyiikliigiiniin dagilimi, gézenek hacmi ve yiizey alani gibi 6zellikler rol
oynar. Sabit faz olarak genellikle por6z maddeler kullanilmaktadir (Var ve ark.
2004). Kullanilan dolgu maddeleri silika ve alimiina esaslidir ve sekil olarak
gozenekli (por6z), kiiresel (spherical), diizensiz (irregular), pellikiiler

(pellicular) ve mikro tiplerindedir (Hisil, 2004).

- Dedektor: HPLC ic¢in ideal bir dedektdr, genis bir konsantrasyon araliginda
yikksek duyarliliga, diisiik giiriiltii seviyesine ve yliksek secicilige sahip
olmalidir. Ayn1 zamanda, kromatografik rezollisyona kotii etki yapmaksizin
kolon akigsindaki bilesiklere duyarhilik  gostermelidir(Hisil, 2004).
Aflatoksinler hem normal hem de ters faz sistemlerde, UV absorbsiyon,
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floresan ve MS (Mass Spectrometry) dedektorii ile HPLC’de analiz
edilebilmektedir. Aflatoksinler yaklasik 360 nm’de (metanol ¢ozeltisinde)
kuvvetli UV absorbsiyonu gostermektedir (Var ve ark. 2004).

Aflatoksinlerin HPLC ile analiz edilmesinde ilk asama Ornege uygulanacak
olan etkili bir ekstrakt temizleme islemidir. Bu amagla ekstraksiyonda ¢oziicii olarak
klorofomun kullanildig1 ve sadece yer fistig1, yagli tohumlar ve tahil iiriinlerinde
uygulama imkan1 bulan CB (Contamination Branch) ve ekstraksiyonda ¢oziicii olarak
metanol/hegzan karigiminin kullanildig1 BF (Best Foods) (Mahindru 2009) yontemleri

ile son yillarda daha popiiler olan immunoaffinite kolon uygulamasindan yararlanilir.

- Immunoaffinite kolonla 6rnek hazirlama: Ekstrakte edilen 6rnekten alinan 10
ml filtrat immunoaffinite kolona aktarilir. Kolonun ¢ikisina bir toplama kabi
konulur. Kolonu yikamak i¢in 2 defa 10 ml distile su kolondan gegirilir. Son
olarak aflatoksinleri kolondan almak icin 1 ml metanol uygulanir ve
aflatoksinler kolondan alinir. Mikroenjektor vasitasiyla 6rnek cihaza enjekte
edilir ve drnege ait kromotogram almir. Ikinci olarak aflatoksin standartt:
enjekte edilir ve standartta ait kromotogram alinir. Kromotogramlardaki

alikonma zamanlarina bakilarak kalitatif ve kantitatif tayin yapilmaktadir.

Son yillarda aflatoksin analizlerinde ¢ok sik kullanilan HPLC cihazinin bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir:

- HPLC cihazinin hassasiyetinin yiiksek olmasindan dolayi, 6rneklere etkili bir

ekstrakt temizleme isleminin yapilmasi gerekir.

- Bir kerede sadece bir ornek analiz edilebildiginden, otomatik enjeksiyon

sistemi olsa bile ¢ok sayida 6rnek kisa siirede analiz edilemez.

- Cihazin pahali olmas1 ve kullanimi i¢in iyi yetigmis teknik elemana ihtiyag

duyulmaktadir (Var ve ark. 2004).
1.13.1.c. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA, antijen-antikor reaksiyonlarinin direkt olarak saptandigi bir enzim

immunoassay yontemidir (Var ve ark. 2004). Metodda kat1 yiizeylere baglanmis az
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miktarda antikor ile 6rneklerde bulunan toksin ve toksin ile isaretlenmis enzimlerin
bag olusturma miicadelesi esas alinir (Orug¢ 2004). Mikotoksinler antijenik 6zellik
gostermezler, onlara bu niteligi kazandirmak i¢in bir protein veya polipeptid zincirine
baglanmalar1 gerekir. Bu amagla protein olarak genellikle serum albumini, gamma
globulin ve polilizin kullanilmaktadir. Aflatoksinler reaktif gruplara sahip degildirler
ve bu nedenle reaktif karboksil veya baska bir grubun oncelikle toksin molekiiliine
baglanmasi gerekmektedir.

Antijenler antikorlara hidrojen baglari, eletrostatik etkilesimler, hidrofobik
etkilesimler ve Vander Wals giigleri gibi kovalent olmayan baglarla geri doniigiimlii

olarak baglanirlar.

Mikotoksin analizlerinde antijenlerin isaretlenmesinde genellikle peroksidaz
ve alkalifosfotaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu enzimlerle reaksiyon veren bir¢cok
substrat reaksiyon sonucunda renkli maddeler olusturarak reaksiyon sonucunun gézle
saptanmasina olanak tanirlar (Var ve ark. 2004). Kullanilan substratla etkilesim
sonucu meydana gelen renkli madde miktarin toksin miktar ile ters orantili olmasi

temel alinarak hesaplama yapilir (Orug 2004).
1.1.3.1.d. Biyosensorler

Tim canlilar, yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilaylp yasamlarini
siirdiirebilmek igin degisimlere uymaya c¢alisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olusturmaktadir. Canlilar, teknologlarin
hayal bile edemeyecegi duyarlik performansi gostermektedirler. Ornegin bazi
kopeklerin koku almalar1 insanlardan 100 000 kat daha duyarlidir. Yilan baliklar
tonlarca su icerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal algilarlar.
Kelebekler partnerlerinin yaydigi birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise zehirli
maddelere karst ¢ok duyarlidirlar. Canlilara bu uyarilar1 algilamayr miimkiin kilan
biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri olusturmaktadir
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html, Erisim tarihi: 6
Subat 2016).



http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html
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Resim 1. Canlilarin dogadaki olaylari algilama yetenekleri
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html, Erigim tarihi: 6
Subat 2016)

Fiziksel bir 6zelligi belirleyerek kaydeden cihaza sensor, biyolojik sistemle kombine
edilen sensorlere ise biyosensor ismi verilmektedir. Biyosensorler, biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin segimlik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin

islem yeteneginin birlestirildigi biyoanalitik cihazlardir.

Biyolojik bir olaym elektriksel sinyale doniistliriildiigi bu sistemler,
Biyosensorler biyolojik (reseptor) ve fiziksel (transducer) olmak tizere iki
komponentten olusur.
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html, Erisim tarihi: 6
Subat 2016)

Ii Ol giimn il

Biyoaloifl takb alca
Analit -~

Sekil 2. Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html, Erisim tarihi: 6 Subat
2016)



http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html
http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html
http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html
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Biyosensorlerde analiz edilecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak

adlandirilmaktadir. Biyoreseptorler analiz edilecek maddeyi doniisiime ugratir.

Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu oOlgiilebilir fiziksel bir
sinyale dontstirirler (http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html,
Erisim tarihi: 5 Subat 2016).

