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OZET

MASTITISLi SUTLERDE GORULEN ASPERGILLUS FLAVUS VARLIGININ PCR
ILE ARASTIRILMASI

Aycen U. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Bu calismada, Mayis-Eyliil 2017 tarihleri arasinda Aydin ili ve g¢evresinde bulunan cesitli
isletmelerdeki klinik mastitisli 90 adet inekten aseptik ve teknigine uygun olarak 20’ser ml
olmak iizere steril kaplara siit numunesi alinmistir. Alinan numuneler soguk zincir altinda
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dali
Laboratuvarina Aspergillus flavus M; toksininin varligi yoniinden incelenmek iizere
getirilmistir. 1ki 6rnek yapisal deformasyonlardan dolay: arastirma disinda birakilmustir. Siit
orneklerindeki Aspergillus flavus M; toksininin varliginin arastirilmast ELISA teknigi ile
gerceklestirilmistir. Aflatoxin M; ELISA sonuglar1 0 ppt, 5 ppt, 15 ppt, 30 ppt, 60 ppt ve 100
ppt icerikli pozitif kontroller ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Incelenen 88 drnek igin; 7
(% 8,0)’sinde 5 ppt, 12 (% 13,6)’sinde 15 ppt, 32 (% 36,4)’sinde 100 ppt, 37 (% 42,0)’sinde
ise 0 ppt diizeylerinde Aflatoksin M; tespit edilmistir. Bu sonuglara gore 32 (% 36,4)’sinde
Avrupa Birligi iilkelerinde ¢ig siitler i¢in kabul edilen siirin (50 ppt) tlizerinde AFM;
pozitifligi saptanmistir. Arastirmamizda Aflatoxin M; ELISA Kkiti ile incelenen 88 adet
mastitisli siit 6rneginden elde edilen DNA’lar Aspergillus flavus tiir spesifik PCR islemine
tabi tutulmustur. PCR sonucunda; 7 (% 36,8)’sinde 0 ppt, 1 (% 5,2)’inde 5 ppt, 2 (%
10,5)’sinde 15 ppt ve 9 (% 47,5)’unda 100 ppt diizeyinde Aflatoxin M; ELISA kiti toksin
varlig1 belirlenmistir. Sonug olarak arastirmamizda ELISA ile 32 6rnekte 100 ppt diizeyinde
AFM; pozitifligi saptanirken, PCR ile 9 6rnekte 100 ppt diizeyinde pozitiflik saptanmistir.
ELISA testi sonucunda daha fazla ¢ikan pozitif sonucun, ¢apraz reaksiyonlara bagli olarak
sekillendigi, teshis ve identifikasyonda ise FLA gen primerleri ile yapilan PCR ydnteminin

daha giivenilir oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus flavus M;, ELISA, FLA gen primerleri, mastitisli siit, PCR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF ASPERGILLUS FLAVUS IN MASTITIS
MILK WITH PCR

Aycen U. Adnan Menderes University, Health Sciences Institue, Microbiology

Programme, MSc Thesis, Aydin, 2018.

In this study, milk samples were taken in sterile containers, 20 ml, in accordance with aseptic
and technique of 90 cows with clinical mastitis in various enterprises around Aydin province
between May-September 2017. The samples were brought to the Microbiology Laboratory of
Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine under the cold chain for
examination in terms of the presence of Aspergillus flavus M; toxin. Two examples are
excluded from the research due to structural deformations. The presence of Aspergillus flavus
M; toxin in milk samples was investigated by ELISA technique. Aflatoxin M; ELISA results
were compared with positive controls with O ppt, 5 ppt, 15 ppt, 30 ppt, 60 ppt and 100 ppt.
For the 88 samples examined; 5 ppt in 7 (8,0 %), 15 ppt in 12 (13,6 %), 100 ppt in 32 (36,4
%) and O ppt in 37 (42,0 %) aflatoxin M; was detected. According to these results, 32 (36,4
%) AFM; positivity was detected in the European Union countries over the limit (50 ppt)
accepted for raw milk. In our study, DNA obtained from 88 mastitis milk samples examined
with Aflatoxin M; ELISA kit was subjected to Aspergillus flavus species specific PCR
process. As a result of PCR; Aflatoxin M; at a level of O pptin 7 (36,8 %), 5 pptin 1 (% 5.2),
15 pptin 2 (10,5 %) and 100 ppt in 9 (47,5 %) ELISA kit toxin presence was determined. As
a result, 32 samples of 100 ppt AFM; positivity were detected by ELISA and 9 samples 100
ppt positivity was detected by PCR in our study. The results of the ELISA test revealed that
more positive results were formed due to cross-reactions, and the PCR method with FLA gene

primers was more reliable in diagnosis and identification.

Keywords: Aspergillus flavus M;, ELISA, FLA gene primers, mastitis milk, PCR
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1. GIRIS

Insanlar, hayvanlar, gidalar ve yemler bakimindan mikotoksinlerin kontaminasyonu
oldukc¢a 6nemli bir problemdir. Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps
cinsi kiiflerin ikincil metabolitleri olan bu toksinlerin g¢esitli kimyasal yapilar1 olmakla beraber
diisiik molekiil agirlikli yapilardir (Girgin ve ark, 2001; Hussein ve Brasel, 2001).

Ozellikle Aspergillus tiirleri basta olmak iizere mikotoksinlerin olusumunu saglayan
kiiflerin sporlari, riizgar ve ¢esitli yollarla olduk¢a uzak alanlara ulasarak bir¢ok farkli gida ve
yem hammaddesine bulasabilir. Ayrica bulunduklari ortamin sicaklik, nem, besin dgeleri,
baska kiif tiirleri, cografi bolge, genetik faktorler ve oksijen ya da karbondioksit miktarlar: kiif
gelisimi ve mikotoksin sentezi agisindan dnemlidir (Girgin ve ark, 2001).

Mikotoksinlerin mantarlarca sentezlendigi veya ¢esitli yollarla kontamine oldugu gida
ve yemlerin insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ile meydana gelen zehirlenme
durumuna “mikotoksikozis” ismi verilir. Bunun sonucunda karsinojenik, teratojenik,
tremorgenik, hemorajik, dermal, hepatotoksik, nefrotoksik, ndrotoksik etkiler olugsmakta ve en
onemlisi 6liime neden olan akut vakalar goriilmektedir (Bakirci, 2014). Bu toksik etkili
metabolitlerin en Onemlileri; aflatoksin, okratoksin, patulin, zeralenon, trikotesen ve
fuminosinlerdir (Tunail, 2000).

Sit; hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasi, beslenme ve saglikli yasam
bakimindan miikemmel bir kaynaktir. Ozellikle yeni dogan yavru igin temel gida maddesi
olmak {iizere, insan i¢in yasamin her evresinde vazgecilmez bir besindir. Ayrica siit,
yasamimizda 6nemli yeri olan; yogurt, kaymak, peynir, tereyagi gibi iirlinlerinde ana maddesi
olup icermis oldugu siit yagi, siit proteinleri, kazein vb. bilesenleri nedeniyle farkli gida
maddelerinin formulasyonlarinda yer almaktadir (Radostitis ve ark, 1995; Kili¢ 2010).

Mikotoksinlerin igerisinde en etkili olan1 bazi1 Aspergillus tiirlerinin sentezledigi
aflatoksinlerdir. Potansiyel karsinojenik etkiye sahip olan aflatoksinler; direkt siit ve
iriinlerinde gelisen kiiflerce sentezlenebildigi gibi, indirekt olarak kiif iceren yemlerin
hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ile siite gecer ve bu siitlerinde islendigi siit iiriinlerinde
goriiliir (Van Egmond ve Paulsch, 1986; Orug, 2003).

Stitte goriilen en etkili aflatoksin tiirti, AFB;’in hidroksi metaboliti olan AFM;’dir
(Applebaum ve ark, 1982; Van Egmond ve ark, 1997). Kontamine yemlerle viicutlarina AFB;

toksinini alan hayvanlar karacigerde biyotransformasyon ile bunu AFM;’e doniistiirerek



meme bezleriyle siite iletirler. AFM;’in siit ve iirlinlerinde bulunmasi insan saglig1 agisindan
problem teskil etmesinin yaninda 6zellikle bebek ve ¢ocuklar agisindan son derece risklidir.
(Orug, 2003).

