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Yiksek Lisans Tezi
DEVAM SUTLERINDE AFLATOKSIN M1 VARLIGININ ARASTIRILMASI
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Devam siitlerine  gegtigi  bilinen kimyasal kontaminantlardan  biri
mikotoksinlerdir. Kiifler tarafindan tretilen ve devam siitlerine gegebilen mikotoksinler
bebekte saglik riski olusturabilir. Mikotoksinlerin toksik etkilerinin onlenmesi igin
bebegin normal biiyiime ve gelisimi i¢cin en Onemli besinlerden biri olan devam
stitlindeki aflatoksin M; diizeylerinin belirlenmesi dnemlidir. Siit kontaminant1 olarak
aflatoksinlerin kontrolii ile ilgili sosyal koruma projelerinin ve devam siitleri ile ilgili
farkindaligin arttirilmasi halk saghigi korunmasi agisindan 6nem arz eder.

Bu amagla, 7 farkh firmadan, farkli seri numaralarmma sahip siit 6rneklerini iceren 60
adet devam siitlii toplanmustr. Calismamizda Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemi kullanilarak devam siitlerinde aflatoksin M; miktarlar1 arastirilmistir.
Avrupa Birligine uyum ¢er¢evesinde hazirlanmig olan 2008/26 sayili gida
maddelerindeki kontaminasyonlarin maksimum limitleri hakkmdaki Tirk Gida Kodeksi
(TGK) Tebliginde; ¢ig siit, UHT siit ve siit igeren {irlinlerin yapiminda kullanilan
slitlerde maksimum AFM; miktarmm 0.05 pg/kg (ppb) olmas1 gerektigi belirtilmistir.
AFM; konsantrasyonlar1 hesaplandiginda; <0.05 ppb konsantrasyon araliginda AFM;
iceren 37 ornek, >0.05 ppb konsantrasyon araligimda AFM; igeren 23 Ornek tespit
edilmistir.

Sonug¢ olarak TGK limit degerini asan 23 O6rnek halk saghigi agisindan 6nem arz
etmektedir. Beslenmede devam siitiiniin ¢ok fazla siklikta tiiketildigi ve onemli bir rol
oynadig1 bebek yas grubunda, bu {irlinler piyasaya ¢ikmadan 6nce AFM; varhgmnin

saptandi1g1 daha kapsamli arastirmalarin yapilmasmimn uygun oldugu diistiniilmek tedir.

Yil : 2016
Sayfa Sayist :45
Anahtar Kelimeler : Aflatoksin, Devam siti, Mikotoksin, ELISA, Aflatoksin M;



Master's Thesis

Determination of aflatoxin M; on follow-on milk

Trakya University Institute of Natural Sciences
Department of Biology

SUMMARY

Milk, which is an important source of nutrition is used for infant feeding and
consumed widely all over the World. Mycotoxins are chemical contaminants that are
known to pass through milk. They are produced by molds and pass through milk, and so
may cause health problems in infants. To avoid the toxic effects of mycotoxins;
determining the AFM1 levels in follow-on milks which is one of the most important
nutrients for healthy grown babies is an important concern. Raising awareness about
follow-on milks and social protection studies that control aflatoxins as milk
contaminants is very important in order to protect public health.

In our study, investigation of Aflatoxin M; in follow-on milks; a product that
newborns take in their diet, and to evaluate the results in terms of public health.

For this purpose, milk samples from 7 firms containing 60 samples from firms
with different serial numbers were collected. AFM; concentrations were determined by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Our data revealed that 37 of the
samples detected to contain <0.05 ppb AFM; concentrations, while 23 of the samples
exceed this concentration limit. Though, in Turkish Food Codex, 0.05 pg/kg (ppb)
concentration of AFM; level is allowed, 23 of our follow-on milk samples exceeded the

legal values and may cause public health problems.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AFB1 . Aflatoksin B1

AFB2 : Aflatoksin B2

AFG1 : Aflatoksin G1

AFG2 : Aflatoksin G2

AFM1 - Aflatoksin M1

AFM2 - Aflatoksin M2

A.B. D. : Amerika Birlesik Devletleri

°C : Santigrat derece

DNA : Deoksiribonikleik Asit

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

HPLC : High Performance Liquid Chromotography (Yiksek basinghi sivi
kromotografi)

IARC : Uluslar aras1 Kanser Arastirma Orgiitii

kg :Kilogram

L - Litre

uL : Mikrolitre

pg : Mikrogram

nm : Nanometre

ppm : Parts per million

ppt . Parts per trillion

ppb : Parts per billion

rpm : Revolutions per minute (Dakikada devir sayis1)
TGK : Tirk Gida Kodeksi

TLC : Thin Layer Chromotography (Ince tabaka kromotografi)
WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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BOLUM 1

GIRIS

Siit; toplum beslenmesinde ve saghgmin korunmasinda ¢ok 6nemli yeri olan bir
besindir. Onem arz etmesinin nedeni, onun her yeni dogan yavrunun ilk ve temel besini
olmasindan kaynaklanmr. Siit; diinyaya geldigimiz ilk andan hayatimizin sonuna kadar
viicudun gelismesi, kuvvetlenmesi ve sagligin devamhiliginin saglanmasi i¢in gerekli
olan besin maddelerini icerisinde barindirmaktadir. Insanin hayatmin her asamasinda
ihtiya¢ duydugu siit, C vitamini ve demir gibi maddeleri iceren en iyi kaynaktir.
Bilhassa bebeklikte kas ve kemik saghgi i¢in miihim bir hammadde olan siit, biiylime
ve gelismede, immiin sisteminin kuvvetlenmesinde, kan basmci degerlerinin
diizenlenmesinde ve bazi kanser hastaliklarmin azaltilmasinda koruyucudur.

Bebeklerin saglikli biiyilimesi ve gelismesi i¢in ilk 6 ay boyunca en saglikli besin
anne siitlidlir. Anne siitiiniin gerek bebek gerekse anne acisindan gdz ardi edilemeyecek
benzersiz yararlart oldugu artik bilinmektedir. Anne siitii, yeni doganin optimum
biiyiime ve gelismesi i¢in ihtiyac1 olan sivi, enerji ve besin maddelerini saglayan, biyo-
yararhligi fazla, hazmi basit, dogal bir besin kaynagidr [1]. Ana siitii yetersizligi
durumunda, vitamin - mineral igerigi ve protein yapisi biiyiiyen bebeklerin ihtiyaglarma
gore hazrlanmg devam siitleri tercih edilir [2].

Gelisimin bu erken doneminde sadece inek siitiindeki vitamin ve mineraller,
bebeklerin besin ihtiyacini karsilamaya yetmez Devam siitleri; inek siitiinlin faydalari
ile biberon mamalarmnin sundugu besinleri birlestirir. Erken donemde bebeklerin dogru

beslenmesi, uzun donemde biiyiime ve gelismesi i¢in kritik 6neme sahiptir.



Bunun yan1 sira devam siitlerine gegen kimyasal kontaminatlar bebek saghgini
tehdit etmektedir. Devam siitlerine gegtigi bilinen kimyasal kontaminantlardan biri
mikotoksinlerdir [3]. Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. oryzae gibi kiif mantarlari
tarafindan olusturulan aflotoksinler en ¢ok bilinen ve en ¢ok karsilasilan
mikotoksinlerdendir. Giniimiizde aflotoksin olusumuna neden olan bu mantarlar,
dogada yaygm olarak bulunurlar ve uygun olmayan kosullarda depolanan {iriinlerde
kolayca gelisebilirler [4]. Gerek sahada ve gerekse harmanlanma, depolanma, tagmma
ve hazirlanma safhalarinda, bilhassa sinin ve nemin oldugu durumlar funguslarin
gelismesine misait oldugunda yem wve besinler kiiflerin istilasina ugrayarak
mikotoksinlerle kirlenebilirler [5,6,7].