BIYOSENSOR

_> Biyoreseptor Dénustirucd .
C snzimiler lektrokimyasal LS L
DC:} —-\1 enZimie el imyas s_.:-' .....\\_-
C)O = antikorlar terma \

oplik
akustik
pizoelektrik

mikroorganizmalar

= %
D

Lo bending sinyal

Sekil 3. Bir biyosensor sisteminin ¢alisma prensibi (Chambers 2008)

1.1.3.1.e. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometreleri, yiiklii partikiillerin manyetik ya da elektriksel bir alandan
gecerken diger yiiklii partikiilllerden kiitle/yiikk (m/z) oranlarina gore ayrilmalari
prensibine gore ¢aligirlar. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize molekiiller
haline doniistiiriirler. Yiikli molekiiller stabil degillerdir ve diger molekiillerle veya
bir ylizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine parcalanir ve yiiklerini kaybederler.
M+e —» M-+ + 2e-
M+ —» FL1+F2+F3+..........
M: Molekiil
M+: Molekiiler iyon
F: Fragment

Her bir iyonun yogunlugu detektore ulagan miktari ile orantilidir ve her
bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde

edilen spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir (Biberoglu 2003).


http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html
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Sekil 4. Kiitle spektrometresinin boliimleri (sematik olarak) (Biberoglu 2003).

Ince tabaka kromatografisi ve HPLC yontemleri, uzun zamana gereksinim
duyulmasi, 6rnegin kapsamli bir ekstrakt temizleme islemini gerektirmesi ve ¢cok fazla
miktarda solventle ¢alisilmasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir. ELISA yonteminin ise
basit olmast, kisa siirede ¢ok sayida analiz yapilabilmesi, fazla solventle ¢alisiimamasi
gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Buna karsin, mikotoksinlerin iirline homojen bir
sekilde yayilmamasindan dolayi, ELISA yonteminde az miktarda 6rnek kullanilmasi

en onemli sorunu olusturmaktadir.

Mikotoksinlerin dogru, hizli, etkin ve pratik bir sekilde 6l¢timlerini saglamak
amaciyla yeni yOntem arastirmalari ya da var olan metotlarda modifikasyon

caligmalar1 devam etmektedir (Var ve ark. 2004).
1.1.3.2. Yeni Gelismeler

AFM1’in saptanmas1 amaciyla kullanilan yontemlerde temizleme veya zenginlestirme
teknigi, 6nemli bir basamak olarak goriilmektedir. Bu dogrultuda ¢oklu fonksiyona
sahip temizleme kolonlar1 ve immunoaffinite kolonlar1 (IAC) en ¢ok tercih edilenler

arasindadir. OASIS HLB kartuslar1 da bazi arastirmacilar tarafindan HPLC ve MS’nin
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kombine edildigi teknikler kapsaminda siitteki mikotoksinlerin temizlenmesi amaciyla
kullanilmis ve sonuglar tartismaya acilmistir. Wang ve ark. (2012), bu ¢alismalar1 takip
ederek OASIS HLB kartuslarin1 optimize ve valide etmeye yonelik bir aragtirma
yiiriitmiis ve bunun sonucunda OASIS HLB’de SPE (Solid Phase Extraction) ve FLD
(Fluorescence Detector) ile birlikte HPLC kullanarak uygulamasi kolay ve uygun

maliyetli bir metod gelistirmislerdir.

Bacher ve ark. (2012), siitte bulunan AFM1’in saptanabilmesi amaciyla giimiis
kablo elektrotu temeline dayanan bir immunosensor sistemi gelistirmisler ve bu alanda
kullanilan ELISA ve kromotografik analizlere yiiksek duyarliligi sayesinde iyi bir

alternatif olarak sunduklarini ifade etmislerdir.

Larou ve ark. (2013), AFM1’in saptanmasina yonelik olarak BERA
(Bioelectric Recognition Assay) temeline dayanan hizli ve yeni bir biyosensor
sistemini  gelistirmeyi amagladiklart  ¢alismalarinda, toksinin en  diisiik
konsantrasyonlarinda dahi ili¢ dakika gibi ¢ok hizli bir zaman diliminde basarili
sonuclar elde ettiklerini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak yontemin bugiin icin bilinen

diger biyosensor temelli yontemlere gore daha duyarli oldugunu ifade etmislerdir.

Cesitli gida maddelerinde AFM1°1n izlenmesi ve takibinin yapilmas1 amaciyla
kullanilan yontemlerde basitlik, yliksek saptama duyarliligi ve yiiksek verimlilik
aranan en onemli 6zellliklerdir. Floresan dedektorlerin kullanildigt HPLC ve ELISA
rutin analizlerde yararlanilan baslica tekniklerdir. Ancak bilindigi tizere HPLC
kompleks bir uygulamadir olduk¢a uzun bir zaman gerektirir. Cok fazla enstriimandan
yararlanilir ve maliyeti yliksektir. Bununla birlikte ELISA bu olumsuzluklardan
hi¢birini tasimaz. Bu nedenle yaygin olarak kullanilan standart yontemdir. Pratik
ELISA formatlar1 arasinda en yiliksek duyarliliga sahip olani, ECR (Enhanced
Chemiluminescent-CL) reaksiyonunda peroksidaz isaretli immun ayraglarin enzim
aktivitesinden yararlanilan yontemdir. Bu reaksiyonun prensibi; gelistiricilerin
(enhancer) varliginda luminolun hidrojen peroksit tarafindan oksidatif olarak katalize
edilmesi temeline dayanir. Vdovenko ve ark. (2014), bu gercevede CL-ELISA
yonteminin AFM1 saptanmasindaki etkinligini arttirmak amaciyla gelistirici olarak 3
- (10- phenothiazinyl)-propane-1-sulfonate (SPTZ) ve 4-morpholinopyridine

(MORPH) karisimindan yararlanmislar ve etkili sonuclar elde etmislerdir.
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Taherimaslak ve ark. (2014), siit 6rneklerinde AFM1’in saptanmas1 amaciyla
gelistirdikleri yontemde, adsorban olarak modifiye manyetik nanopartikiiller
kullanmis, floresan gelistirici olarak da p-Cyclodextrin’den yararlanmistir.
Arastirmacilar, SPE (solid phase extraction) ve spektroflometrinin bu yeni teknigin,
klasik SPE’de bir dezavantaj olarak goriilen kolondan gegirerek separe etme siiresini
yaklasik olarak 15 dakika kadar kisalttigini, uygulamasinin kolay ve maliyetinin diisiik

oldugunu bildirmislerdir.

Mulunda ve Mike (2014), siitte AFM1’in daha etkin bicimde saptanabilmesi
amaciyla IAC ile temizleme prosediirii uygulamislar ve CoBrA cell ile birlikte siv1
kromatografisi kullanarak analiz gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar, kullandiklar

bu yeni yontemin basarili sonug verdigini ancak pahali oldugunu belirtmislerdir.