Saglik riskinin yaninda siit ve iirlinlerinde ciddi ekonomik kayiplar goriilmesi de s6z
konusudur. Tiim bu sartlar goz Oniine alindiginda uluslararas1 kuruluslar ve birgok lilke bu
yonde cesitli aragtirma ve programlar uygulayarak aflatoksinlerin maksimum limitlerini yasal
olarak belirlemisler ve bu limitleri dikkate alarak risk faktoriinii diisiirmeyi hedeflemislerdir
(Unliitiirk ve Turantas, 1999; Orug, 2003).

Mastitis siit sigirlar1 agisindan 6nemli kayiplara sebebiyet veren bir meme hastaligi
olup siit¢ii ineklerde yaygin goriillen bir vakadir (Radostitis ve ark, 1995). Mastitis etkeni
olarak Staphylococcus aureus, S. epidermis, E. coli ve Streptococus tirleri olduke¢a etkindir
(Hale ve ark, 2003).

Mastitis subklinik ve klinik olmak {izere 2 sekilde goriiliir. Subklinik mastitisler klinik
mastitislere gore daha yaygin olmakla birlikte siit isletmelerinde siit verimi ve ekonomik
acidan daha olumsuz bir tablo meydana getirmektedir. Bu durum subklinik mastitisin
teshisinde daha erken davranilmasi gerektigini gostermektedir (Alagam, 1988; Alagam ve ark,
1989; Deveci ve ark, 1994).

Subklinik mastitis teshisi bircok kimyasal, mikrobiyolojik ve biyokimyasal yontemler
kullanilarak konulabilmektedir. Son yillarda ise 1 ml siitteki somatik hiicre sayisin1 (SHS)
belirlemeye yonelik testler 6nem kazanmistir. Siit verimi fazla olan siiriilerde tedavi olduk¢a
pahaliya gelmekte, ayrica siit verimindeki diislis ve hayvan ayiklama durumu ekonomik kayb1
artirmaktadir. Yapilan caligmalara gore siirii disinda birakilan ineklerde ayiklanma nedeninin
% 15°1n1 mastitis olusturmaktadir (Bayer, 1986; Alpan, 1992).

Ulkemizde ve diinyada yapilan aflatoksin ile ilgili ¢aligmalarda; gida ¢esidi, iklimsel
ve bolgesel faktorlerden dolay:r aflatoksin miktarlar1 degisiklik gosterebilmektedir. Siitte
aflatoksin varlig ile ilgili lilkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarda aflatoksinin siitteki
formu olan AFM, diizeyi, yasal iist limitlerin iizerinde tespit edilmektedir. Bu ¢alismalara
paralel olarak siitte aflatoksin varligina neden olan kontaminasyon kaynaklari, bulagsma yolu,
bulasanin anormal durumlar1 vb. ¢alismalarda incelenerek aflatoksine neden olan mantarlar ve
ortam kosullar1 ile ilgili 6nlemler daha dnceden alinmalidir.

Mastitis etkenlerinin varligi ve ekonomik etkilerinin yaninda ¢ok fazla 6nemsenmeyen
aflatoksinler giinlimiizde insan saglig1 ve iilkelerin ekonomileri bakimindan 6nemli bir risk

faktorii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle siitlerde A. flavus tarafindan iiretilen AFM;



varlig ile ilgili ¢calismalara devam edilmeli, bu ¢alisma sonuglar1 degerlendirilerek ulagilan
tespit ve Oneriler ilgili kisi ve kurumlarla paylasilmalidir.

Bu calismamizda mastitisli siit 6rneklerine ELISA yontemi uygulanarak AFM; varligi
acisindan pozitif Ornekler belirlenmeye calisilmistir. Daha sonra mastitisli siit ornekleri
Aspergillus flavus tiir spesifik PCR islemine tabi tutularak pozitif 6rneklerin tespit edilmesi ile
her iki yontem bulgularinin karsilastirilmas: saglanmistir. Sonug¢ olarak mastitisli siit
orneklerindeki AFM,; varligt ve uygulanan yontem gilivenirli§inin ortaya ¢ikarilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siit ve Siitiin Bilesimi

Siit; deride bulunan ter bezlerinin bi¢iminin degismesi sonucunda olusan meme
salgisidir (Demirci, 2001). Siitiin olusumu i¢in memedeki kan damarlar1 oldukc¢a 6nemli olup
bu bolgedeki hiicrelere ve dokulara gerekli olan kan iletimini saglamalidir. Bu ihtiyag 1 litre
siit i¢cin 350-500 litre arasinda degismektedir. Alveol hiicrelerinde {iretilen siit; bazi
bilesenlerini dogrudan kandan alirken, onemli boliimiini de kanda bulunan temel yapi
maddelerini kullanarak olusturmaktadir (Metin, 2005).

Tiirkiye’de gida standartlarinin  belirlenmesinde yetkili kurumlar olan Tiirk
Standartlar1 Enstitiisi ve T.C Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi siitiin tanimini da
yapmislardir. TS 1018’e gore ¢ig inek siitii; inekten sagilarak elde edilen, 40°C’nin iizerinde
isitilmamig veya esdeger etkiye sahip herhangi bir islem gérmemis ve 6n 1sitma islemine tabi
tutulmamig ve agiz siitii (kolostrum) disindaki meme bezi salgisi olarak tanimlanmistir. Tiirk
Gida Kodeksi ise ¢ig siitii; bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya mandanin sagilmasiyla
elde edilen, 40°C’in lizerine 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi islem gormemis
kolostrum disindaki meme bezi salgist seklinde tanimlamistir (Metin, 2008).

Siitlin asil kullanim amacina bakildiginda, yeni dogan memeli yavrunun yagamasi,
gelisimi ve dis faktorlerden korunmasi 6n plana ¢ikmaktadir (Metin, 2008). Yasamin her
doneminde gerekli goriilen siit, demir ve C vitamini hari¢ makro ve mikro diizeyde gida yap1
taglar1 bakimindan 6nemli bir kaynak durumundadir. Basta ¢ocukluk olmak iizere gebelik-
emziklilik ve yaslilik doneminde 6zellikle kemik saglig1 agisindan faydasi bilinmekte olup ve
daha bir¢ok kronik hastaliklar {izerindeki etkisini arastirmak adina ¢alismalar yapilmaktadir
(Black ve ark, 2002).

Cig siitlerde tiir ozelliklerini belirleyen faktorler ele alindiginda; yogunluk, asitlik,
yagsiz kuru madde, yag miktar1 vb. degiskenler 6ne c¢ikmaktadir. Siitlerin smif 6zellikleri
belirlenirken ise yag, kir, yagsiz kuru madde, duyusal 6zellikler vb. faktorler ele alinmaktadir.
Ayrica siitiin organoleptik Ozellikleri denilen tat, koku gibi duyusal 6zelliklerde siit ve
iirlinlerinin kalitesi bakimindan 6nem arz etmektedir (Kirdar, 2001).

Normal kosullarda kivami hafif ve homojen akis gosteren siit; icerdigi yag, laktoz ve
minerallere bagli olarak tatlimsi hos bir lezzete sahiptir (Metin, 2001). Yine normal sartlar

altinda beyaz veya kremsi renge sahip olan siitiin, hayvan tiiriine ve beslenme durumuna gore



renginde farklilik goriilmektedir (Kirdar, 2001). Ayrica siitiin salgilandigi hayvana gore
farklilik gosteren 6zel bir kokusu bulunmaktadir (Saldamli, 2005). Siitlin suya gore biraz daha
yiiksek olan 6zgiil agirhig:r 1,028-1,037 g/cm3’t1'ir (Kirdar, 2001). Siit ihtiva ettigi laktoz ve
minerallerin ¢ozelti halinde olmasindan dolayr suya gore daha diisiik olarak -0,55°C’de
donmaktadir (Oysun, 1991). Taze ve normal siitiin ilk veya dogal asitlik denen % 0,135-0,2
arasinda degisen bir asidik yapist mevcuttur (Saldamli, 2005). Ancak sagim sirasinda
meydana gelen mikroorganizma kontaminasyonu sonucunda bu ilk asitlik fazla
korunamamaktadir. Ozellikle laktik asit bakterileri bulasimiyla parcalanan laktoz nedeniyle
sitlin asitligi artmakta ve boylece gelisen asitlik adi verilen durum ortaya cikmaktadir
(Metin, 2001). Siitiin kaynama noktas1 100,16°C olup yine igerdigi ¢ozelti halindeki laktoz ve
mineral maddeler 6nemli etkendir (Besler ve Unal, 2006).