Kiifler i¢in uygun durumlarda ikincil yikmm {iriinii olarak meydana getirilen
mikotoksinler insan ve hayvanlarda kansere, mutasyona, gelisim bozukluklarina,
hormonal bozukluklara, gen bozukluklarina ve sinirsel bozukluklara nedenolurlar [8, 9,
10].

Siit ve siit bazli besin iriinlerinin bilhassa bebekler ve yetisme cagindaki
cocuklarm ¢ok miktarda tilkketmesi ile bu sorun 6nemini daha da arttirmaktadir. Birgok
tikke tarafindan bu soruna, gerek halk saghgi gerekse ekonomik agidan verdigi
zararlardan dolayi, giin gectikce daha fazla onem verilmektedir. Siit ve siit tirlinlerdeki
aflatoksin M;’in meydana gelmesi ¢evre kosullarma baglh oldugundan sartlarin
diizeltilmesi problemin daha basit ve ucuz yollardan ortadan kaldirilmasm
saglayacaktr [9, 11, 12, 13, 14, 15]. Yetiskinlere gore daha fazla siit tiikketmek zorunda
olan bebek ve ¢ocuklarin biyotransformasyon kapasitelerinin daha disik olmasi
nedeniyle aflatoksin Mj’e yetiskin insanlara gore daha duyarli olmasi da yine bu
toksinin saglik ag¢isindan ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Biitiin bu
bulgular gida ve yemlerin aflatoksinlerle kontaminasyonunun potansiyel bir halk saghgi
problemi oldugunu gostermektedir [8, 9, 10, 16]. Birgok iilkede yogun onlemler
alimmasma karsin, aflatoksin bulundurmayan siit imali genellikle olas1 olmamaktadir.
Islenmis siit ve iriinlerinde yiiksek AFM; miktarlarinm seyrek olarak rastlanmasina
karsin, fazla hacimdeki siitlerin, bir litre bulasik siitle bile kolayca kontamine olmasi
nedeniyle, piyasa siitlerinde AFM;’in var olma olasilig1 ¢ig siitlere oranla daha ¢oktur.

Ek olarak, giiniimiizde kullanilan ¢agdas analitik yontemler ile siitte bulunan disiik



AFM; miktarlar1 bile tespit edilebilmekte ve neticesinde pozitif 6rneklerin ytizdesi
artmaktadir [17].

Bu arastirmanin amaci; kuvvetli toksin 6zellik gosteren aflatoksin M;'in devam
stittindeki miktarlarmi belirleyerek, bebeklerin maruz kalacag: riskleri ve olas1 saglik
etkilerini yorumlamak, bu riskleri ortadan kaldirmaya yonelik gerekli Onlemlerin

alinmasi i¢in 6nerilerde bulunmaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Funguslar

Fungi (mantarlar), 6zellikle organik maddelerin biyodegradasyonu olmak iizere
cevresel faaliyetlerde 6nemli rol oynayan, fotosentetik olmayan ve genis dagilimi olan
eukaryotik canlilardir [18].

Fungi, heterotroflar icerisinde cesitlilik gosteren ve olduk¢a genig bir yer
kaplayan, agirlikli olarak absorbsiyon yontemiyle beslenen bir gruptur. Mantar tiirleri
cogunlukla multiniikleer hif tiretirler ve hiicre duvarlarinda hem B-glucan hem de Kitin

maddelerini igerirler [19].

2.1.2. Funguslarin Karakteristik Ozellikle ri

Tim mantarlar eukaryotiktir. Bagka bir ifadeyle, mantar hiicreleri birkag
kromozom iceren membran zariyla c¢evrili niikleusa ve membran zariyla cevrili
sitoplazmik organellere (vakuol, mitokondri vs.) sahiptirler.

Funguslar tipik olarak u¢ kisimlarindan uzama gosteren hif denilen filament6z
yap1 sayesinde gelisirler. Fungal hiflerin defalarca u¢ kisimlarmdan birbirleri ile
birleserek olusturdugu ags1 yapiya ise misel adi verilir [20]. Fakat Saccharomyces
cerevisiae’de oldugu gibi baz1 fungus tiirleri (mayalar) tek hiicreli olarak gelisir.

Funguslar heterotrof canlilardr. Hiicre sentezi i¢in karbon iskeletini ve enerji

ihtiyaglarint 6nceden olusturulmus olan karbon kaynaklarindan karsilarlar. Fungus larin



hiicre duvar1 fagositoz yoluyla besinlerin hiicre i¢ine alimini engeller. Bu nedenle
funguslar sadece basit absorbsiyon yoluyla hiicre duvar1 ve hiicre zarmda ¢oziinebilen
maddeleri dogrudan alir. Cogu durumda hiflerde {retilen salgi enzimleriyle
depolimerizasyonu gerceklestirerek kompleks molekiillerin daha basit molekiillere
donlismesini saglar.

Mantarlar genellikle hiicre duvarmda glukan (agrlhkli olarak B-1,3 ve B-1,6
baglariyla olusan glikoz polimeri) ve kitin maddelerini igerir. Bazi mantarlarin hiicre
duvarinda kisa uzunluklarda seliilozun varlig1 da tespit edilmistir. Mantarlarin hiicre
duvar1 selillozca zengin degildir. Bu durum mantarlar1 bitkilerden aymrt edilmesini
saglar.

Mantarlar karakteristik Ol¢iide ¢Oziilebilir karbonhidratlar ve depolanabilir
bilesikler olarak trehalose, mannitol ve glikojene sahiptirler. Bu bilesikler 6zellikle
arthropodlarda olmak iizere baz1 hayvanlarda aynidir fakat bitkilerde farkhidir.

Mantarlar1 hemen hemen tiim diger eukaryotik canlilardan farkli yapan en
onemli Ozellik, mantarlarn genellikle haploid niikleusa sahip olmalardir. Bazi
tomurcuklanmayla ¢ogalan mayalar diploid niikleusa sahiptirler.

Mantarlar hem eseyli hem de eseysiz ¢ogalabilirler ancak c¢ogunlukla spor
tireterek cogalirlar. Fungal sporlar sekil, biiyiiklik ve diger 6zellikler bakimindan biiytik
Ol¢tide farklhilik gosterirler [21].

2.1.3. Funguslarin Canhlar Arasindaki Yeri

Yaklasik olarak 1,5 milyon fungus tiirliniin varhigi dislinlilmesine ragmen,
sadece 80.000 ile 120.000 arasinda fungus tiirii tanimlanabilmistir [19, 22]. 1960’ It
yillarm sonuna kadar funguslar bitkiler ad1 altinda smiflandiridlmistr. Ancak sonradan
yapilan laboratuar ¢aliymalarinda funguslari bitkilerden ayiran en az 4 farkhh 6zellik
oldugu tespit edilmistir:

Bitkiler klorofil pigmentine sahip olmasma ragmen, funguslar ise bu pigmente sahip
degildir.

Funguslarin hiicre duvar1 6zellikle kitin ad1 verilen karbonhidrat maddesi varken, bitki
hiicre duvarinda ise seliiloz ad1 verilen karbonhidrat maddesi bulunur.

Funguslarm biiyiik bir kismu bitkilerde oldugu gibi ¢ok hiicreli degil, tek hiicrelidir.