AFM1’in  saptanmasi  amactyla  kullanilan ~ yOntemler  arasinda
immunokromatografi, uygulama kolayligi, hiz1 ve diisik maliyeti nedeniyle son
zamanlarda daha fazla tercih edilir hale gelmistir. Immunomanyetik nanobilyeler ise
(IMB), analizin duyarliligin1 arttirmak {iizere, zenginlestirme ve miknatisla analitik
ayirma basamaklari sirasinda kullanilan bir 6n islem materyalidir. IMB ayn1 zamanda
immunokromatografide de isaretli materyal olarak kullanim alanina sahiptir. Huang
ve ark. (2014), belirtilen tekniklerin literatiirdeki uygulamalar1 ve elde edilen
sonuglardan hareketle, IMB temeline dayanan analiz metodu ile zenginlestirme ve
immunokromatografiyi (IMB-EIC) bir araya getirerek yeni bir metot tasarlamiglardir.
One siiriilen bu yeni yontemde, anti - aflatoksin M1 antikoruyla kaplh
immunomanyetik nanobilyeler, EDC/NHS (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
karbodiimide/N-hydroxy-succinimide) metoduyla sentezlenmis ve
immunoktomatografik strip, konjugat pedi, 6rnek pedi, adsorban ped ve nitroseliiloz
membran ile birlestirilmistir. Nitroseliiloz membran; test satirlari i¢in aflatoxin M1 —
BSA, kontrol satirlar1 i¢in de esek-anti fare antikorlartyla spreylemistir. Saptama
isleminde, AFM1’in zenginlestirilmesi ve separe edilmesi amaciyla immunomanyetik
nanobilyeler  Ornekle  karigtirllmis, ardindan  zenginlestirme  soliisyonu
immunokramotogrif striple incelenmistir. Arastirmacilar, islem sirasinda diger

mikotoksinlerle capraz reaksiyonlarin meydana gelmeyisi ve ELISA ile uyumlu bir
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sekilde ¢alisma potansiyeline sahip olmasi nedeniyle, uyguladiklar1 bu yeni teknigi,

siitte AFM 1’1in hizl1 bir sekilde saptanmasinda 1yi bir yontem olarak ileri stirmiislerdir.

Huang ve ark. (2015), siit 6rneklerinden AFM1’in ekstraksiyonu ve saptanmasi
amaciyla HF- LPME (Hollow Fiber — Liquid Phase Microextraction) ile LC-MS/MS
(Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry) yontemlerini birlestirerek
kullanmislar, ekstraksiyonun verimliligini etkileyen parametreleri degerlendirmisler
ve elde ettikleri bulgular 1s18inda, 6ne siirdiikkleri yontemin AFM1 analizleri i¢in

yiiksek derecede spesifik 0zellik gdsterdigini belirtmislerdir.

AFMI' in saptanmas1 amaciyla ¢ok ¢esitli tekniklerden yararlanilmakla birlikte
HPLC ve bunu takip eden FL (Fluoremetry) veya MS (Mass Spectrocopy) altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu standart yontemin ¢ok zaman almasi,
maliyetinin yiiksek olmasi ve laboratuvarlarda uygulama alaninin simirli olmasi
arastirmacilart yeni metodlar gelistirmeye tesvik etmektedir. Bununla birlikte yeni
gelistirilecek olan yontemin hizli, giivenilir, dogru, kesin sonuglar vermesi ve ¢ok
diisiik miktarlar1 dahi her zaman aynm1 dogrulukta saptayabilir olmasi ¢alismalarin
oniinde asilmas1 gereken engeller olarak varligini siirdiirmektedir. Kullanilan teknik
her ne olursa olsun, diisiik konsantrasyonlardaki Aflatoksinlerin cesitli gida
ortamlarinda saptanabilmesi i¢in 6rnegin konsantre edilmesi bir gerekliliktir. Bugiine
kadar Aflatoksinlerin ¢esitli matrislerden ekstrakte ve konsantre edilmeleri amaciyla
pek ¢ok yontem denenmistir. DLLME (Dispersive Liquid Liquid Microextraction) bu
dogrultuda degerlendirilen yollardan biridir ve ilk kez Rezaee ve ark. (2006),
tarafindan denenip Onerilmistir. Ancak yontemin pek ¢cok dezavantaji bulunmaktadir.
Bu nedenle yeni bir ¢alisma tasarlanmis ve bu dezavantajlar ortadan kaldirilmistir.
LDS (Low-Density Solvent) — DLLMEyi takip eden VA-D-SPE (Vortex-Assisted-
Dispersive Solid Phase Extraction) uygulamalarini iceren bu yeni yontemle etkin, basit

ve hizli bir sekilde dogru sonuglar elde edilmistir (Amoli-Diva ve ark. 2015).

Glinlimiizde immunoaffinite kolonla temizleme yontemiyle birlikte kullanilan
HPLC seperasyonu ve floresanla saptama, AFM1’in rutin analizlerinde halen en sik
kullanilan kantitatif yontemlerden biridir. Mao ve ark. (2015), geleneksel HPLC’deki
kromatografi kolonlarini 2,6 um gapli core-shell partikiillerle doldurup enstrumantal

kosullar1 optimize ederek, tamamen pordz kolonlarin kullanildig: geleneksel yonteme
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gore analiz performansini daha yiiksek bir seviyeye ¢ikarmislardir. Arastirmacilar ayni
zamanda, klasik yontemdeki, ultra yiiksek basinci saglayan enstriimanlardan
kaynaklananytiksek maliyetin de Oniine gegtiklerini belirtmislerdir. Bu yeni deneme
ile enstriiman duyarliliginin artirllmis olmasi, 6rnek hazirlamay1 da daha basit hale

getirmistir.

Ossa ve Penuela (2015), dondurma oOrneklerinde AFM1’in selektif olarak
saptanabilmesi amaciyla UHPLC-MS/MS (Ultra High Performance Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) teknigini kullanarak duyarlilig: yiiksek
bir yontem gelistirmisler ve bu sayede calisilan 6rneklerdeki AFM1 diizeylerinin AB
yasal diizenlemelerinde belirtilen seviyelerle dogru ve etkin bigimde karsilastirma

olanagi elde etmislerdir.

Busman ve ark. (2015), siit 6rneklerinde AFM1’in kantitatif olarak saptanmasi
amaciyla DART (Direct Analysis in Real Time) iyonizasyon teknigini MS (High
Resolution Mass Spectrometer) ile birlestirerek kullanmislardir. Arastirmacilar elde
ettikleri bulgular 1s131nda, DART tekniginin, kiitle spektrometresi (MS) ile birlikte
kullaniminin, siit gibi mikotoksinler agisindan calismasi zor matrikslerde duyarls,

giivenilir ve hizl1 sonuglar verdigini ifade etmislerdir.

Lee ve Lee (2015), cesitli siit iirlinlerinde AFM1 ve AFM2’nin varligini ortaya
koymak amaciyla HPLC — FD (High Performance Liquid Chromatography —
Fluorescence Detector) tekniginden yararlandiklari ¢alismalarinda, 6rnek hazirlama
asamasinda brominasyon ve trifloro asetik asit tlirevlendirme yontemlerini
karsilastirmiglar ve brominasyon seceneginin daha etkin sonu¢ verdigini

bildirmislerdir (Donghun ve Kwang-Geun 2015).