Siitiin bilesimi hayvan tiirlerine gore farklilik gosterirken; 6rnegin inek siitii % 88
sudan olusurken 100’{in iizerinde farkli madde ihtiva etmektedir. Ozellikle kalsiyum, fosfor,
protein ve B vitaminleri agisindan oldukc¢a zengindir (Miller ve ark, 2000). Siitteki ana
karbonhidrat laktozdur. Inek siitiinde % 4,7 oraninda bulunmaktadir (Gehardt ve Thomas,
2006). Siitte onem arz eden tat, koku, dayaniklilik ve goriiniime etki eden diger bir bilesende
stit yagidir (Miller ve ark, 2000). Ayrica protein kaynag: olan siitte, kazein protein olarak
onem arz etmektedir. Bunun yanisira whey proteinleri, enzimler ve eser miktarda nitrojen
bulunan protein olmayan maddelerden olusan bir heterojen ¢6zelti halinde olup oram % 3-3,5
‘tir (Fox ve McWeeney, 2003). Siit dogadaki bir¢ok aminoasiti biinyesinde barmdirmasi
acisindan da 6nemlidir (Frau ve ark, 1997). Siit bu temel 6geler disinda yagda eriyen A, D, E,
K vitaminleri ve kalsiyum, fosfor, magnezyum vb. mineralleri ihtiva ederek insan yasaminda
cok 6nemli bir yer edinmektedir (Miller ve ark, 2000; Baysal, 2004). 1000 gr siitiin enerji ve
besin degerleri yiizde (%) olarak Tablo 1’de verilmis olup, yine bazi tiirlerin siit bilesimleri

yiizde seklinde (%) Tablo 2°de gdsterilmistir.



Tablo 1. 1000 gr siitiin enerji ve besin degerleri (%)

1000 gram siitiin enerji ve besin degerleri

Yagh Yanm Yagh Yagsiz
Su(g) 87.9 89.2 90.8
Eneni (kcal) 61 S0 35
Protein (g) 3.3 3.3 3.4
Yag (9) 3.3 1.9 0.2
Karbonhidrat (g) 4.7 4.8 4.9
Kal (g) 0.7 0.7 0.8
Kalsiyum (mg) 119 122 123
Demir (mg) 0.1 0.1 0.0
Fosfor (mg) 93 95 101
Potasyum (mg) 152 154 166
Sodyum (mg) 49 S0 52
Vit. A ve Karoten(IU) 126 205 204
Tiamin (mg) 0.04 0.04 0.04
Riboflavin (mg) 0.16 0.17 0.14
Niasin (mg) 0.1 0.1 0.1
Vit C. (mg) 1 1 1
*Et ve Siit Kurumu (2017) internet sayfasi verilerinden alinmistir.
Tablo 2. Bazi siitlerin bilesimi (%)
Bazi Siitlerin Bilesimi
SUTLER SU (%) PROTEIN YAG (%) | LAKTOZ (%) = MINERAL
(%) MADDE (%)
Inek Siit 87,3 34 3,5 4,8 0,75
Kegi Suti 87,14 3,71 4,09 4,20 0,78
Koyun Sutd 82,90 5,44 6,24 4,29 0,85
Manda Siitii 82,09 4,16 7,96 4,86 0,78

* Et ve Siit Kurumu (2017) internet sayfasi verilerinden alinmistir.




2.2. Mastitis-Mastitisli Siit ve Bilesimi

Mastitis, siit veren hayvanlarin meme bezlerinde mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan siit verimini diisiiren, iltthapli bir meme hastaligidir (Sabuncuoglu ve ark, 2003)
(Resim 1). Ozellikle; Staphylococcus aureus, S.epidermis, Streptecoccus tiirleri ve E.coli
mastitise sebebiyet vermektedir (Hale ve ark, 2003). Bunlarin disinda; Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium pyogenes, Mycoplasma tiirleri ile
farkli mayalar ve mantar tiirleri de mastitis etkeni olabilmektedir (Kapur ve Singb, 1977;
Izgiir ve Kilicoglu, 1984; Hueston ve ark, 1987).

Kronik, akut, subklinik ve gangrendz sekillerde karsimiza ¢ikan mastitiste 6zellikle
subklinik mastitis nem arz etmektedir (Alacam, 1988; Deveci ve ark, 1994; Contreras ve ark,
2003; Santos Neto ve ark, 2009). Subklinik mastitiste etkenin kesin olarak teshis edilmesi
giivenilir izolasyon ve identifikasyon ile saglanir (Watts, 1988; Alacam ve ark, 1989). Hasta
olan memenin zamaninda teshis ve tedavi edilmedigi durumlarda atrofi olusumu s6z
konusudur. Ayrica olgular arasinda siitte farkli derecelerde goriilen yangisal durumlar,
kimyasal olarak teshiste kullanilmaktadir. Bu amagla; Somatik hiicre sayim1 (SHS), California
mastilis testi (CMT), Wisconsin mastitis testi, Whiteside testi en ¢ok fayda saglanan testlerdir
(Shalm ve ark, 1971; Kapur ve Singb, 1977; Deveci ve ark, 1994). Bunlarla birlikte; laktat
dehidrojenaz (LDH), aspartat transferaz, alkalin fosfataz (ALP) etkinligine bakilarak yapilan
testlerde son donemlerde subklinik mastitis teshisinde kullanilmaktadir (Kapur ve ark, 1977;
Radostitis ve ark, 1995).

Mastitis olusumuna neden olan mikrobiyolojik etkenlerden bagka buna ortam
hazirlayan faktorlerde oldukca elzemdir. Bunlar; hayvanin 1rki, yasi, anatomik nedenler, siit
verimi, laktasyon donemi, mevsim sartlari, sagim sekli, hayvanin beslenmesi, metabolizmasi,
hormonal durumu, yasadigi ahir ve barmnagin sartlar1 olarak belirtilebilir (Deveci ve ark,
1994).

Mastitisin siit bilesimindeki protein ve yaglarin miktarlarinda yapmis oldugu
degisiklikten dolay: siitiin renk, lezzeti ve aromasi olumsuz yonde etkilenmektedir (Bastan,
2017) (Resim 2). Ayrica hayvanda meme hastalig1 ile klor iyonlarinda artig gortiliirken laktoz
miktar1 diiser bunun sonucunda siit tad1 hafif tuzlumsu bir hal alir (Kirdar, 2001; Metin,
2001). Mastitisli stitlerdeki bu iyon derisimi farkliligr siitiin elektrik iletkenliginin de
artmasina neden olmaktadir. Gerek siitteki laktoz ve potasyum iyonu azalmasi, gerek sodyum
ve klor iyonlar1 miktar1 artis1 meme dokusunun aldig1 hasara gore degismektedir (Nielen ve

ark, 1992).