Funguslar heterotrofik canlilar olmasma ragmen bitkiler ototrofiktirler.
Bu sebeplere dayanarak, funguslar soy agacindaki Eukarya domaini iginde yer alan ve

“Fungi” olarak adlandirilan kendilerine ait farkli bir aleme yerlestirilmistir [23].

2.2. Mikotoksinler

Mantarlar tarafindan olusturularak; bitki, hayvan, insan ve mikroorganizmalara
kars1 zehirleyici, kanser yapici, mutasyona sebep olan tedavide kullanilabilen ve
bagisiklik bozucu etkiler yapan maddelere mikotoksin denir [4]. Mikotoksinlerin pek
cok farkli tiiri bulunmakla birlikte bunlardan yaklagik 20 tanesinin bitkisel ya da
hayvansal besin yolu ile hayvanlara gectigi soylenmektedir [24].

Mikotoksinlerin tarithi oldukg¢a eski yillara dayanmaktadir. Mikotoksin
zehirlenmelerinin kayitlara gegen ilk Ornegini, ergotizm olugturmaktadir. Ortagagda
cavdar mahmuzuyla kirlenmis unlardan hazirlanan ekmekleri yiyen insanlarda
karincalanma ve sinirsel belirtiler gézlenmistir. Bu hastalik belirtileri ortagagda “Aziz
Antonius hastahigr” olarak adlandirilmistir. Daha sonra yapilan 1890°hh yillarda
Penicillium cinsi mantarlarla kirlenmis piringleri tiiketen insanlarin saghgmnin
bozuldugu Japon patologlar tarafindan ortaya konmustur [25, 26, 27, 28, 29, 30].

Tiirkiye’nin ge¢misinde aflatoksin problemi ilkin, 1967 senesinde Kanada’ya

satilan findiklardan 10 tonluk miktarmin iade edilmesiyle vuku bulmustur.
1972-1974 senelerinde ise ABD’ye satilan fistiklarda aflatoksin bulunmasi nedeniyle
fistiklar iade edilmistir. Kuru inciri dis tilkelere sattigimizda da, 1972 senesinde
Danimarka, 1973 ve 1974 senelerinde ABD ile sikint1 ortaya ¢ikmms, 1986, 1987 ve
1988 senelerine bakildiginda da tiim satin alimlarin alic1 taraftarafindan durdurulmasina
rastlamlmugtir. 1995 senesinde Isvicre ve Almanya’ya satilan kwrnmuzi biberlerin
piyasadan elde edilen numunelerinde aflatoksin varhigi saptanmis fakat biberler iade
edilmemistir [14, 31].

Kiiflii gidalarin tiiketilmesinin hastalik olusturdugunun anlasilmasi, kiif
mantarlarinin 6nemini ortaya koymus ve lizerinde ¢ok sayida arastirmalar yapilmasimna
neden olmugtur. Hayvan ve insanlara zehirli ve kanser yapici etkisi nedeniyle olumsuz
yonde etkileyen mikotoksinlerle yapilmig arastrmalarin ¢ogunlugunu aflatoksinler
meydana getirmektedir. Aflatoksin disinda hububatlarda bulunan okratoksin A,

trikotesenler, patulin ve fumonisin canlilarin saghgin tehdit etmektedir [6, 32, 33, 34].



Mikotoksinlerin viicuda alinan miktart ve bu durumun siiresine bakildiginda,
canlilarda bazi sorunlar yaratabilecegi ve bundan dolayr emniyetli kabul edilebilir
diizeyin minumum olmasi, yani mikotoksin varligmin tespit edilmemesi gereklidir.
Ancak minimum diizeyden kasit sifir olmas1 oldugundan gercekte bu durum miimkiin
degildir. Bu nedenle saptanacak maksimum kabul edilebilir degerler kriter olarak
kullanilmaktadir [32].

2.2. AFLATOKSINLER

Aflatoksin terimi Aspergillus’un A ve flavus’un fla harflerinin birlestirilip toksin
kelimesinin ilavesiyle olusturulmustur [35,36].

Aflatoksinler hayvanlar ve insan icin toksik olmalari, besin maddelerinde
Kirlenmeye neden olmalari, canlilarda kanser yapici etkilerinin goriilmeleri, kontamine
yem tiketen hayvanlarm drilinlerinde izlerine rastlanmalariyla, tstiinde durularak

arastirma yapilan mikotoksin siifini olusturmaktadirlar [37].

2.2.1. Aflatoksinlerin Ozellikleri

Aflatoksinler, Aspergillus flavus (Sekil 2. 1), Aspergillus parasiticus ve
Aspergillus nomius ve bazi Aspergillus, Penicillium ve Rhizopus tiirleri
tarafindan uygun sicaklk ve rutubet kosullarinda sentezlenen toksik, mutajenik,
teratojenik ve karsinojenik fungal metabolitlerdir [17, 38, 39,40](Steyn, 1995

Son yillarda yapilan ¢alismalarla Aspergillus pseudotamarii [36], Aspergillus
bombycis [43] ve Aspergillus ochraceoroseus’un da [44] aflatoksin sentezledikleri
bildirilmistir. Aflatoksinler ve bunlar1 sentezleyen fungus tiirleri Tablo 2. 1°de

sunulmustur [45].



Sekil 2.1. Aspergillus parasiticus' un elektron mikroskobundaki goriintiisii [46].

Aflatoksinlerle ilk karsilasma 1960 yilinda gdriilmektedir. Ingiltere’de, Giiney
Amerika ve Afrika’dan alnan yerfistigiyla beslenen 100.000 hindi yavrusunun telef
olmasiyla arastrilan yemlerde Aspergillus flavus bulunmus ve Aspergillus flavus
tarafindan tretilen toksine de aflatoksin (Aspergillus flavus Toxin — A-fla-toxin) adi
verilmistir. Meydana gelen toksik bilesiklerin yapisindan elde edilen arastirmalar
sonucunda 4 farkli bilesik (AFB1, AFB,, AFGy, AFG,) belirlenmistir [47, 48, 49].



Tablo 2.1. Aflatoksinler ve bunlarisentezleyen fungus tiirleri [45].

Fungus tiideri Aflatoksinler
B; B, Gy G,
Aspergillus flavus + + + +
A.flavus var. columnaris +
Aspergillus oryzae + +
Asergillus parasiticus + + + +
A.parasiticus var. + + + +
globosus
Aspergillus niger +
Aspergillus wentii +
Aspergillus ruber +
Aspergillus ostianus + +
Aspergillus ochraceus +
Penicillium variabile +
(Talaromyces variabilis)
Penicillium puberulum + + + +
(Penicillium
aurantiogriseum)
Penicillium citrinum +
Penicillium frequentans +

Aflatoksinlerin aldiklar1 bu harfler ultraviole 15181 altinda verdikleri renklere
gore yapimustir. 1k olarak, Ultraviole 15131 (UV) altinda mavi renkli floresan veren
bilesenler, aflatoksin B; (AFB;) ve aflatoksin B, (AFB;) olarak isimlendirilmistir. Yesil
sar1renkte floresan gosteren bilesenler de G; ve G, olarak isimlendirilmistir.