Peynirde aflatoksin M1 ekstraksiyonu genellikle klorlu organik ¢o6ziiciiler
kullanilarak yapilir. Ancak, sert yapili peynirler rendelenseler dahi klorlu ¢oziiciiler
icerisinde tam olarak yapilarini kaybetmemekte hatta zaman zaman g¢alkalama
sirasinda kiigiik boyutlu ¢okiintiiler olusabilmektedir. Bu da AFM1 ekstraksiyonunda
yontemin giivenilirligine golge disirmektedir. Bu sorunu gidermek amaciyla
AFM1’in EA (Enzyme-Assisted) ekstraksiyonunu takiben IA kolonunu kullanarak

ekstraktin temizlenmesi asamalarini igeren ve devaminda HPLC-FLD teknigini
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uygulandigr yeni bir yontem denenmis ve basarili sonuclar elde edilmistir (Pietri ve

ark. 2016).

Zhang ve ark. (2016), siitte AFM1 varligin1 tespit etmek amaciyla FM — ICTS
(Fluorescent Microsphere Immunochromatographic Test Strip) yOntemini
gelistirmisler ve bu amagla ultrasensitif anti-AFM1 monoklonal antikor (MAb) 1D3’i
hazirlayip tanimlamislardir. Monoklonal antikor karboksilat-modifiye floresan
mikrosferlerle kovalent olarak konjuge edilmis ve yarigmali immunokromatografi
analizinde isaretlemede kullanilmigtir. Antijen kaplamada hapten-protein ¢ifti oraninin
orta diizeyde tutulmasi immunoassay duyarliligini arttirmistir. Arastirmacilar sonug
olarak FM-ICTS tekniginin siitte AFM1 varliginin saptanmasinda uygulamasi kolay,
hizli, yiiksek duyarliliga sahip ve spesifik oldugunu savunmuslardir.

1.1.4. AFMY’in Toksisitesi ve Olusturdugu Hastaliklar

AFB1, memeliler i¢in bilinen en gii¢lii hepatokarsinojen olup, IARC tarafindan 1A
kategorisinde karsinojen olarak siniflandirilmaya alinmistir (IARC 2002). Aflatoksin
B1’in metaboliti olan aflatoksin M1 ise insanlar i¢in muhtemel karsinojen olarak
gruplandirilmis ve Grup 2B smifinda yer almistir (IARC 1993). Daha sonra yapilan
yeni bir smiflandirma ile siit toksini olarak da isimlendirilen AFMI1, en giicli

karsinojenleri iceren Grup 1 igerisinde yeniden degerlendirilmistir (IARC 2002).

AFBI’in toksik ve karsinojenik etkileri i¢in temelde hedef organlar karaciger
ve bobrek olmakla birlikte intestinal tiimorlere de neden olabildigi bildirilmektedir.
Farkli hayvan tiirlerinde yapilan deneysel ¢aligmalar, hepatotoksik, hepatokarsinojenik

ve teratojenik etkileri acik¢a ortaya koymustur (Yentiir ve Er 2012).

Genel olarak AFB1’in monohidroksile metabolitleri detoksifiye edilmis olarak
kabul edilir. Ancak AFMI1 bu kapsamda degerlendirilemez. Yapilan deneysel
caligmalar AFM1’in sitotoksik ve karsinojenik etkilerinin yani sira karaciger ve
bobrek lezyonlarimin, AFB1 ile benzerlik gosterdigini ortaya koymustur (Diaz ve
Murcia 2011).

Bunun yaninda, siit yoluyla AFM1 ya da yan {irlinlerine maruz kalan

bebeklerde diisiik viicut agirhig, gelisim bozuklugu, baz1 yasamsal organ ve dokularin
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Ozellikle merkezi sinir sistemi gelisiminin tamamlanamamasi, enfeksiyon
hastaliklarina duyarlilik ve metabolizma hizinda artis kendini gosterebilmektedir

(IARC, 2002, Adejumo ve ark. 2013, Shuaib ve ark. 2010).
1.1.5. AFMY’in Stabilitesi ve Rediiksiyonu

Siite uygulanan sicaklik islemlerinden etkilenmeyen ve bu 6zelligi ile halk sagligi i¢in
onemli bir tehdit olusturan AFM1’in yikimlanabilmesi i¢in ¢ok sayida arastirma
yiritilmistir. Bu kapsamda Kabak ve Ozbey (2012), probiyotik bakteriler
(Bifidobacterium longum, Bifidobacterium species 420, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus acidophilus NFCM 150B, Lactobacillus casei, Shirota, Lactobacillus
rhamnosus) varliginda AFM1 biyoerisebilirliginin % 15,5 - 31,6 oraninda azaldigini

ortaya koymustur.

Bir diger ¢alismada ise laktik asit bakterilerinin farkli suslarinin (Lactobacillus
acidophilus ATCC 20552, Lactobacillus rhamnosus TISTR 541, Lactobacillus
plantarium, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbruieckii spp. bulgaricus)
ve bifidobakterilerin varliginda (Bifidobacterium angulatum DSMZ 20098), yogurttan
AFM1’in indirgenebilirligi incelenmis, kontamine siitle ti¢ farkli uygulama
gercgeklestirilmistir. Arastirmada en basarili sonug %50 yogurt kiiltiirii (Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus) ve 50% Lactobacillus plantarium ile elde

edilen yogurtta goriilmiistiir (Elsanhoty ve ark. 2014).

Govaris ve ark. (2002), 0,05 ve 0,1 pg/l konsantrasyonlarinda AFM1 inokule
edilen yogurtta 4 hafta boyunca 4°C’de pH 4 - 4,6 degerlerinde AFM 1 in stabilitesini
incelemislerdir. pH 4,6’da AFM1 degerlerinin 6nemli dlclide degismedigini ancak pH
4,0’da depolamanin ti¢iincii ve dordiincii haftalarinda AFM1’in her iki konsantrasyon
seviyelerinde  diistis  oldugunu  belirlemislerdir.  Arastirmacilar ~ AFMI1
konsantrasyonlarindaki bu diisiislin diisiik pH’dan, organik asitlerin olusumundan ya
da fermentasyonun diger yan iriinlerinden hatta Lactobacillus tiirlerinden

kaynaklandigini 6ne stirmiislerdir (Govaris ve ark. 2002).

Carraro ve ark. (2014), sigir siitlerinde AFM1 oranin1 azaltmak i¢in kilden
yararlanmay1 denemislerdir. Bu ¢alismada, yemeklik yaglarda saflastirma isleminde

agartic1 olarak ve bira, sarap, maden suyu, meyve suyu iiretiminde berraklastirici
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olarak kullanilan bentonitin, sigir siitindeki AFM1 degerlerini (yaklagik 80ng/l’ye
kadar) giivenilir seviyeye kadar (yetigkinler i¢cin 50ng/l, siit emen cocuklarigin
0,25ng/l) diisiirdiiglinii tespit etmisler ve siitlin besinsel degerlerinde Onemsiz

degisikliklere yol ac¢tigin1 gozlemlemislerdir (Carraro ve ark 2014; Kayir 2007).