Siitlin en 6nemli proteini olan kazeinin sentezlenmesi mastitis etkisi ile bozulma
gosterir bunun yaninda siitteki kalsiyum miktarinda da azalma goriiliir. Siitteki iyon
miktarlariin degisimi elektrik iletkenliginin yaninda pH’ta da degisiklige neden olmaktadir.
Normal pH’st 6.6 olan siitiin mastitis esnasinda pH’st 6.9 veya daha fazla olmaktadir.
Mastitisli siitte onemli goriilen diger yapisal degisiklikleri ele aldigimizda, somatik hiicre
sayisindaki artig, kan kaynakli enzimlerin miktar artiglari ve yilkima ugramig meme
dokusudur. Bu enzim farklilasmalar siit kalitesine zarar vermektedir. Ozellikle asit fosfataz,
al-antitripsin (antitripsin veya ol-proetaz inhibitor), alkalin fosfataz, arilsiilfataz, B-
glukoronidaz, katalaz, glutamik-oksaloasetik transaminaz, laktat dehidrojenaz, lipaz, lizozim,
NAGase, plazmin, ksantin oksidaz ve ¢esitli esterazlarin diizeyi mastitisle birlikte artmaktadir.
Siitteki serbest yag asitleri, somatik hiicre sayisindaki artigla paralellik gostermektedir.
Mastitis sirasinda siitteki lipaz seviyesi artar, buna bagli serbest yag asitlerinde de artis
goriiliir ve siitte kotli bir tat olusur. Ayrica, mastitisli siit kullanilarak yapilan peynirlerde
peynir miktar1 azalirken, yapilan siit tirlinlerinde de tat, koku ve aroma bozulmalar1 gézlenir
(Bastan, 2017).

Mastitise disi ve erkek cesitli memeli tiirlerinde rastlansa da siit verimi yiiksek olan
basta inek olmak iizere koyun ve kecilerde onemli ekonomik kayiplara sebebiyet verir
(Deveci ve ark, 1994). Subklinik mastitisin sebep oldugu kayiplar tiim bu kayiplarim % 70-
%80’in1 olusturmaktadir (Kleinschroth ve ark, 1986; Rice, 1996). Mastitisin siit verimini
azaltma etkisi toplam ekonomik zararin % 70’ini olusturur. Ayrica hayvanin tedavi masraflari,
slitiiniin bir silire satilamamasi, sagim sirasinda isgiicli artis1 ve siirelerin uzamasi, siit
kalitesinde goriilen diisiise bagl olarak satis fiyatinda azalma ve siirii yenileme durumlar1 da
ekonomik zarara ugramada 6nem arz eden diger hususlardir (Janzen, 1970; Schmidt ve ark,
1988; Eker, 1992; Miles ve ark, 1992).

Mastitis yayginligi ile ilgili yapilan bazi ¢alismalara incelendiginde; Hollanda’da 38
ciftlikte siit ineklerinin % 32’sinde, Fransa’da bir siit sigir1 isletmesinde ineklerin % 29’unda,
ABD’de 2911 adet keciden alinan 6rneklerin % 36,4 {inde mastitis tespit edilmistir (Rougoor
ve ark, 1999; White ve Hinckley, 1999; Longo ve ark, 2001). Ulkemizde yapilan arastirmalara
bakildiginda ise; 1981 yilinda sekiz ilde 16 232 bas; 1982 yilinda ise ¢esitli illerde 193 145
bas inegin CMT muayenesi yapilmistir. 1982 yilinda Ankara’da % 35,7; Adana’da % 53,1;
Kayseri’de % 24,3; Eskisehir’de % 15 ve Konya’da ise % 5 oraninda mastitisli inek
belirlenmistir (Oncel, 1984). Tiirkiye’de 11 milyon ton siit {iretimi yapilirken bunun % 30’u

mastititisli oldugu baska bir calismada belirtilmistir (Mutluer, 2001). Yine Sabuncuoglu ve



ark (2003), Erzurum Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Sigircilik boliimiinde yaptiklari
caligmada mastitis seviyesini % 40 olarak gézlemlemislerdir.

Subklinik mastitis tedavisi sirasinda farkli antibiyotikler kullanilmakta ve korunmak
icin degisik agilama yontemleri uygulanmaktadir. Ancak ¢evresel 1slah ¢aligsmalari, antibiyotik
kullanimlar1 ve sagim tekniklerinin gelistirilmesi gayretleri mastitisi yok etmek i¢in yeterli
olmamigtir (Natzke, 1981).

Mastitisten korunmak i¢in; sagim ekipmanlarinin giinliik temizlik ve dezenfeksiyonu
yapilmali, meme temizligi ve dezenfeksiyonu yapilmali, sagim hijyenine 6nem verilerek
sagim sonrasinda meme kanallar1 agik olmasi nedeniyle bir siire daha yemleme siirmeli,
hayvan doguma 6-8 hafta kala kuruya c¢ikartilip veteriner hekimin 6nerdigi antibiyotikler
memelere uygulanmali, sagimdan 6nce meme baslart sabunlu 1lik su ile tek kullanimlik bez
ile silinmeli ve kurulanmali ayrica diizenli araliklar ile siitler kontrol edilmelidir. Bu 6zel
Onlemler disinda da ahir veya barinaklarin temizligi, hijyeni, havalandirilmasi, zemin yapisi,

atiklarin kolay uzaklastirilmasi gibi genel 6nlemlere de dikkat edilmelidir (Giilgen, 2005).

Resim 1.Mastitisli meme dokusu

*Cukurova Universitesi (2005) internet adresinden alinmustir.



Resim 2. Mastitisli stit ornekleri

*Egevet’ in internet sitesinden alinmustir.
2.3. Mikotoksinler
2.3.1. Tarihge

Mikotoksin sozciigii; Yunanca mantar olarak kullanilan “ Mykes” ile Latincede zehir
anlaminda olan “ toksikon” sdzciiklerinin ortak olarak kullanimiyla olusmustur (Charles ve
Hurburg, 1995). Gida ve yemlere mikotoksinlerin bulagmasi ve bunlarin insan ve hayvanlar
tarafindan tiikketilmesi sonucunda “mikotoksikozis” hastalig1 goriiliir (Davis ve Diener, 1978).
Mikotoksinlerin tarihine bakildiginda; kayitlarda sapkali kiif mantari1 zehirlenmesinden sonra
Claviceps purpurea kontaminasyonu ile ilgili kayitlar éne ¢ikmaktadir. MO.600’de cavdar
mahmuzu olarak Claviceps purpurea toksinleriyle bulagsmis hububatin zararlari Asur
tabletlerine konu olmustur. ilk toplu zehirlenmeye ise MO.400 yilinda Sparta'da rastlanmistir
(Tunail, 2000). Yine Mikotoksikozisin rastlandig1 “ergotizm” denilen organlarda nekrozlara
ve gangrene neden olan Claviceps purpurea tarafindan tahillara bulastirilan bu hastalik,
bunlarin insanlarca tiiketilmesi sonucu Orta Cag‘da Avrupa’da goriilmiis ve “Kutsal Ates”
adini almistir (Duru ve Ozgiines, 1984). Ergotizm’e etken olarak goriilen hallusinogenil
ozellikte olan ergot alkoloidleridir. Ortacag’da insanlar hastaliktan kurtulmak adina
manastirlara ve kiliselere akin etmisler, buralardaki bulasik olmayan hububat tiiketimi

sonucunda hastaliktan kurtulmus ve bu durumu kilisenin kutsalligina atfetmisleridir (Uylaser
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ve Basoglu, 1992). Bazi Penicillium tiirlerinin neden oldugu 6zellikle sar1 piringlerde goriilen
toksisiteyi, 1890 yillar1 itibariyle Japon bilim adamlar1 6ngdrmiislerdi fakat Penicillium
islandicum ve Penicillium citreoviride tiirlerinin piringlerde; luteosikrin, sitrinin, sitreoviridin
gibi toksinlere neden oldugu 1960 ve sonrasi giliniimiize kadar olan siirecte netlesmistir.
Almanya ve bazi Iskandinav iilkelerinde 1928 tarihinde domuzlarda goriilen nefropatinin
nedeninin, Aspergillus ochraceus‘un iirettigi OTA oldugu daha sonralar1 ortaya ¢ikmis, ayrica
Yugoslavya, Bulgaristan, Romanya gibi iilkelerde goriilen Balkan nefropatisine de ayni
etkenin sebep oldugu ¢ok daha yakin bir zamanda ortaya koyulmustur. Halk arasinda saman
hastaligi denen atlarin kiiflii yemleri tiikketmesi sonucu Dogu Avrupa’da goriilmiis olan
hastalik Stachybotrys atra 'nin etken oldugu stachybotryotoksi-kosistir. Penicillium rubrum"un
sebep oldugu kontamine misir ve yemleri tiiketerek 6len at ve sigirlarla ilgili kayitlar 1927
yillarina kadar gitmektedir (Tunail, 2000).