Ilerleyen donemlerde aflatoksinli yemleri tiiketen laktasyon donemindeki ¢iftlik
hayvanlarmm siitiinde bu toksinin bir benzerinin varligi saptanmistir. Siitte saptanmasi
nedeniyle toksine “siit toksini” (milk toxin) manasinda aflatoksin M denilmistir.
Aflatoksin M’ nin saptanmasinin ardindan yapilan ¢alismalar bu metabolitin By ve
B2’ nin tirevleri oldugu belirlenmis ve aflatoksin My (AFM;1) ve M, adli ki ayr1 bilesik
olarak izole edilmistir. Toksinlere verilen sayilar zehirlilik diizeyini gostermektedir. “1”

ile gosterilenler yiksek, “2” ile gosterilenler diisik zehirlilik oranini ifade etmektedir
[50, 51, 52].




Aflatoksin B,, aflatoksin B;’in, aflatoksin G ise aflatoksin G;’in tirevidir. In
vivo sartlarda metabolik olarak B; ve Gji’e doniismedikleri siirece aktif degildirler.
Aflatoksin M; ve My, aflatoksin B; ve By nin tirevidir (Sekil 2. 2 ve Tablo 2. 2) [53].

o7 o OCH; 00 OCH;

Aflatoksin B, Aflataksin B,

Aflatoksin M, Aflatoksin M

Sekil 2. 2 Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 [53].

Tablo 2. 2 Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [53].

Aflatoksin Molekiil Molekiil Kaynama Ultraviyole Floresans
formiilii agirh@ noktasi absorbsiyonu emisyomu

B; C17H1206 312 268-269 21,800 425

B, C17H1406 314 286-289 23,400 425

G, Cy7H1,07 328 244-246 16,100 450

G, C17H1407 330 237-240 21,000 450

M, Cy7H1,04 328 299 19,000 425

M, C17H1.07 330 293 | — |-
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Normal ¢evresel kosullarda olduk¢a dayanikh olan aflatoksinler ancak 300°C
tizerinde 25 dakika stireyle pisirilen ekmek veya benzeri kosullar uygulanan
karma yemlerin aflatoksin igerigi ancak %60 dolayinda azalabilmektedirler [30].
Toksine maruz kalmus siitlerin islemleri srasinda 1s1l islem, femantasyon ve
kurutma gibi siitiin mamul maddeye ¢evrilmesinde kullanilan yontemlerin toksini
destabilize  etmediginin  anlasimasi, AFMj;’in siit wve siit iriinlerinden

uzaklastirilmasinda 6zel yontemlerin kullanilmas1 gerekliligini ortaya ¢ikartmistir [54].

2.2.2. Aflatoksinlerin Toksititesi ve Saghga Etkileri

Aflatoksinler, besinlerle birlikte aliman mikotoksin kirliliklerinin insanlara
yonelik akut ve kronik toksisite riski yaratma olasiliklar1 yoniinden en fazla incelenen
cesitleridir. insan ve biitiin hayvan tiirlerinde ¢ok yaygin ve toplu zehirlenmeler neden
olan aflatoksinlerin bilinen en giiglii dogal karsinojen oldugu anlagilmistir [30] .

Aflatoksinler, maruz kalnan diizeyine Ve siiresine gbre insan Ve hayvanlarda
zehirlenmelere yol agabilmektedirler. Viicuda alman aflatoksinin neden oldugu
mikotoksikozise aflatoksikozis adi verilmektedir. Aflatoksikozis, bireysel olmaktan
ziyade toplumu ve siiriiyii ilgilendiren bir problemdir [33,55, 56].

Herhangi bir vakada nedenin saptanamamasi durumun belirtilerinin belirli
besinlerle iligskilenmesi, baz1 ilaglarla tedaviye verilen cevabin yeterli olmamasi gibi
durumlarda aflatoksine maruz kalindigindan kuskulanilmahdir [57].

Aflatoksinle kontamine yemleri yiyen siit siirlarinda, siit iiretiminde azalma
olabilmektedir [59]. Insanlarda kayith akut aflatoksikozis olgularmdan belki de en
Oonemlisi, 1967°de Tayland’da iki ¢iftlik kurulusunda ¢alisan 26 kisinin agik yiyecek
zehirlenmesine maruz kalmasi ve bunlardan 3’liniin 6lmesi seklinde rapor edilmistir.
Konu ile ilgili calismalar ve otopsi sonuglar1 zehirlenmeye isgilerin tikettikleri
aflatoksinle kontamine (200ug/kg) pirincin neden oldugunu gostermistir. Diger bir
aflatoksikozis olgusu da 1974 yilinda Hindistanda sekillenen ve 400 kisiyi etkileyen,
etkilenenlerden 100 tanesinin 61diigii aflatoksin iliskili hepatitis olgusudur [58, 60].
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Aflatoksinlerin halk saghgi lizerine olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla, 19
Haziran 1993’de Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu, AFB; ‘i birinci dereceden,
AFM; ‘yi ise ikinci dereceden karsinojen smifina almistir.

Kiiflii tahillarin yenilmesiyle Hindistan ve Afrika’da karaciger kanseri goriilme
olasihigmin yiiksek oldugu belirtilmistir [61, 62].

Devlet Istatistik Enstitiisii kayitlarma gore 1999 yili itibariyle Tiirkiye’de toplam
siit {iretimi 10.082.010 tondur [63]. Uluslararas1 Kanser Arastirma Orgiitii, aflatoksinleri
Grup | karsinojenler olarak agiklamistir [64].

Aflatoksinlerin insan saglhgi lizerine zararh etkilerinin ortaya konmasmdan
sonra Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) baglh Uluslararas: Kanser Arastirma Kurulusu 19
Haziran 1993 tarihinde Aflatoksin B;’i1. smif, Aflatoksin M;’i de 2. smif karsinojenler
icerisine dahil etmislerdir [65].

Boyle iirtinleri tikketen insanlarda kronik zehirlenmeler, mutajenik, karsinojenik
ve teratojenik etkiler goriilebilir. Bazi c¢alismalarda aflatoksinle kontamine olmus
besinlerin hem hayvanlar hem de insanlarda karaciger kanseri ve immiin sistem
baskilanmas1 gibi toksik etkilere neden oldugu bildirilmektedir [66, 67].

Bu toksik etkilerin ise maruz kaliman miktara ve siireye bagh olarak degisiklik
gosterdigi vurgulanmaktadir.

Aflatoksinlerin neden oldugu toksik etkilerden en ¢ok etkileneceklerin basinda,
toplumun risk gruplarmdan birisi olan cocuklar gelmektedir. Ozellikle bebekler diisiik
viicut agirliklary, yiliksek metabolik hizlari, yeterli detoksifikasyon yapamamalari,
organlarin ve dokularin tam olarak gelismemis olmas1 gibi nedenlerle yetiskinlere gore
daha fazla risk tasimaktadrlar [11, 68, 69].

Karsinojenlerin biyotransformasyon kapasitesibebeklerde yetiskinlere gére daha
diisiik oldugundan, daha uzun siire viicutta kalabilmektedirler.

Temel gida maddesi olan siit, insan beslenmesi agisindan biiyiik dneme sahiptir.
Ozellikle bebek ve gocuklarin beslenmesinde gida maddesi olan siit ve siit iiriinlerinin
aflatoksin M; igeriginin tespiti 6nem arz etmektedir. Bu nedenle insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilan besinlerdeki miktarlarmm tespiti biiyiikk bir 6nem arz
etmektedir. Bebek ve c¢ocuklarin beslenmesinde siitiin biiyik rol oynadigr ve

biinyelerinin yetigkinlere oranla daha duyarli oldugu diisiiniiliirse, siit ve siit iiriinlerinde
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bulunan aflatoksin Mj‘in kontrol altina alinmasmmn halk sagligi agisindan ne kadar

onemli oldugu anlasilmaktadir.