Catteneo ve ark. (2013),Ricotta peyniri iiretiminde agiga c¢ikan peynir
altisuyunda ve proteinden arindirilmis peynir alti suyunda AFM1’in stabilitesini
incelemiglerdir. Ricotta peyniri iiretimi sirasinda AFM1’in % 94’1 atik peynir alti
suyuyla uzaklastirilmis, sadece %6°s1 pithtida kalmistir. Daha sonra peynir alt1 sularina
ultrafiltrasyon ve piiskiirtmeli kurutma islemleri uygulanmis ve basarili sonug elde

edilmistir.
1.1.6. AFMT1’e iliskin Yasal Diizenlemeler

Ulkemizde ve bazi diinya iilkelerinde siit ve siit iiriinlerinde AFM1’in maksimum

limitleri Tablo 1’de sunuldugu gibidir.
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Tablo 1. Siit ve siit iiriinlerinde AFM1°in maksimum limitleri (Oliveria ve ark. 2013, Igbal ve ark. 2015,
Mohammadi 2011, T.C. Resmi Gazete, 29 Aralik 2011, say1: 28157).

ULKE SUT (ng/kg) SUT URUNLERI (pg/kg)
TURKIYE 0,05 (Cig siit, 1s1l islem _
gormiis siit, siit bazl
iirlinlerin tiretiminde
kullanilan siit)
0,025 (Bebek siitleri ve
devam siitleri)
ABD 0,50 0,50
AB? 0,05 0,05
AVUSTURYA 0,05 (0,01-pastorize bebek | 0,02 (Tereyag)
stitii) 0,25 (Peynir)
0,4 (Siit tozu)
FRANSA 0,05 (0,03-3 yas alt1 gocuk | -
i¢in)
ISVICRE 0,05 0,025 (Peynir alt1 suyu ve
irtinleri)
0,25 (Peynir)
0,02 (Tereyag)
BULGARISTAN | 0,50 0,10 ( Siit tozu)
BREZILYA 0,50 5,0 (Siit tozu )
CEK 0,05 -
CUMHURIYETI
ROMANYA 0 0
ARJANTIN 0,05 0,50 (Tiim siit iiriinleri)
HONDURAS 0,05 0,25(Peynir)
MISIR 0 0
NIJERYA 1 -
IRAN 0,50 -
KORE 0,5 pg/l -
FAS 0,05 0,05
0,03 (Ug yasin altindaki 0,5 (Siit tozu)
cocuklarda) 0,03 (Siit tozu — {i¢ yasin
altindaki ¢ocuklarda)
AVUSTRALYA 0,02 (Cocuk siitlerinde) -

a: AB iilkeleri genel

Yukarida sunulan literatiir bilgisi 1s181inda hazirlanan bu tez ¢alismasi ile, Kars ilinde
yetistirilen ¢iftliklerdeki ineklerden saglanan c¢ig siitlerde AFM1 seviyelerini
belirlemek ve tlketici saghigina hangi boyutlarda etki edebilecegini belirlemek

amaclanmustir.



2.1.

2.

Materyal

2.1.1. Siit Ornekleri

Bu calismada Kars Ilinin merkezine ve farkl ilgelerine bagh kdylerde yetistiricilik
yapan lreticilerden saglanan 88 adet ¢ig siit Ornegi arastirma materyali olarak
kullanilmistir. Soguk zincirle aseptik sartlarda laboratuvara getirilen 6rnekler, falkon

tiiplerine alinarak -18°C’de dondurulmus ve muhafaza edilmistir.Siitler, analizden
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MATERYAL ve METOT

onceki giin 4°C’ye alinarak ¢oziindiirme islemi gergeklestirilmistir.

2.1.2. Aflatoksin Test Kiti

Siitlerde  AFM1 varligin1 kantitatif olarak test etmek amaciyla Helica marka
(961AFLMO1M-96) ELISA Test Kitinden yararlanilmistir. Kit igerigi Tablo 2’de

sunuldugu gibidir.

Tablo 2. ELISA Test Kitinde bulunan materyaller

Sayt Bilesikler Renk Tamm
Antikorlu
1 poset mikrokuyucuklu O (g Ee
pleyt
Belirtilen konsantrasyonlarda Toplam 3.0 mL/tlip
6 tiip AFM1 standartlart Aflatoksin M1: stabilize yagsiz siit igerisinde 0.0,
5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 pg/ml (ppt)
. Aflatoksin HRP il Koruyucusuyla blr.hkte tarqpqn (;ozeiltlsmde
1 sige Koniugatt kapak yabanturpu peroksidaz enzimine bagli 15 mL
Jug aflatoksin, Kullanima Hazir
. . 15 mL stabilize ure peroksit ve tetrametilbenzidin
. Substrat ajani Mavi
1 sise (reagent) kapak (TMB) -
Kullanmima Hazwr
. Sonlandirma Kirmizi e e
1 sise (durdurma) gozeltisi | kapak 15 mL Asit Cozeltisi, Kullanima Hazir
PBS ile birlikte 0.05% Tween20® , saf su
1 poset Yikama tamponu ekleyerek 1 I’ ye tamamla ve buzdolabinda beklet
1 sise AFM1’den Beyaz 15 mL yagsiz siit
arindirilmis yagsiz kapak
sut
2.1.3. Aletler

v" ELISA okuyucusu (BioTek - Epoch)
v Mikropleyt Yikayicisi (Thermo-Scientific)
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2.1.4. Kit Haricinde Kullanilan Malzemeler
v" Falkon Tiipii
v Falkon Tiip Stand:
v" Mikropipetlerve uglar

2.2. Metot

Cig siit orneklerinde AFM1 analizi Enzim Immunassay yontemlerinden ELISA test
teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontem orneklerdeki AFM1 seviyelerinin
kantitatif olarak Olglimiinii saglamaktadir. Testin ana prensibini antijen-antikor
reaksiyonu olusturmaktadir. Polistiren mikrokuyucuklarda AFM1’e yiiksek egilim

(affinite) gdsteren antikorlar bulunmaktadir.
2.2.1. Yontemin Uygulanisi

Calismada, kitin tiretici firmasi tarafindan gonderilen kitapgikta belirtilen basamaklar
izlenmistir. Buna gore oncelikle standart ve 6rnekler, antikorla kaplimikrokuyucuklara
eklenmis, ardindan 2 saat oda sicakliginda (19°C- 25°C) inkiibe edilmistir. Yontemin
isleyis mekanizmasina gore bu siire zarfinda standart veeger iceriyorsa Orneklerde
bulunan AFM1I’in,kuyucuklarin kapli oldugu antikorlara baglanmasi beklenmistir.
Inkiibasyon bitiminde mikrolpleytler PBS ile yikanmis veYabanturbu peroksidaz
enzimine (HRP) bagl aflatoksin ilave edilerek15 dakika oda sicakliginda tutulmustur.
Inkiibasyon siiresince, standart ve drnekte bulunan AFMI tarafindan baglanmayan
serbest antikorlarin, s6z konusu enzimleetkilesime ge¢cmesi beklenmistir. Bu islem
sonunda kuyucuklar bosaltilip PBS ile yikanmig ve akabinde enzim varliginda mavi
bir renk olusturan HRP substrati eklenmistir. Yontemin mekanizmasi, olusan mavi
rengin yogunlugunun, bagh konjugatin miktart ile dogru orantili iken standart ve
ornekteki AFM1’in miktariyla ters orantili olmasi, baska bir deyisle 6rnek ve
standarttaki AFM1 konsantrasyonunun yiikselmesi halinde, mavi rengin
yogunlugunun azalmasi temeline dayandigindan, testin son asamasinda, asidik
durdurma ¢ozeltisi ilave edilmis ve kromojenin renginin maviden sar1 tona
dondigiiniin  izlenmesini  takiben, mikropleytler 450 nm’de okunmustur.
Numunelerden elde edilen absorbans degerleri kit standartlariyla karsilastirilarak