Ikinci diinya savagt smrasinda (1942-1944) Rusya’da Orenburg bdlgesinde;
Cladosporium, Alternaria, Penicillium, Mucor, Fusarium tirleri ve oOzellikle Fusarium
graminearum tarafindan kontaminasyona ugramis hububatlarla yapilan ekmeklerin
tilketilmesiyle “Alimenter Toxic Aleucia” (ATA) adi verilen bir mikotoksikozis olay1
goriilmiistlir. Sebep olarak savas doneminde hasadi olmayan ve kisin karin altinda kalan
hububatin tiiketilmesi sonucunda, bu hayvan ve insanlarda hastalik ortaya ¢ikmis halkin
9% 10’u bazi yerlesimlerde ise % 60 civarinda hastalik goriilmiistiir hatta binlerce insanda
yagamini yitirmistir. Hastalarda, deride nekroz, hemoraji, kemik iliginde zarar gbérme ve
16kopeni goriilmiistiir. (Tunail, 2000; Ender, 2001; Ozmentese, 2002; Mavus, 2003).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 1950°1i yillarda kiif ile kontamine muisir tiiketen
domuzlarda ve kopeklerde akut ve 6ldiiriicli hepatite rastlanmis ve bu yemlerde, Aspergillus
flavus ve Penicillium rubrum’a rastlanmistir (Sert, 1985).

1960 yilinda "Turkey X hastaligi" adi verilen olayda; ingiltere’de 100 000 hindi,
ABD’de 1 000 000 Alabalik ani bir sekilde 6lmiis ve ardindaki sebep arastirildiginda
hindilerin yemlendigi, Brezilya’dan gelen kiiflii yer fistig1 kiispesinde Aspergillus flavus
goriilmiis ve metaboliti olan difurankumarinin dliimlere neden oldugu tespit edilmistir. Bu
metabolit koken almak adina “aflatoksin’ adin1 almistir (Tunail, 2000).

Hindistan’da 1984 yilinda 400 kisinin zehirlendigi ve 106 kisinin 6ldiigii bir olayla
ilgili yapilan aragtirmalar sonucunda tliketilen misirda; 0,25-15,6 ppm aflatoksin bulgusuna

rastlanmistir (Kaya ve ark, 2002).
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Ulkemizde ise ilk aflatoksin ile tanisma; 1967°de Kanada’ya ihrag¢ edilen 10 ton ig
findakta ve 1971°de ABD’ye gonderilen antepfistiginin 45 partisinden 31’inde goriilerek iade
edilmesine rastlamaktadir (Akpinar, 2005).

2.3.2. Genel Ozellikleri

Dogada 6nemli bir mikroorganizma grubu olan kiiflerin; Aspergillus, Penicillium,
Fusarium ve Alternaria cinsleri basta olmak tlizere, uygun sicaklik ve neme sahip ortam
kosullarinda; gidalarda, yemlerde, hububatlarda ve c¢esitli irlinlerde geliserek toksik
metabolitler meydana getirmektedirler (Yaygin ve Demiryol, 1980; Van Egmond, 1989). Bu
eksojen durumdaki metabolik iiriinlere “mikotoksin” denmektedir (Sanli, 1995). Dogadaki
kiifler incelendiginde 350 civarinda mikotoksin sentezleme Ozelliginde olan kiif goriilmiis
olup bu tiim kiif gruplar igerisinde ¢cok az bir say1 olarak géze ¢arpmaktadir (Tunail, 2000).
Tablo 3’te gida, yem ve c¢esitli iirlinlerde goriilen baslica mikotoksin iireten kiifler ve
mikotoksinleri verilmistir.

Mikotoksinlerin metabolizmaya alimindan sonra neden oldugu zehirlenmeye
“mikotoksikozis” denir (Steyn ve Stander, 1999). Mikotoksinler viicutta; etki mekanizmasi,
organ ve dokulara gore farkli etkiler gosterir. Toksik etkisi; deri ilizerinde olanlara
“dermatoksik”, karacigerde olanlara “hepatoksik™, bobreklerde olanlara “nefrotoksik™, sinir
sistemi iizerinde olanlara “immunotoksik” ya da “immunosupresif’ denmektedir. Ayrica
toksik etkilerin yaninda; mutajenik, teratojenik, halusinojenik, Ostrojenik, kanserojenik ve
tremorjen etkilerde ortaya ¢ikmaktadir (Creppy, 2002).

Mikotoksinler bulasict olmamakla birlikte mevsimlere gore farklilik gostermektedir.
Mikotoksin zehirlenmesinde ilag ve antibiyotik etkili degildir. Toksik etki ve siddet
konak¢min yasi, cinsi ve beslenme sekline gore farklilik gostermektedir (Tayfur, 2002).
Ayrica mikotoksinlerin goz ile goriilmeleri s6z konusu degildir, ilgili kiiflerin ise bazilar1 géz
ile goriilebilirken, bazilar1 goriilmemektedir (Hawkins, 2000).

Mikotoksinlerin etki sekilleri; DNA kalibi ile etkilesimde kalibin ¢ikisi, yazimi ve
cevirisinin engellenmesi, hiicre zarimin gecirgenliinin degistirilmesi, hiicre solunumunu

etkileme ve hormonal etki mekanizmalarini kapsamaktadir (Kaya ve ark, 2002).
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Tablo 3. Gida, yem ve cesitli {iriinlerde goriilen baslica mikotoksin iireten kiifler ve

mikotoksinleri
Aspergillus toksinleri | Penicillium toksinleri | Fusarium toksinleri | Alternaria toksinleri
Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon (F-2 toksin) | Alternariol
AFB, Okratoksin A Trikotesenler Alternariolmono metil-eter
AFB, Sitreoviridin Deoksinivaleno Altertoksin
AFG, Rubratoksin A Nivalenol Tenuazonikasit
AFG, Rubratoksin B Diasetoksisirpenol
AFM; Patulin T-2 toksin
AFM, Penisilikasit HT-2 toksin
AFB,, P-R (Pen.requeforti)-toksin | Tremortin
AFG,, Luteosikrin Fusarin-C
AFB, Izlanditoksin Fumonisin B,
Aspertoksin Ksantosilin-X Moniliformin
Sitrinin Siklopiazonikasit
Sterigmatosistin Sitromisetin
Okratoksin A Rugulosin
Patulin Ksantomegnin
Penisilikasit Rugulovasin A
Rugulovasin B
Verrukulotoksin
Emodin

*Tunail (2010)’dan modifiye edilmistir.

2.3.3. Sentezini Etkileyen Etmenler

Gida, tahil ve yemlerde mikotoksin olusumu uygun ortam kosullarinin gelismesine

bagli olarak, iiretim veya hasattan tiiketime kadar olan her kademede gerceklesebilir. Biiyiime

ve gelisme evrelerini tamamlamis olan kiiflerde; hiicrede biriken asir1 karbonhidratin bir kismi1

metabolizma yoluyla mikotoksinlere doniistiiriiliir (Orug, 2005). Mikotoksin olusumunun ana

kaynag1 kiifler olmasma ragmen cevresel kosullarda bu metabolitin iiretiminde oldukga

etkilidir(Secger, 2000). Mikotoksinlerin gelisimini etkileyen faktorler Tablo 4’te gosterilmistir.
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2.3.3.1. Su Aktivitesi veya Bagil Nem Etkisi

Kiiflerin gelismesi ve toksin olusturmalar1 bagil nemin artigina paralel olarak artis
gosterir. Bir baska deyisle; su aktivitesinin diismesine bagl kiif gelisimi ve toksin olusumu
kisitlanir ya da engellenebilir (Tunail, 2000).

Kiifler iyi bir gelisme ortami i¢in; maksimum Ag:0.97-0.99 degerlerini isteseler dahi,
minimum Ag:0.80-0.85 degerlerinde de gelisebilirler. Penicillium ve Fusarium cinsleri
Aspergillus’a gore daha yiiksek minimum su aktivitesine ihtiya¢ duyduklar1 goriilmiis olup
hatta bazi Aspergillus tiirleri Ags:0.80’nin altinda dahi gelisebilmektedir. Mikotoksin {iretimi
bakimidan minimum su aktivitesi istegi ise gelisimdekine gére daha yiiksektir. Ornegin;
AFB, ve okratoksin genellikle minimum Ag:0.83-0.90 degerlerinde olusturulur (Tunail, 2000;
Ugur ve ark, 2001).