2.2.3. Aflatoksinlerin Biotransformasyonu

Viicuda alman aflatoksinler smirh 6lgiide absorbe edilirler. Dolasima katilan
toksinler plazmadan ayrilir, karaciger ve kaslara giderler. Viicutta bulunan AFB;’in
%85 ile %90°1 ilk 24 saatte disk1 (%75), idrar (%15-20) ve siit ile degisime ugramamis
metabolitleri seklinde atilir. AFB; viicutta ¢esitli metabolik degisikliklere maruz kalarak
AFM;’e donisir [5].

Aflatoksinlerin, toksik ve karsinojenik olabilmeleri i¢in oksidatif metabolizmaya
ugramalar1 gereklidir [70, 71]. Deneysel olarak aflatoksin biyosentezinin toksijenik
mantarlarca asetattan baslayarak polihidroksi antrakinon tizerinden dekaketidler,
norsolorinik asit, averantin, averufin versikonal asetat, versikolorin A, sterigmatosistin
ve aflatoksin By verecek sekilde gergeklestigi anlagilmistr [30].

Aflatoksin B;’in siite biyotransformasyonla ge¢is yaptig1 gibi siitte kismen
olusabilmektedir. AFM1, AFB;’in, AFM, de AFB;’nin hepatik biyotransformasyonun
bir sonucudur. AFB;’in yemle alinmas1 durumunda siitteki AFM; kontaminasyonu

hesaplanabilmektedir.

2.2.4. Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksinler

Bitkisel iirtinlere gdre bulunma siklig1 ve miktariaz olmakla birlikte hayvansal
tirtinler i¢inde aflatoksine en fazla siit ve siitlii tirtinlerde rastlanmaktadir. Siit ve siitli
tiriinlerde aflatoksin kontaminasyonu ikikaynaktan kdken alir. Bunlardan birincisi
laktasyon donemindeki hayvanlarin yedikleri yemler ile aldiklariaflatoksin B; ve By’in
siite aflatoksin M; ve M, seklinde gegmesidir. ikinci kaynak ise sagimdan sonraki
tasima, isleme ve depolama islemleri swasinda siit ve siit Tlriinlerine aflatoksin
sentezleyen kiiflerin bulasmasi ve aflatoksin {iretmeleriyle olmaktadir [73,74, 75, 76,
77].

Siit veren hayvanlarda aldiklar1 AFB;’in hangi miktarda AFM;’e donistiigiini

belirlemek i¢cin bazi ¢alismalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalar farkli sonuglar1 isaret
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etmekle birlikte genel bir yargi olarak, tiikketilen yemdeki AFB;’in %1-3 arasinda
degisen oranlarda siite gegtigini bildirilmektedirler [33, 78]. Pittet ise bu oranin %6’ya
kadar ¢ikabilecegini rapor etmistir [79].

AFB;’in AFMj’e doniisiim oranmin; giinden giline, hayvanm bir siit verme
doneminden diger siit verme donemine, sagim zamani ve sagmm sikligina, hayvandan
hayvana ve hayvanm siit verim diizeyine bagh olarak degisebildigi bidirilmektedir
[78,80].

Siit iirtinleri ise AFM; ile kontamine siitten yapilmalar1 ve siit liriinlerinde
aflatoksin treten kiiflerin tiremesine bagli olarak birkag aflatoksin ¢esidi ile kontamine
olabilmektedirler [80].

Sit ve {riinlerindeki aflatoksinin miktarlar1 cografi bolgelere, iilkelere ve
mevsimlere gore farkliliklar gosterdigi, bahar ve yaz mevsiminde ki mevsimine oranla
stitlerde daha az miktarlarda AFM; bulundugu, dolayisiyla bu mevsimlerde yapilan siit
triinlerinde de AFM; miktarinin Onemsenmeyecek diizeylerde goriilebilecegi

bildirilmistir [81, 82, 83].
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Devam Siitii Orneklerinin Toplanmasi

Calismada 7 farkli firmaya ait devam siitii 6rnekleri toplanmustir. Ornekler Eyliil
2014 - Subat 2015 tarihleri arasinda toplanmustir. Orneklerin deney asamalar1 Subat

2015 — Haziran 2015 tarihleri arasinda tamamlanmustir.

3. 1. Devam Siitii Orneklerinin Ekstraksiyonu

Numune buzdolabi sicakhiginda sogutulup 2-8 °C’de 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi ile siitten yag tabakasi ayrilip yagsiz kisim direkt
olarak analize almmistir. 25-1250 ppt Ol¢tim araliginda en etkili aflatoksin
M; konsantrasyonunu elde etmek igin 6rnek 5 kez diliie edilmistir (100 pl 6rnek + 400

ul 6rnek diluenti).
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3.2. AFM1 Varhgimin Gosterilmesi

3. 2. 1. Enzim Immunoassay Prosediirii

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) metodu ve M; ELISA test kiti
kullanild. Orneklerin ekstraksiyonundan sonra analiz prosediirii, iiretici firmann

talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

3.2.3. ELISA Yontemi ile Aflatoksin M, Analizi

Calismada Ridascreen Aflatoksin My ELISA kiti kullanildi. -20°C’de saklanmus
olan siit drnekleri, oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. 10 dakika 3500g’de 10°C’de santrifiij
edildi. Santrifligasyon sonrasi iistteki kremams1 yagh kisim alindi. Yagsiz kisim analize
alind1
Aflatoksin My ELIS A kiti oda sicakligma getirildi.

Konsantre halde bulunan Aflatoksin M; Enzim Konjugaty, 400ul konjugat +4mL
tampon ¢dzelti kullanilarak 1:11 oraninda diliie edildi (1+10).

Konsantre halde bulunan Antiaflatoksin M; antikor soliisyonu tampon ¢6zelti
kullanilarak 1:11 oraninda diliie edildi (1+10).

Tampon ¢ozeltisi olarak kitin i¢erisinde yer alan PBS Tween Tampon Tuzu kullanild1.
Tuz, 1 L distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi

1. Mikroplakalar {izerinde tiim orneklerin ve standartlarm 2 paralel ¢alisilabilece gi
sekilde yerlestirme planland1 ve not edildi.

2. Diliie edilmis Ab soliisyonundan her kuyucuga 100 pL eklendi Elle ¢ok yavas
karistirilarak oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

3. Kuyucuklardaki sivi bosaltildi. Mikroplaka, kurutma kagidmmn iizerine hafifce
vurularak sivinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

4. Tim kuyucuklar 250 pL yikama tamponu ile dolduruldu ve igerik tekrar bosaltild1
Ayni islem 2 kez tekrarland1.

5. 100 pL standart sollisyonlar ve hazirlanan 6rneklerden 2 paralel olacak sekilde
kuyucuklara eklendi. Elle ¢ok yavas karistirillarak oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildi.
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6. Kuyucuklardaki sivi bosaltildi. Mikroplaka, kurutma kagidmnin iizerine hafifce
vurularak sivinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

7. Tim kuyucuklar 250 pL yikama tamponu ile dolduruldu ve igerik tekrar bosaltild1
Ayni islem 2 kez tekrarland1.

8. Tim kuyucuklara 100 pL diliie edilmis enzim konjugati eklendi. Elle ¢ok yavas
karistirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

9. Kuyucuklardaki sivi bosaltildi. Mikroplaka, kurutma kagidmin {izerine hafifge
vurularak sivinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

10. Tiim kuyucuklar 250 pL yikama tamponu ile dolduruldu ve igerik tekrar bosaltild.
Ayni islem 2 kez tekrarland1.

11. Tim kuyucuklara 100 pL substrat eklendi. Elle ¢ok yavas karistirilarak oda
sicakhiginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

12. Tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklendi. Elle ¢ok yavas karistirildi ve 15
dakika icerisinde 450nm’de okundu.