kantitatif olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

ELISA test kiti igeriginde yer alan standartlarin uygulama sonucunda verdikleri
absorbans degerleri Tablo 3’te, buna gore miktar hesaplamalarinda kullanilmak iizere

hazirlanan kalibrasyon egrisi ise Grafik 1’de sunulmustur

Tablo 3. ELISA AFM1 Standartlar1 ve verdikleri absorbans degerleri.

Konsantrasyon (ppt (ng/l) Absorbans
0 1,625
5 1,475
10 1,405
25 1,252
50 0,89
100 0,398

1,8 Kalibrasyon Egrisi

169

” 0..‘,__..

e, y =-0,0119x + 1,551
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1 T
®

0,8
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Grafik 1. Kalibrasyon egrisi

Aragtirma sirasinda incelenen siit orneklerinin ELISA test sonuglar1 Tablo 4’te

listelenmistir.
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Tablo 4. Cig siit 6rneklerinin ELISA’da verdikleri absorbans degerleri ve AFM1
Konsantrasyonlari.

Ornek Absorbans Konsantrasyon |QOrnek Absorbans Konsantrasyon
No (ppt - ng/l) No (ppt - ng/l)
1 0,477 90,25 34 1,052 41,93
2 0,539 85,04 35 1,058 41,43
3 0,544 84,62 36 1,063 41,01
4 0,553 83,87 37 1,071 40,34
5 0,611 78,99 38 1,075 40

6 0,614 78,74 39 1,075 40

7 0,617 78,49 40 1,101 37,82
8 0,64 76,55 41 1,134 35,04
9 0,67 74,03 42 1,145 34,12
10 0,672 73,87 43 1,174 31,68
11 0,683 72,94 44 1,176 31,51
12 0,686 72,69 45 1,194 30
13 0,698 71,68 46 1,228 27,14
14 0,7 71,51 47 1,242 25,97
15 0,711 70,59 48 1,243 25,88
16 0,724 69,5 49 1,261 24,37
17 0,729 69,08 50 1,268 23,78
18 0,737 68,4 51 1,322 19,24
19 0,76 66,47 52 1,33 18,57
20 0,783 64,54 53 1,333 18,32
21 0,786 64,29 54 1,333 18,32
22 0,8 63,11 55 1,334 18,24
23 0,817 61,68 56 1,349 16,97
24 0,849 58,99 57 1,361 15,97
25 0,866 57,56 58 1,362 15,88
26 0,913 53,61 59 1,362 15,88
27 0,916 53,36 60 1,362 15,88
28 0,945 50,92 61 1,365 15,63
29 0,954 50,17 62 1,369 15,29
30 0,977 48,24 63 1,381 14,29
31 1,017 44 87 64 1,408 12,02
32 1,029 43,87 65 1,409 11,93
33 1,037 43,19 66 1,417 11,26
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Tablo 4 devam. Cig siit 6rneklerinin ELISA’da verdikleri absorbans degerleri ve
AFM1 Konsantrasyonlari.

67 1,418 11,18 78 1,538 1,09
68 1,419 11,09 79 1,64 0
69 1,421 10,92 80 1,613 0
70 1,431 10,08 81 1,687 0
71 1,434 9,83 82 1,631 0
72 1,444 8,99 83 1,597 0
73 1,491 5,04 84 1,553 0
74 1,494 4,79 85 1,661 0
75 1,507 3,7 86 1,697 0
76 1,527 2,02 87 1,782 0
77 1,535 1,34 88 1,594 0

Tablo 4’teki sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, 88 6rnekten 78’inin
(%89) degisen miktarlarda AFMI icerdigi goriilmiistiir. Incelenen siitlerin sahip
olduklar1 toksin miktar1 yoniinden dagilima bakildiginda ise Tablo 5’te detaylar
sunulan bulgular elde edilmistir. AB ve TGK’nin belirledigi yasal limitin 50 ng/l
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, bélgeden toplanip teste tabi tutulan siitlerin
29’unun (%33), s6z konusu limit degerlerin iizerinde toksin igerdigi, bu sayede halk

saglig acisindan 6nemli diizeyde tehdit olusturdugu sonucuna varilmistir.

Tablo 5. Orneklerin sahip oldugu AFM1 diizeylerinin miktar olarak dagilim

Orneklerdeki AFM1’in Miktar ve Yiizde
Olarak Dagilinm (ng/l) (%89)
Toplam  Negatif

Ornek  Ornek 1-10 11-25 2650  51-80 >80 Max géﬁ?erd;g;iﬁﬂik
Sayisi | Says (61136) (%25)  (%216) (%261) (%455  Mikar Ara

(%100)  (%11,36)
88 10 10 22 19 23 4 90 89%
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Geri Kazanim Oranlar::

Tablo 6.Siitte 50 ng/l konsantrasyonda AFM1 geri kazanim oranlari

Siitte 50ng/l konsantrasyonda AFM1 geri kazanimi

Geri kazamim yiizdesi Degiskenlik katsayisi
Yagsiz Siit
50 ng/l 100 4,2%
%1 Yagh Homojenize Siit
50 ng/l 93 4,4%
Tam Yagh Homojenize Siit
50ng/I 92 2%

4. TARTISMA ve SONUC

Basta siit besisi olmak iizere hayvan yetistiriciligi, Kars ilinin en énemli gecim
kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Cig siitiin direkt satisinin yani sira, cesitli
kapasitelerdeki siit isletmelerinde, farkli kategorilerde iiriin elde edilmekte ve gerek il
ve ¢evresinde gerekse lilkemizin diger bolgelerinde satisa sunulmaktadir. Dolayisiyla
yaygin bir tiiketici kitlesine ulagan s6z konusu siit Uriinlerinin saglikli bir sekilde
uretilip piyasaya arz edilmesi, yetistirici ve lretici acisindan oldukca Onemli bir
sorumluluk durumundadir. Ancak ne yazik ki, 6nceki yillarda yiiriitiilmiis caligmalar
hem boélgede hem de iilke genelinde AFM1 sorununa isaret etmistir. Bu kapsamda
Kamber (2005), Kars’ta 60 peynir 6rnegini (30 kasar ve 30 ¢egil peyniri) inceleyerek
tamaminda AFM1 saptamis ve %]16’sinin TGK degerlerini astigini raporlamistir.
Aym sekilde Kirecei ve ark. (2007), Kars Ilinin Sartkamis Ilcesinde analiz edilen
toplam 80 siit ve peynir drneginin (20 ¢ig siit, 20 beyaz peynir, 20 kasar peyniri ve 20
eritme peyniri) tamaminin AFM1 yoniinden pozitif oldugunu ve ¢ig siit 6rneklerinin
%90’1min 50ng/I’yi asan miktarlarda toksin igerdigini bildirmistir. Keza Sezer ve
arkadaglar1 da (2014) Kars’ta {iretilip ambalajsiz olarak satisa sunulan 50 adet
dondurma 6rneginin %34’ TGK’de siit ve siit iirlinleri i¢in belirtilen AFM1 yasal