Havadaki bagil nemin % 80’den yukariya ¢ikmasiyla birlikte kiif gelisimi ve
mikotoksin olusumu artar, hububatlar % 13,2-14 nem igeriginde depolanirken bu nemin
deponun bagil nemine baglh olarak artmasi ile % 17-19'a ¢ikmasi sonucu Asp. flavus ve Asp.

parasiticus gelisimi goriiliir (Sanli, 1995; Tunail, 2000).

2.3.3.2. Sicaklik Etkisi

Kiiflerin iiremeleri i¢in 20-30°C sicakliklar olduk¢a iyidir (Kaya ve ark, 2002). Bu
sicakliklarda veya biraz daha diislik sicakliklarda ise mikotoksin iiretimi oldukg¢a yiiksektir.
Aflatoksin sentezleyen kiifler; minimum 6-8°C, maksimum 50-60°C gelisme gosterirken,
toksin iiretimi i¢in min. 10-13°C ve mak. 42°C gereklidir. Bu kiifler en 1y1 gelisimi 35-
38°C’de gosteritken,  optimum  toksin  {iretimini  ise = 25-30°C  civarlarinda

gerceklestirmektedirler (Tunail, 2000; Kilig, 2010).

2.3.3.3. Diger Durumlarin Etkisi

Mikotoksin tiretimini etkileyen diger faktorler i¢in yapilan ¢aligmalarda pH, oksijen,
151k ve CO? iizerinde yogunlasilmistir. Kiifler daha ¢ok asidik ortamlarda gelisebilirken
pH:1.5-8.5 aralig1 optimumdur. Aflatoksin iireten kiifler pH:2.5- 6.0 civarinda toksin iiretirler.
Baz1 kiifler ortamdaki oksijen azalmasi durumunda gelisimleri kisitlanir ancak tamamen

durma s6z konusu degildir. Bu kiifler enerji teminini oksidatif fosforilasyon ile
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gergeklestirirken, oksijen olmadigi veya azaldigi durumlarda alkol fermantasyonunu
kullanirlar (Tunail, 2000; Kaya, 2001).

Laboratuvar ortaminda Asp. flavus ilizerine yapilan 151k etkisi ¢alismasinda karanlik
ortamlarda sentezin arttig1 gézlenmistir. CO, igeren modifiye atmosfer ortaminda aflatoksin
ve patulin sentezi engellenmektedir. Bir arastirmada, Asp. flavus % 99 bagil nem, 30°C
sicaklik ve % 20 CO; olan ortam sartlarinda misel gelisimi iyi olmasina ragmen toksin tiretimi
olduk¢a azalmistir. CO, miktar1 % 80 civarina getirildiginde misel olusumu durmamig fakat

aflatoksin olusumu yok olma durumuna gelmistir (Tunail, 2000; Kaya, 2001).

Tablo 4. Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler

Fiziksel faktorler Kimyasal faktorler Biyolojik faktorler
Nemlilik CO, Fungal enfeksiyon, inokulum
miktar1

Substrat nemliligi 0, Bitki ¢esidi, bitki dayaniklilig

Kuruma hiz1 Subsratin yapist Bitki stresi, bitkinin hastaliklari

Yeniden nemlenme Subsrata yapilan kimyasal | Funguslarin genetik farklilig
uygulamalar

Nispi hava nemi Kimyasal iglemler (giibreleme, | Mikroorganizmalar arasindaki iliski
ilaglama)

Sicaklik Zararlilarin faaliyeti

Mekanik zararlanma Fungal izolat farkliliklar

Zaman Hububatin karigtirilmasi

*Kielstein (1993)’ten alinarak modifiye edilmistir.

2.4. Mikotoksinlerin Simiflandirilmasi
2.4.1. Mantar Cesidine Gore

Aspergillus toksinleri: Aflatoksinler, aspergillik asit, gliotoksin, viomellein, aspertoksin,
terreik asit, territrem, emodin, fumagillin, kojik asit, okzalik asit, okratoksinler, streoviridin,
siklopiazonik asit, fumitremorjinler, patulin, sterigmatosistin, aflatrem, helvolik asit,
malforminler, asteltoksin, eritroglausin, austosistinler, aspokalasinler, versikolorinler.

Penisilium toksinleri: Rugulosin, rugulin, pakisillin, luteoskirin, emodin, streoviridin,

sitrinin, griseofulvin, okratoksinler, patulin, penisillik asit, penitremler, PR toksin,
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rubratoksinler, sikloklorotin, siklopiazonik asit, islanditoksin, islandisin, mikofenolik asit,
verrukulogen, verrukulotoksin, aflatoksinler ve sekalonik asit D.

Fusarium toksinleri: Diasetoksiskirpenol, DON, nivalenol, T-2 toksin, trikodermin,
trikotesin, satratoksinler, mirotoksinler, moniliformin, zearalenon, butenolid, fusarin C,
krotosin vb.

Diger toksinler: Alternariol, sitokalasanlar, sporidesminler, tenuazonik asit, paspalin vb

(Kaya ve ark, 2002).

2.4.2. Ana Etkilerine Gore

Karacigere etkiyenler: Aflatoksinler, okratoksinler, rubratoksinler, sikloklorotin, luteoskirin,
viomellein vb.

Bobrege etkiyenler: Okratoksinler, sitrinin, aflatoksinler, sterigmatosistin, viomellein vb.
Kalbe etkiyenler: Penisillik asit, streoviridin gibi.

Tremor yapicilar: Penitremler “penitrem A-F”; janthitremler “janthitrem A-C”; lolitremler
“lolitrem B-C”; aflatrem; pakisillin; paspalin, paspalisin, paspalinin; PR toksin; territremler
“territrem  A-C”;  verrukosidin;  verrukulotoksin;  verrukulojenler; fumitremorjinler
“fumitremorjin A-C”.

Kemik iligini etkileyenler: Trikotesenler, satratoksinler vb.

Deri ve mukozalarn irkiltenler: Trikotesenler, satratoksinler vb.

Sitotoksik olanlar: Trikotesenler.

Sinir sistemine etkiyenler: Penitrem, streoviridin vb.

Kan sekerini artiranlar: Terreik asit vb.

Bagisikhik sistemini baskilayanlar: Aflatoksinler, fumonisinler, gliotoksinler, mikofenolik
asit, okratoksinler, patulin, trikotesenler vb.

Teratojenik etkili olanlar: Aflatoksinler, fumonisinler, okratoksinler, rubratoksinler,
sekalonik asit D, trikotesenler (T-2 toksin, DAS, DON), zearalenon vb.

Mutajenik etkili olanlar: Aflatoksinler, fusarin C, sterigmatosistin, rugulosin, PR toksin,
sekalonik asit, versikolorin A vb.

Karsinojenik olanlar: Aflatoksinler, luteoskirin, sterigmatosistinler, okratoksinler, rugulosin,
patulin, PR toksin, versikolorin A, penisillik asit, sikloklorotin, siklopiazonik asit,
fumonisinler vb.

Tiimor olusumunu engelleyenler: Verrukarin A ve B, roridin A, penisillik asit, mikofenolik

asit vb.
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insektisid etkili olanlar: AFB,, fusarik asit, kojik asit, subratoksin B;, patulin,
diasetoksiskirpenol vb.

Antibakteriyel etkili olanlar: Penisillik asit, sitrinin, patulin, mikofenolik asit, sitokalasin A.
Antifungal etkili olanlar: Aflatoksinler, trikotesin, gliotoksin vb.

Bitki zehiri olarak etkiyenler: Alternariol, tenuazonik asit, aflatoksinler, patulin, sitrinin,

T-2 toksin (Kaya ve ark, 2002).

2.4.3. Yapilarina Gore

Makrosiklik laktonlar: Zearalenon, sitokalasanlar vb.

Kuinon ve benzerleri: Rugulosin vb.

Amino asit-peptid bilesikleri: Gliotoksin vb.