13. Sonuglar RIDA®SOFT Win (Art.N0.Z9999) Softyware ile degerlendirildi.
Hesaplamalar asagida verilen formiille yapildi

Hesaplama= Ornegin absorbans1 X100

Maksimum baglanma
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3. 2. 4. Deneyde Kullamlan Kit ve Devam Siitii Orneklerinin Fotog raflan
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Sekil 3. 2. Orneklerin Elisa Prosediiriinde Kullanilan Plaktaki Gériiniimii

Sekil 3. 3. Orneklerin Elisa Prosediiriinde Kullanilan Plaktaki Goriiniimii
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BOLUM 4

4. SONUCLAR

4. 1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

AFM; konsantrasyonlar1 hesaplandiginda; <0.05 ppb (parts per billion)
konsantrasyon araliginda AFM; iceren 37 ornek, >0.05 ppb konsantrasyon araliginda
AFM;j iceren 23 ornek tespit edilmistir.

AFM; varhigi tespit edilen 23 devam siitii 6rneginden;  0.06-0.07 ppb
konsantrasyon araligimda AFM; igeren 3 6rnek, 0.07-0.08 ppb konsantrasyon araliginda
AFM; iceren 1 o6rnek, 0.08-0.09 ppb arahiginda 16rnek, 0.09-0.10 ppb araliginda 1
ornek, 0.10-0.11 ppb araliginda 2 6rnek, 0.11-0.12 ppb araliginda 3 6rnek, 0.12-0.13
ppb araligimda 3 6rnek, 0.13-0.14 ppb araliginda 1 6rnek, 0.14-0.16 ppb araliinda 1
ornek, 0.16-0.17 ppb araliginda 1 6rnek, 0.17-0.18 ppb araliginda 1 6rnek, 0.18-0.19
ppb araligimda 1 6rnek, 0.19-0.20 ppb araliginda 1 6rnek, 0.20-0.23 ppb araliinda 1
ornek ve 0.23-0.34 ppb araliginda ise 2 6rnek oldugu goriilmektedir.

Avrupa Birligine uyum g¢er¢evesinde hazirlanmis olan 2008/26 sayilh gida
maddelerindeki kontaminasyonlarm maksimum diizeyleri hakkindaki Tirk Gida
Kodeksi (TGK) Tebliginde; ¢ig siit, UHT siit ve siit kokenli maddelerin {iretiminde
kullanilan siitlerde maksimum AFM; miktarinin 0.05 pg/kg (ppb) olmasi gerektigi
bildirilmistir.

Yukarida belirtilen veriler dogrultusunda, 37 devam siitii 6rneginde, Tiirk Gida
Kodeksi limit degerini agan AFM; konsantrasyonu tespit edilmemistir.

ELISA  yOntemiyle devam siitii  Orneklerinin  AFM; diizeylerinin
hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafikleri Sekil 4. 1 ve Sekil 4. 2°de, tespit
edilen AFM; konsantrasyonlari Tablo 4. 1 ve Tablo 4. 2‘de verilmistir.

19



Standards
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Sekil 4. 1. Siit 6rneklerinin AFM; diizeylerinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon

grafigi-1
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Sekil 4. 2. Siit 6rneklerinin AFM; diizeylerinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon

grafigi-2

Tablo 4. 1. Kalibrasyon grafigi-1 ile AFM; varlig1 pozitif olarak tespit edilen

numunelerde AFM; konsantrasyonu

Ornek Numaras1 Ortalama Hesaplanan ppt ppb
Absorbans
3 1.580 6.65 0.0665
10 1.550 8.45 0.0845
11 1.573 7.1 0.0710
20 1.587 6.25 0.0625
26 1471 13.1 0.1310
28 1.394 17.65 0.1765
36 1.475 12.8 0.1280
38 1.582 6.6 0.0660
41 1.493 11.75 0.1175
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Tablo 4. 2. Kalibrasyon grafigi-2 ile AFM; varhgi pozitif olarak tespit edilen

numunelerde AFM; konsantrasyonu

Ornek Numaras1 Ortalama Hesaplanan ppt ppb
Absorbans
44 1.176 23.12 0.2312
45 1.487 11.31 0.1131
46 1.535 9.97 0.0997
47 1.208 20.49 0.2049
49 1.505 10.83 0.1083
50 1.359 14.63 0.1463
51 1.236 18.94 0.1894
59 1.486 11.33 0.1133
60 1.101 34.19 0.3419
61 1.439 12.53 0.1253
62 1.224 19.55 0.1955
63 1.432 12.70 0.1270
72 1.312 16.03 0.1603
73 1.519 10.45 0.1045

Tablo 4. 1’e ve Tablo 4. 2’ye bakildiginda devam siitii 6rneklerine ait AFM; bulgular1
icin analiz sonucuna gore firmalar aras1 (A, B, C, D, E, F, G) ortalama degerler standart
degerden yiksektir fakat fark istatiksel olarak dnemsiz bulunmustur. Ayrica Tablo 4.
3’de firmalara ait tespit edilen AFM; degerleri verilmistir. Sekil 4. 3 ve Sekil 4. 4’de
firmalara (A, B, C, D, E, F, G) ait ortalama degerler ¢cubuk ve pasta dilimi grafikleri

seklinde gosterilmistir.
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Tablo 4. 3. Firmalara ait devam siitii orneklerinin AFM; konsantrasyonlar1

Ornek Firmalar
No A B C D E F G
1 <0,05 0,0710 <0,05 <0,05 0,1131 <0,05 <0,05
2 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 0,0997 0,1083 <0,05
3 0,0665 <0,05 <0,05 <0,05 0,2049 0,1463 0,2312
4 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 0,1894
5 <0,05 <0,05 <0,05 0,1280 0,1603 <0,05
6 <0,05 <0,05 0,1310 <0,05 0,1045 0,1133
7 <0,05 <0,05 <0,05 0,0660 <0,05 0,3419
8 <0,05 <0,05 0,1765 <0,05 0,1253
9 <0,05 0,0625 <0,05 <0,05 0,1955
10 0,0845 <0,05 <0,05 0,1175 0,1270
Firmalar
0.2
0.15
0.1
- I I I
0 T T T T T T
A B C D E F G

Sekil 4. 3. Siit Orneklerinde Saptanan Aflatoksin M; Miktarlarinm Firmalara Gére
Dagilimi Cubuk Modeli.
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FIRMALAR

Sekil 4. 4. Siit Orneklerinde Saptanan Aflatoksin M; Miktarlarinm Firmalara Gére
Dagilimi1 Pasta Modeli
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Firmalar

M A : Firmasina ait 10 6rnekten 8
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

M B : Firmasina ait 10 6rnekten 8
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

m C: Firmasina ait 10 6rnekten 8
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

B D : Firmasina ait 10 6rnekten 7
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

B E : Firmasina ait 7 ornekten 2
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

M F: Firmasina ait 10 6rnekten 2
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

M G : Firmasina ait 3 6rnekten 2
tanesinde <0.05 ppb tespit
edilmistir.

Sekil 4. 5. Siit Orneklerinde <0.05 ppb Saptanan Aflatoksin M; Miktarlarmmn Firmalara

Gore Dagilimi Pasta Modeli
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Firmalar

M Afirmasinda 10 6rnekten 2
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

M B firmasinda 10 6rnekten 2
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

M Cfirmasinda 10 6rnekten 2
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

M D firmasinda 10 6rnekten 3
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

M E firmasinda 7 drnekten 5
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

M Ffirmasinda 10 6rnekten 8
tanesinde >0.05 ppb tespit
edilmistir.