limit seviyesini agmak {izere tamaminda toksin varligini ortaya koymustur.
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Bu anlamda, gegen zaman i¢inde gereken tedbirlerin alinip alinmadigi, siit ve
tiriinlerinin belirtilen toksin yoniinden risk olusturmaya devam edip etmediginin,
belirli araliklarla yapilacak taramalarla takip edilmesi de son derece onemli hale
gelmistir. Buradan yola ¢ikilarak tasarlanan bu tarama temelli tez calismasi da %331
yasal limitlerin iizerinde olmak tizere toplam %89 gibi yiiksek bir pozitiflik orani ile

problemin ciddi bicimde varligin1 devam ettirdigini ortaya koymustur.

Ulkemizin farkli bélgelerinde, cesitli zaman araliklarinda yapilan ¢ig siit
taramalarinda yaygin olarak AFMI saptanmasi, tehdidin sadece belirli bir alan ve
zaman dilimi ile sinirli olmadigma isaret etmektedir. Ornegin Adana’da 2012 yili
sliresince yliriitiilen bir arastirmada 176 ¢ig siit 6rnegi incelenmis, bunlardan 30’u
yasal limitlerin lizerinde olmak iizere 53’iiniin (%30,1) Aflatoksin M1 ile kontamine
oldugu belirlenmistir (Golge 2014). Aymi sekilde Oru¢ ve ark. (2005), Bursa
cevresinde 115 ¢ig siit 6rnegini test etmis ve Orneklerin %60’ 1nin icerdigi toksin
miktarinin AB ve TGK’nin yasal sinir degerini astigini tespit etmiglerdir. Buldu ve
ark. (2008) tarafindan Kayseri’de yiiriitiilen bir calismada da 90 adet ¢ig siit Ornegi test
edilmis bunlardan %70’inde toksin konsantrasyonun AB ve TGK limitlerinin tizerinde
oldugu ortaya konmustur. Benzer bulgular Mersin’den de bildirilmistir. Arastirmada
39’u kegi, 53’1 inek olmak iizere toplam 92 ¢ig siit 6rnegi incelenmis ve sirasiyla
%10,2 ve %73,5’sinin yasal limitleri asan miktarlarda AFM1 bulundurdugu rapor
edilmistir (Delialioglu ve ark. 2010). Ayn1 sekilde Sanliurfa’da yapilan bir arastirmaya
konu edilen 38 ¢ig siit drneginin %55’inin yasal tolerans degerlerinin iistiindeki
miktarlarda toksin icerdigi literatiire ge¢mistir (Temamogullar1 ve Kanici, 2014). Bu
sonuglara benzer nitelikte bulgular elde eden Isleyici ve ark. (2015), Van merkezde
2014 yilinin yaz aylarinda piyasada satisa sunulan 100 adet ¢ig siit 6rnegini ayni
incelemisler, analize alinan siit 6rneklerinin 85 tanesinde AFM1 tespit etmislerdir ve

bunlardan 12’sinin sahip oldugu toksin miktarinin yasal sinir1 astigini belirtmislerdir.

Bununla birlikte Bursa’da yapilan bir diger arastirmada ise analiz edilen 30
adet ¢ig siitlin tamaminin AFM1 ile kontamine oldugu ancak miktarlarin tilkemiz ve
AB yasal limitlerinin altinda kaldig1 bildirilmistir (Orug ve ark. 2011). Aksoy ve ark.
(2010) da ayn1 sonuca ulagmis ve Samsun’da satigsa sunulan 36 ¢ig siit 6rneginin, yasal

limitlerin agmamakla birlikte tamaminin kontamine oldugunu rapor etmistir.
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Toksinin 1s1l iglem ile bertaraf edilemeyisi, tehdidi daha tehlikeli bir boyuta
tagimaktadir. Erzurum’da 2005-2006 yillar1 arasinda satisa sunulan 150 adet UHT siit
numunesinin %59’unda AFM1 saptanmasi ve %10,7’sinde miktarlarin yasal tolerans
limitlerini asmis durumda olmasi buna iyi bir 6rnektir (Atasever ve ark. 2010). Keza
Isleyici ve ark. (2012), Van’da yaptiklar1 calismada 50 UHT siit numunesini (25 tam
yagli, 25 yarim yagli) AFM1 varlig1 ve seviyesi yoniinden incelemisler ve numunelerin
tamaminin pozitif sonu¢ verdigini tespit ederek %16’simnin 50ng/I’yi astigim
belirlemislerdir. Delialioglu ve ark. (2010) tarafindan Mersin’deyiiriitiilen taramanin
verileri de Onceki arastirmacilar1 desteklemistir. Calismada teste tabi tutulan 45 adet
UHT siit 6rneginden %2,2’sinin AFM1 seviyelerinin TGK’nin belirledigi tolerans
limitinin iizerinde oldugu ortaya ¢ikmustir. Benzer durum Istanbul’da da dikkati
cekmistir. Bostan ve ark. (2005) tarafindan 2001 yilinda toplanarak incelenen 67 (21
pastorize, 46 UHT) i¢cme siitii 6rneginden 16’sinda (%?24) toksin miktar1 yasal

limitlerin tizerinde bulunmustur.

Ancak Orug ve ark. (2011), Bursa’da analiz ettikleri 50 UHT siit 6rneginin
tamaminin kontamine oldugunu fakat miktarlarin limitlerin altinda kaldigini ifade
etmislerdir. Ayni sekilde Sarica ve ark. (2014) da Ankara’da yrittiikleri arastirmada
24 UHT siit 6rneginden %83’tiniin TGK ve AB tarafindan belirlenen tolerans limit
degerlerini asmamakla birlikte AFM1 igerdigi bildirilmistir.

AFMI1 kontaminasyonlar: ile ilgili bir diger ilging durum ise sadece siite
uygulanan 1s1l islemlerle yikimlanmamakla kalmayip iirlinlerde de varligin
stirdiirmesidir. Daha once bahsi gegen Kireggi ve arkadaglarmin (2007) Kars’in
Sarikamis Ilgesinde analiz ettikleri 20 beyaz peynir, 20 kasar peyniri ve 20 eritme
peynirinin tamaminin AFM1 yoniinden pozitif olmasi bu anlamda o6nemli bir
bulgudur. Keza Sarica ve arkadaslar1 da (2014) bu sonucu destekler sekilde, Ankara
piyasasindan topladiklar1 27 beyaz peynir O0rneginden %92,6’sinin ve 19 yogurt
numunesinden %89,5’inin toksin pozitif oldugunu saptamislardir.