Oksijen tasiyan heterosiklik bilesikler: Aflatoksinler, streoviridin, patulin, okratoksinler.
Alisiklik bilesikler: Trikodermin vb.

Aromatik bilesikler: Griseofulvin vb (Kaya ve ark, 2002).

2.5. Siitteki Mikotoksinler

Yeni sagim yapilan taze siitte mikroorganizma sayis1 olduk¢a diisiik olmakla birlikte
sagimin hemen sonrasinda uygun olmayan ortam kosullar1 veya kirli ekipman ve aletlerin
kullanimi ile mikrobiyal olarak yiiklenme s6z konusudur. Bu sebepler sonrasinda siite bulasan
mikroorganizmalar siitiin degerli ve besleyici besin igerigiyle birlikte ¢cok hizli bir gelisim
stireci gosterirler (Erkmen, 2010).

Stitlin  mikrobiyal yiikii Oncelikli olarak meme i¢ yiizeyi ve siit kanallarindaki
mikroorganizma varhigiyla iligkilidir. Saghkli bir hayvanda kontaminasyon diizeyi ml’de 10°-
10° kob/ml olarak Sl¢iilmektedir (IDF, 1997). Fakat mastititis hastaligi vb. durumlar dikkate
alindiginda bu degerler oldukg¢a yiizeysel kalmaktadir. Sagim esnasinda meme basindan veya
sagim ekipmanlarindan olasi mikroorganizma bulasmasi durumunda, normal olarak ml’de 10*
olmas1 beklenen siitteki mikroorganizma diizeyi ¢ok fazla artabilmektedir. Sogutma sirasinda
+4°C’de depolanma durumunda siitte mikroorganizma diizeyi ml’de 10*-10° civarlarinda
olmaktadir. Siitte duyusal olarak hissedilebilir bir de§isme meydana gelme durumunda ise
ml’de 10°-107 mikrobiyal yiik s6z konusudur (Kimk ve ark, 2000). Sagmu takiben siitii
kontamine eden mikroorganizma florast bulagsma odaklarina gbére degisiklik

gosterebilmektedir. Siit; diski ve hayvan derisi ile koliformlar, Bacillus, Clostridium ve
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Salmonella ile; topraktan Streptomyces, sporlu bakteriler, kiif sporlar1 ile; yataklik ve
yemlerden banal flora, Lactobacillus tirleri, Clostridium butyricum ve Clostridium
tyrobutyricum (slaj kokenli) ile; sagim ekipmanlart ve siitiin depolandigi kaplardan laktik
flora, micrococcus tiirleri, Lactobacillus tirleri, Chromobacterium, Pseudomonas,
Alcaligenes, Flavobacterium tiirleri, Acinetobacter ve maya tiirleri ile; personel kaynakli
olarak Staphylococcus tiirleri, solunum jermleri, fekal kontaminantlar yoluyla; kontamine
olabilmektedir (Kilig, 2010).

Siit ve siit tiriinlerine mikotoksinlerin bulagimina bakildiginda ise iki ana neden goze
carpmaktadir. Ilki kontamine yemleri tiiketen hayvanlarin metabolik olarak siitiinde
mikotoksinlerin goriilmesi, ikincisi ise siit ve iirlinlerinin dogrudan kiif kontaminasyonuna
maruz kalmalart seklindedir (Van Egmond, 1983; Kirdar, 2006; Kok, 2006). Yemlerden siite
gecen mikotoksinlerin bu gecis degerleri iizerine yapilan calismalarda farkli miktarlar tespit
edilmesine karsin; aflatoksinler 6zelinde ise yemde 20 g/kg aflatoksin B; bulunmasi halinde

stite 0,06 g/kg aflatoksin M gegisi gozlenmistir (Hui, 1992; Gremmels, 2008).

2.5.1. Fusarium Toksinleri
2.5.1.1. Deoksinivalenol

Fusarium graminearum, F. culmorum ve F. Sporotrichioides kiifleri tarafindan
iretilen ve onemli diizeylerde tespit edilen mikotoksinler icerisinde olan deoksinivalenol
vomitoksin olarakta bilinmektedir (D’Mello ve Macdonald, 1997). Misir ve bugday disinda
arpa, piring, sorgum, yulaf ve de cavdarda goriiliir. Sentezlenmesi i¢in 1lik ve yagish hava
sartlar1 onemlidir (Anonim 1, 2001; Eriksen ve Pettersson, 2004; Sherif ve ark, 2009).

Deoksinivalenol gevis getiren hayvanlarin rumeninde zehir etkisi diisiik diizeyde olan
deepoksi deoksinivalenole (DOM-1) doniisiir (Fink ve Gremmels, 2008; Yiannikouris ve
Jouany, 2002). Siit sigirlarinin duyarliliginin daha fazla oldugu deoksinivalenol; laktasyon
donemi diginda yem tiiketimini, laktasyon déneminde siit verimini azaltmaktadir (Trenholm
ve ark, 1985; Whitlow ve ark, 2000).

Deoksinivalenol, metaboliti DOM-1 seklinde siite gegmektedir. Yapilan arastirmalarda
siite gecisi ¢ok kolay olmadigi da goriiliirken siite gegisi i¢in yemlerde 6 mg/kg DON
bulunmasi yeterli olmamaktadir (Van Egmond, 1983). Bir ¢alismada ise iki siit sigirina 920
mg/kg agizdan tek doz olarak verilen DON’un siite 4 pg/kg’in altinda bir gecisi gozlenmistir
(Prelusky ve ark, 1984).
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2.5.1.2. T-2 Toksin

Hububat ve ¢esitli tarim {irtinlerinde kiiflii ¢iirlime etkeni olan F. sporotrichioides ve
F. poae tarafindan tretilen T-2 toksin; misir, misir silaji, bugday, arpa, dar1 ve karma
yemlerde goriiliir (D’Mello ve Macdonald, 1997; Eriksen ve Pettersson, 2004; Sherif ve ark,
2009; Zinedine ve Manes, 2009).

Gevisenlerin rumenlerinde, HT-2 toksin ve neosolaniole doniisen T-2 toksinin
zehirlilik diizeyinin 1/10’u bu bilesiklerde goriilmektedir (Yiannikouris ve Jouany, 2002). Bu
toksinin laboratuvar hayvanlarinda yapilan arastirmalari incelendiginde, en ¢ok etkilenen
organ bagirsak olmakla birlikte karaciger, dalak, bobrek ve kemik iligi de zarar gormektedir.
Ayrica T-2 toksinin siit sigirlarinda sindirim sisteminde kanamalara ve yanmalara, lireme
problemlerine, yem tiiketimi ve siit veriminde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir
(Anonim 1, 2001; Conkova ve ark, 2003; Whitlow ve Hagler, 2005). Yapilan ¢aligmalarda T-
2 toksinin siite gecisi % 0,05-2 miktarinda olmaktadir (Yiannikouris ve Jouany, 2002).

2.5.1.3. Zearalenon

Ostrojenik etkiye sahip olan zearalenon; F. graminearum, F. culmorum ve F.
sporotrichioides mantarlarinin sentezledigi bir mikotoksindir (D’Mello ve Macdonald, 1997).
Serin ve yagisli havalarda sentezi artan bu mikotoksin tiim hububatlarda, kuru ot, susam
tohumu, sorgum ve silajlarda goriiliir (Whitlow ve ark, 2000; Seglar, 2001; Zinedine ve
Manes, 2009).

FES (Fermentasyon Ostrojenik Madde) veya F-2 toksini olarakta bilinen bu
mikotoksin dogrudan bir toksinden ziyade hormon benzeri bir yapi gostermesi agisindan
onem arz eder. Funguslar sentezledigi bilinen tek bitkisel dstrojendir (Saldamli, 1998; Ayaz
ve Yurttagiil, 2008). Gevis getiren hayvanlarin rumeninde tam manasiyla parcalanamazlar
fakat gevisenler tek mideli hayvanlara gore bu toksine daha dayanim gdsterirler. Pargalanma
durumunda ise, a- ve P-zearalenol olusumu goriiliir. Alfa-zearalenol zearalenondan 4 kat
Ostrojenik iken, B-zearalenol zearalenole esdegerdir (Yiannikouris ve Jouany, 2002; Fink ve
Gremmels, 2008).