Sekil 4. 6. Siit Orneklerinde >0.05 ppb Saptanan Aflatoksin M; Miktarlarmmn Firmalara
Gore Dagilim1 Pasta Modeli

Calismamizda piyasadan saglanan yedi farkli firmaya ait (A, B, C, D, E, F, G)
60 adet devam siitii materyal olarak kullanilmistir. Toplanan 6rneklerin ELISA testi ile
AFM; diizeyleri arastirilmustur.

Sonuglara gore Tablo 4. 3 incelendiginde A, B, C, D, E, F, G firmalarina ait en
diisiik ve en yiksek degerler bakimindan AFM; degerleri sirastyla (ppb) 0.0625, 0.0660,
0.0665, 0.0710, 0.0843, 0.1175, 0.1280, 0.1313 ve 0.1765 smirlar1 igerisinde oldugu
goriilmiistiir.

Tablo 4. 4 incelendiginde A, B, C, D, E, F, G firmalarmna ait en diisik ve en
yiksek degerler bakimindan AFM; degerleri sirastyla (ppb) 0.0997, 0.1045, 0.1083,
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0.1131, 0.1133, 0.1253, 0.1270, 0.1463, 0.1603, 0.1894, 0.1955, 0.2049, 0.2312 ve
0.3419 olarak bulunmustur.

Sekil 4. 5 incelendiginde A, B, C, D, E, F, G firmalarina ait ortalama degerler
kiigiik degerden biiyikk degere gore sirastyla A firmas1 % 7, B firmas1 % 8, D firmas1 %
11, E firmas1 % 15, C firmas:1 % 16, F firmas: % 18 ve G firmas1 % 25 olarak
belirlenmistir.

A, B, C, D, E, F, G firmalarina ait devam siitii 6rneklerinin <0.05 ppb degerinin

altinda kalan 37 6rnegin ortalamalar1 ise Sekil 10° da verilmistir.

A,B,C, D,E, F, G firmalarma ait devam siitii 6rneklerinin >0.05 ppb degerinin
altinda kalan 23 6rnegin ortalamalar1 ise Sekil 4. 6° da verilmistir.
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BOLUM 5

5. TARTISMA

Kuvvetli toksin 6zellik gosteren aflatoksin Mj'in devam siitiindeki miktarlarini
belirlemek, bebeklerin maruz kalacagi riskleri ve olas1 saglik etkilerini yorumlamak, bu
riskleri ortadan kaldirmaya yonelik gerekli 6nlemlerin alinmasinda 6nerilerde bulunmak
amactyla bu calisma yapilmistr.

Ornekler Eyliil 2014 — Mart 2015 tarihlerinde toplanmustr. Alman &rnekler ELISA
yontemiyle okunmustur.

Caligma sonucunda, incelenen toplam 60 devam siitii 6rneginin hepsinde AFM;
saptanmig olup, 37 Ornekte ise Tirk Gida Kodeks’ine gore kabul edilebilir sinirlar
icerisinde AFM; bulunmustur (Tablo 5). Tirk Gida Kodeks’ine gore 23 6rnekte sinirlari
asan devam siitii 6rnegi tespit edilmistir (Tablo 3 ve Tablo 4). Siit orneklerine ait
Aflatoksin M; (AFM3) bulgular1 i¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore firmalar
aras1 fark 6nemli bulunmustur.

A, B, C, D, G firmalarinin ortalama AFM; degerleri Tirk Gida Kodeksinde
(TGK) belirtilen maksimum bulagsan degerinden (0.05 ppb) daha biiyiktiir. A, B, C, D,
G firmalarma ait ortalama degerler standart degerden yiiksektir fakat fark istatistiksel
olarak 6nemsiz bulunmustur. E ve F firmalarma ait ortalama degerler ise standart
degerden yiiksektir ve fark 6nemli bulunmustur.

Devam siitlerinde saglik agisindan risk olusturacak aflatoksin diizeyleri Tiirk
Guda Kodeks’ine gore degerlendirilmistir; soz konusu de gerler siitte; 0.05pg/kg, siit
tozunda (dry milk); 0.5pg/kg, peynirlerde; 0.25ug/k g, bebek mama ve devam
formiillerinde; 0.020pg/k g olarak bildirilmektedir.
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Calismada orneklerin 23’ tinde AFM; miktarmin Tiirk Gida Kodeks’ine gore
kabul edilebilir sinirlarin tizerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 3 ve Tablo 4).

A, B,C, D,E, F, G Firmalarina ait devam siitii 6rneklerine ait ortalama degerler
standart degerden yiiksektir. Fark istatiksel olarak dnemlidir. Bu nedenle devam
stitlerinde AFM; varliginin bulunmas1 6nemli bir risk olusturdugunu diistinerek
calymamizda Tiirkiye’de yaygmn olarak tiiketilen devam siitii {irlinlerinde AFM;
miktarlari aragtirilmistr.

Inek, manda, koyun ve kegi gibi baz1 hayvanlarm yemlerle viicutlarmna aldig: ve
yiiksek kanserojen etki gosteren aflatoksin By sindirim sistemlerinde metabolize olarak
slitlerine aflatoksin M; (AFM;) olarak gegmektedir [84, 85, 86]. Kontamine olan siit ve
stit triinlerini tilketen insanlarm, 6zellikle de bebek ve ¢ocuklarin siitte bulunan AFM;
toksinine maruz kalma olasiliginin yiksek oldugu tahmin edilmektedir [84, 85, 86].

Siit ve siit triinlerinde aflatoksin miktarinin belirlenmesi i¢in ince tabaka
kromotografisi (thin layer chromotography=TLC), ELISA ve yiksek performans sivi
kromotografisi (high performance liquid chromotography) kullanilmaktadir. Ancak
ELISA yOnteminin, duyarliliginin yiiksek olmasit ve de kullanimmin basit olmas1
nedeniyle siit driinlerinde AFM; analizinde en sik kullanilan yontem oldugu
bilinmektedir [87, 88].

Bu ¢alismada da, ELISA yontemi kullanilmistir. Bir¢ok iilkede ve iilkemizde
yapilan bircok ¢alismada siit ve siit liriinlerinde AFM; diizeyini belirlemek i¢in analiz
yapimistir [89, 88, 90].

Yapilan arastirmalarin bulgularina bakilirsa, AFM;’in siit ve siit triinlerindeki
diizeylerinde iilkkelere ve iilkkelerin cografi konumlarma gore biiyik farkliliklar
gozlenebilmektedir.

Raza, Pakistan’da UHT ve ¢ig siitlerde AFM; diizeyini arastrmustir; UHT siitlerde
%11.25 (29.3-102.8 ng/L), ¢ig siitlerde % 33 (39.2-342.6 ng/L) oraninda AFM; tespit
etmistir [91].

Ankara’ da ise 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada 84 bebek devam siitiinden
32’sinde (% 38,1), peynir orneklerinde 0.0055-0.0201 pg/kg arasinda degisen AFM;
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir [105].