Sorun sadece iilkemizde degil diinyanin farkli bolgelerinde de varligini
stirdiirmektedir. 2016 yilinda Cin’in biiyilik siit tireticilerinin bulundugu alti1 farkl
sehrinden toplam 5650 ¢ig siit 6rnegi toplanmis ve AFMI seviyeleri yoniinden
incelenmistir. Numunelerin %1.1’inin AB yasal limitini astig1 sonucuna varilmistir

(Li ve ark. 2017). Cin’de Zheng ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada 2013 -
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2015 yillar igerisinde 4 mevsim boyunca toplam 1550 ¢ig siit 6rnegi AFM1 varlig
yoniinden incelenmis ve % 6.5’inin 50ng/’yi astig1 tespit edilmistir. Iran’in giiney
kesiminde 168 ¢ig siit 6rnegi toksin agisindan aragtirilmis ve numunelerin %30 unun
yasal sinir seviyelerini astig1 sonucuna varilmistir (Hashemi 2016). Urdiin’de inek,
koyun, keci ve deve siitii olmak tizere toplam 100 ¢ig siit orneginin tamaminda AFM1
pozitif sonu¢ vermis ve %66’sinin AB tarafindan belirlenen yasal degerleri astigi
gozlemlenmistir (Omar 2016). Misir’da Ghareeb ve ark. (2013) 48 ¢ig siit 6rnegini
test etmisler ve orneklerin %19’unun TGK limit degerini astigin1 belirlemislerdir.
Makedonya’dan bildirilen bir arastirmada, 2013 ile 2014 yillar1 arasinda toplanan
3635 ¢ig siit 6rneginin %2,9’unun, yasal limitleri agan diizeyde AFM1 ile kontamine
olduguna isaret edilmistir. Ozellikle son on yil iginde, farkli oranlar literatiirde yerini
almistir. Bunlardan 6zellikle %30,7 diizeyinde pozitiflik orani ile Oliveria ve ark.
(2013), %87,5 ile Silva ve ark. (2015), %81 ile Rama (2015), %66 ile Omar (2016),
%56,3 ile Tomasevic ve ark. (2015), %46,5 ile Tsakaris ve ark. (2013), %30 ile
Hashemi (2016), %27,5 ile Duarte ve ark. (2013), %19 ile Ghareeb ve ark. (2013),
%8 ile Marnissi ve ark. (2012), %6.5 ile Zheng ve ark. (2017), %2,9 ile Dimitrieska-
Stojkovi ve ark. (2016) ve %1,7 ile Malissiova ve ark. (2013), %1.1 ile Li ve
arkadaglarinin (2017) yaptiklari aragtirmalar 6n plana ¢ikmaktadir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, ¢alismadan ¢alismaya hem AFM1’e
rastlanma sikliginin hem de incelenen orneklerdeki toksin miktarinin farklilik
gosterdigi dikkati gekmektedir. Aflatoksin igeren yemlerin tiiketimine bagli olarak bu
metabolitin {iretildigi goz Oniinde tutulursa, hayvanlarin yetistirilme kosullari,
yemlerin elde edilme ve muhafaza sartlari, cografi lokalizasyon ve iklimin bu farkliliga
yol acabilecegi goriilecektir. Bunun yani sira Orneklerin yilin hangi doneminde
toplandig1 ve hangi yontemle incelendigi de sonuclar {izerine etkili olabilmektedir
(Orug ve ark. 2005, Isleyici ve ark. 2012). Siit ve iiriinlerinde AFMI’in
belirlenmesinde ITK, HPLC ve ELISA, kullanilan klasik yontemlerdir. Kromatografik
metodlarla (ITK ve HPLC) daha hassas sonuglar elde edilse de analizin uzun siirmesi,
yiiksek maliyetli olusu ve teknik alt yapiya sahip personele ihtiya¢ duyulmasi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. ELISA yontemi ise basit, ekonomik, kisa zamanda ¢ok
fazla sayida 6rnegin analiz edilmesine olanak saglamakla beraber yiiksek verimlilige

ve ¢ok diisikk degerleri 6lgcme yetenegine sahip oldugundan, bu amag¢ kapsaminda
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Stefanovic ve ark. 2015). So6zii edilen bilgiler 1s1ginda
bu tez calismasinda ELISA ydnteminden yararlanilmigs ve basarilt sonuclar elde
edilmistir.

Sonug olarak, Kars’ta yapilan bu arastirmada incelenen ¢ig siit 6rneklerinin,
%33’1 Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi tolerans diizeylerinin iizerinde olmak
tizere, %89’unun AFMI1 ile kontamine oldugu belirlenmistir. Durum onu
gostermektedir ki, hayvan yemlerinin kiiflenmesinin 6niine gecilmedigi ve toksinli
rasyonla beslemeye devam edildigi siirece, siitle AFM1 atilimi devam edecektir.
Bugiin i¢in, alternatif yeni yontemlerle ¢alismalar stiriiyor da olsa, pastorizasyon ya da
sterilizasyon gibi 1s1l iglemlerle siitler bu anlamda giivenli hale getirilememektedir.
Yemlerin kiiflenmesi ve toksin ile kontaminasyonunun nasil Onlenecegi agikca
bilinmektedir, konuya titizlikle yaklasilmasi ve duyarli olunmasi, sorunu en basinda
cozecektir. Eger bu miimkiin olamiyorsa, en azindan daha hizli ve daha uygun
maliyetli yeni yontemler gelistirip yayginlastirarak, kontamine gidalar dogru ve etkin
bicimde saptanmali ve bunlarin sofralara ulagsmasi engellenmelidir. Bunun yaninda,
siit ve triinlerindeki detoksifikasyon denemeleri de olduk¢a 6nemlidir. Ne yazik ki
sOzii edilen zincirin her agamasinda yer alan eksiklikler, AFM1 probleminin uzun bir

stire glindemde kalacagini gostermektedir.

Oncelikle tarladan baslamak iizere Aflatoksin olusumunu gerceklestiren
kiiflerin hayvan diyetinde yer alan yemlerde iiremeleri ve AFB1 sentezlemeleri
onlenmeli, yemler uygun kosullarda taginmali ve depolanmalidir. Bu konuda
ciftcilerden iireticilere, yem islenmesinde ¢alisan personelden tiiketiciye kadar halkin
tamaminin bilinglendirilmesi gereklidir. AFB1 olusumunun 6niine gegilmelidir. Her
ne kadar AFM1’in detoksifikasyonu i¢in yogurtta LAB ile yapilan ¢alismalar pozitif
sonuglansa da ve siitte bentonit kullanimiyla indirgeme gerceklestirilse de, bu iki
yontem heniliz deneme asamasindadir. Bu konuda bilimsel ¢alismalar yiiriitiilmeye
devam edilmeli, yapilanincelemeler ileriki boyutlara tasinmali, bilim adamlarinaher

tiirlii teknik veekonomik giivence saglanmalidir.
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