Kiiba’da aflatoksinle bulasik oldugu sanilan yemlerin hayvanlar tarafindan

yenilip, sindirildikten sonra hayvanlarin siitlerinde yapilan 6lg¢timlerde, Orneklerin

29



%63 {inlin kabul edilebilir AFM; diizeyini astig1 bildirilmektedir [92]. Brezilya'da, 100
adet siit orneginden yapilan bir arastirmada [93], sadece bir 6rnekte AFM; (200ng/l)
tespit edilirken, iki ¢iftlikten alinan 50 siit 6rneginin 9’unda, 100-1680 ng/l arasinda
AFM; tespit edilmistir [94].

Misir, El-Giza’ da, 1996 yilinda siit 6rneklerinde tespit edilen en yiiksek AFM;
miktarinin 3.72 pg/loldugu bildirilmistir [95]. Portekiz’de, 1999 yilinda, ¢iftliklerden
almman 31 ¢ig siitte AFM; miktar1 %80.6 iken ve siipermarketlerden alinan ticari 70
UHT siitte AFM; miktar1 %84.2 olarak tespit edilmistir [96].

Italya'da, marketlerde satilan ticari siit, siit tozu ve yogurt gibi iiriinlerden toplam
360 ornekte yapilan analizlerde, siitlerin %86'sinda, siit tozlarmim %84'tinde, yogurtlarmn
ise %80'inde AFM; diizeyi saptanmustir [88].

Ingiltere'de, yaz mevsiminde tahlil edilen tam yagh ticari siitlerde, AFM;
rastlanma diizeyi %44, kis mevsiminde tahlil edilen ticari siitlerde ise % 66 olarak
tespit edilmistir.

Trucsess [97,98], Arjantin, Brezilya, Kibris, Misir, Almanya, Hindistan, italya
ve Ispanya'dan elde ettigi siit 5rneklerinin analizi sonucunda, en diisikk miktara
Almanya’dan alinan 6rnek lerde ulasmistir. Bu konuda kaydedilen yakin ¢alismalarda,
Avrupa'daki siit ve siit liriinlerinde AFM; diizeyinin epeyce diisiik oldugunu
bildirilmektedir.

Ulkemizde Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) kullamlan ¢ahsmalarda Demirer
[85], siit, peynir, siit tozu, tereyagi, yogurt ve ayran olmak iizere toplam 334 6rneg;,
Coksoyler ve Kosker [99], 101 adet ¢ig siit 6rnegini, Kardes [100], 123 adet farkh
peyniri, Giirbiiz ve arkadaslari [91], Konya’da, 240 peynir 6rnegini analiz etmisler ve
bu ¢alismalar sonunda 6rnek lerinde AFM; tespit edememislerdir.

TLC kullanilan diger ¢aligmalarda ise, Kaya [90], Ankara’da, ¢ig siit Orneklerinin
%S5.7’sinde ortalama 0.4 ppb AFM; tespit etmistir.

Bakirci [101], Van'da 90 adet ¢ig siit 6rneginden 79 tanesinde %87.77 AFM;
belirlemis, pozitif 6rneklerden 35 tanesinde ise %44.30 AFM; miktarlarinin 0.05pg/L'yi
astigini belirtmistir.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile yapilan c¢aligmalarda,
Van’daki ¢ig siit orneklerinde AFM; mevcudiyeti arastirilmis ve 90 adet 6rnegin
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%87.7°de yiiksek oranda AFM; oldugu bildirilmistir [19]. Erzurum yoresinde, 500 adet
stit ve siit 6rneginde %77.6 oranda AFM; miktar1 tespit edilmistir.

Sarimehmetoglu ve arkadaslar1 [102], Ankara’da, farkh ticari firmalara ait 85
adet pastorize siit Orneginin %63.86’sinda tespit edilen AFMji’in, Tirk Gida
Kodeksi’nce ifade edilen kabul edilebilir diizeylerini astigini bildirmistir. Orug¢ ve Sonal
[103], Bursa’da, 10 siit rneginde AFM;’in %10 oldugunu bildirmistir.

Yiksek basingh likid kromatografi (HPLC) kullanilan ¢alisma sayis1 daha az
olmakla birlikte, Ozkaya ve arkadaslar1 [104], Tiirkiye’de, 25 adet farkl ilden aldiklar1
siit orneklerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, 360 Ornekten 159 adetinde %44.3 AFM;
miktari belirtmisler ve 48 adetinde ise %13.3 0.05ug/L’yiastigini tespit etmislerdir.

AFM; varliginin insan saghgi tizerindeki toksik etkisinin dnlenmesi ve kontrol
edilmesi amaciyla, AFM;’in siit ve siit iirlinlerinde bulunabilecek diizeylerine, bazi
tikeler ve ilgili kuruluslar tarafindan sinirlamalar getirilmistir. Fakat AFM;’in stit ve
tirtinlerindeki kabul edilebilir diizeyleri iilkeler ve kurumlar arasinda degisiklik
gosterebilmektedir. Polonya’da siit ve siit iiriinlerinde AFM; varliginin bulunmasna
izin verilmemektedir [86].

AFM; varliginin siit ve siit {irlinlerinde rastlanmasimi, insan ve hayvan sagligi
acisindan risk tasimasini engellemek ve zararh etkilerinden korunmak igin, ilk dncelikle
yem ve gida maddelerinde fungus tiremesinin ve toksin (AFB;) olusumunun 6nlenmesi,
AFB; olusmus ise, kontamine olan yemler ile gidalarin insan ve hayvanlar tarafindan
alimmasmin engellenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, Tirkiye’de siit ve siit triinlerinde AFM;'in bulunma oraninin
yiiksek oldugu, siit ve siit {irlinlerinin halk saghgini tehdit edebilecek diizeylerde AFM1
icerebildigi; Avrupa Birligi iilkeleri gibi gelismislik diizeyi lilkemizden yiiksek iilkelerin
slit ve slit triinlerinde AFM; varhigi tespit edilmesine ragmen, bu miktarlarm halk
saglhigni tehdit etmeyecek diizeylerde oldugu goriilmektedir.

Devam siitlerinde AFM; varligr 6zellikle bebek ve ¢ocuk saghgi agisindan
bliyiik bir risktir. Devam siitleri bebek ve cocuklar i¢in kullanilan 6nemli bir besin
kaynagidwr. Bebek ve c¢ocuklarin beslenmesinde siitiin biiyik rol oynadigi ve
blinyelerinin yetiskinlere oranla daha duyarl oldugu diisiintiliirse, siit ve siit tirlinlerinde
bulunan aflatoksin Mj‘in kontrol altina alimmasmm halk sagligi agisindan ne kadar

onemli oldugu anlagilmaktadir.

31



Bu nedenle, hayvan yemlerinde Aspergillus tirleri gibi kif mantarlarinin
tiremesinin ve aflatoksin olusumunun Onlenmesi ¢ok Onemlidir. Bunu Onlemek
amactyla iilkemizde yem, siit ve siit iiriinleri konusunda faaliyet gosteren kisi ve
kuruluslarin, yem ve ham maddelerinde AFB;, siit ve siit iiriinlerinde AFM; varligmin
onemi ve AFM1’den korunma yollar1 konusunda, bilgilendirerek bilin¢lendirilmelerinin
saglanmasi, yemlerde AFBj, siit ve iriinlerinde AFM; kontrollerinin diizenli olarak
yapilmas1 gerekmektedir. Ayrica, siit ve siit lirlinlerindeki AFM; miktarmin en diisik
seviyede tutulabilmesi i¢in, modern iiretim tekniklerinden yaralanilmali, siit
hayvanlarma verilen yemlerin depolanma kosullar1 uygun hale getirilmeli ve gerekli
kontroller diizenli olarak yapilmali, siit ve siit iriinleri iireticileri bu konu hakkinda

bilin¢lendirilmelidir.
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