Yiiksek oranlarda alindigi takdirde; yavru atma, kisirlik, vajinal akinti, vajinit,
diivelerde meme bezinde biiyiime, ishal ve siit veriminde diisiis gozlenmistir (D’Mello ve
Macdonald, 1997; Anonim 1, 2001; Fink ve Gremmels, 2008). Zearalenon, 1,3 mg/kg

diizeyinde yemlerle alindiginda siite gegme durumu goriilmekte ve bu gecis a- ve f-
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zearalenol yapisinda olmaktadir (Yiannikouris ve Jouany, 2002; Yildiz, 2009). Bu mikotoksin
yiiksek oranlarda hayvan tarafindan alinip ¢ig siite gegmesinin yaninda, pastorize, kondanse
stit, siit tozu, yumusak veya sert peynirlerde de ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak pastdrizasyon,
kaynatma, dondurma, sogutma ve pisirme prosesleri ile Onlenebilmektedir (Van Egmond,

1983).

2.5.1.4. Fumonisinler

Fusarium verticillioides ve F. proliferatum tarafindan iiretilen fuminosinler 10’a yakin
tipi bulunmustur. Bunlarin baslicalari; fumonisin By, B,, B3 ve B4 olmak {izere en zehirli ve
kanserojenik olan1 FB,’dir. Ayrica fuminosin kontaminasyonun da %70 B, daha sonra B,, B3
diizeyleri goriilmektedir (Scott, 1993; Pitt, 2000; Dogan ve Tuzcu, 2001; Ayaz ve Yurttagiil,
2008; Sabuncuoglu ve ark, 2008). Misirda bulunma ihtimalleri yiiksektir (Yiannikouris ve
Jouany, 2002).

Gevisen rumeninde parcalanmayan Fumonisin B;’in bagirsakta ¢ok az diizeyde bir
emilimi s6z konusudur (Fink ve Gremmels, 2008). Siit sigirlarinin duyarliligi diger
hayvanlara gore daha fazladir (Diaz ve ark, 2000). Yapilan calismalarda siite ge¢cmedigi
goriilmiis ve insanlarin fumonisinle karsilasmalarinda siitiin 6nemli olmadigi sonucuna

varilmistir (Van Egmond, 1983; Scott ve ark, 1994; Richard ve ark, 1996).

2.5.2. Penicillium Toksinleri
2.5.2.1. Okratosinler

Aspergillius ve Penicillium mantarlarinin farkl tiirlerinin sentezledigi bu mikotoksin;
okratoksin A ve B olarak 1965°te Aspergillus ochraceus’un K-804 susu kullanilarak Giiney
Afrikali kimyacilar tarafindan elde edilmistir (Fukal, 1990; Karagé6zlii ve Karapiar, 2000;
Sabuncuoglu ve ark, 2008). Okratoksin iireten kiifler olduk¢a diisiik sicakliklarda ve soguk
iklim kosullarinda iyi aktivite gosterirler (Kaya, 1989). Okratoksin; A, B, C ve D olarak 4
cesit olarak tespit edilmistir (Betina, 1989).

Okratoksin cesitlerinin igerisinde en zehirli olan1 okratoksin A olup; misir, yulaf,
cavdar, arpa, bugday, yagl tohum ve yemlerde yaygin olarak bulunur ve daha az oranlarda da
okratoksin B’ ye rastlanir (Anonim 1, 2001; Hussein ve Brasel, 2001).

Okratoksin A; gevis getiren hayvanlarin rumenlerinde 6nemli oranda okratoksin-a’ya

indirgenir. Bu bilesik okratoksin A’dan daha az zehirlidir (Yiannikouris ve Jouany, 2002).
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Biiylik oranda parg¢alanmasina ragmen okratoksin A fazla miktarlarda alinmasi ile sigirlarda
zehirlenmelere neden olmakta ve bunun etkileri olarak hayvanda; ishal, sivi kaybi, su
tiikketiminde artma, bobrek hasarit ve siit iiretiminde azalma goriilmektedir. Geng gevisen
hayvanlar bu durum karsisinda daha hassastirlar (Anonim 1, 2001; Whitlow ve Hagler, 2005).

Okratoksin 1ile ilgili ¢alismalarda; siite okratoksinlerin ve metabolit olan okratoksin-
o’nin gectigi goriilmiistiir (Yiannikouris ve Jouany, 2002). Inek siitinde ve 6zellikle insan
stitinde de bulunabilme ihtimali bu mikotoksinin bebekler agisindan énemli bir saglik risk

faktorii oldugunu gostermektedir (Van Egmond, 1983; Girgin ve ark, 2001).

2.5.3. Aspergillus Toksinleri
2.5.3.1. Aflatoksinler

Mikotoksin gruplart igerisinde en fazla iizerine ¢aligmalar yapilan aflatoksinlerin kesfi
1960’lara dayanirken, 1962 yilinda ise “hepatotoksik” ve ‘“hepatokarsinojen” etkileri
tanimlanmistir (Pohland, 1993).

Filamentli mantarlardan olan Aspergillus cinsi {i¢ tiir ve iki alt tiirlin olusturdugu bir
mikotoksindir. Bu funguslar; Asp. flavus, Asp. parasiticus, Asp. nomius tiirleri ve Asp. flavus
var. columnaris, Asp. parasiticus var. globosus alt tiirleridir. Her ne kadar; Penicillium,
Rhizopus ve Streptomyces kiiflerinin aflatoksin sentezinden bahsedilse de yapilan ¢ok
sayidaki caligmalar ele alindiginda, sadece iki Aspergillus tiirii ve son donemlerde de Asp.
nomius’ un bu toksini sentezledigi saptanmistir. Bu mantarlar igerisinde aflatoksin tirettigi ilk
tespit edilen “‘Aspergillus flavus” olmakla birlikte sentezleme ii¢ tiiriin tiim suslarinca
yapilmamaktadir (Tunail, 2000). Diinyanin bir¢ok yerinde, hemen her mevsim kosulunda
aflatoksin iireten Aspergillus tiirleri kolayca gelisebilirler. Ozellikle; 24-45°C sicaklik
ortaminda ve % 9-14 civar ve lizerinde neme sahip gidalarda 3-4 giin gibi bir siirede olduk¢a
onemli diizeyde kiiflenmeye sebep olurlar (Karakaya ve Atasever, 2010). Bu kiifler; yem ve
yem hammaddelerinde, misir, pamuk tohumu, yer fistigi ve hemen hemen tiim tahillarda
bulunabilmekte ve mikotoksin sentezlemektedirler (Anonim 1, 2001; Hussein ve Brasel,
2001; Fink ve Gremmels, 2008). Aflatoksinin yemlerde tespit edilmesinin ardindan bunlari
tilketen hayvanlarin siit ve {riinlerinde de bu toksinin bulunabileceginin iizerinde 6nemle
durulmustur (Allcroft ve Carnaghan, 1963).

Aflatoksinler, viicuda alinmalar1 durumunda toksik etkileri nedeniyle “aflatoksikozis”

adr verilen mikotoksin zehirlenmesine neden olmakta ve bu durum akut veya kronik olarak
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goriilmektedir (Giirses ve ark, 2002). Toksik etkileri bakimindan oldukg¢a zararli olan
aflatoksinlerin, karaciger kanserinin de nedenlerinden oldugu tespit edilmistir. Uluslararasi
boyutta yapilan ¢alismalarda, gelismekte olan tilkelerdeki 4,5 milyona yakin kisinin
aflatoksinden kronik olarak etkilendigi ve bu durumun her gecen giin daha da arttig

gozlemlenmistir (Williams ve ark, 2004).

2.5.3.1.1. Aflatoksinlerin Ozellikleri

Aflatoksinler “difurokumarosiklopentenon” ile “difurokumarolakton” gruplarina dahil
olmakla birlikte en 6nemlileri; By, By, Gj, Gy ile My, M’ dir (Steyn, 1995; Sibanda ve ark,
1999; Ozkaya ve Temiz, 2003). Bu aflatoksin ¢esitlerinin kimyasal yapilar1 incelendiginde;
AFB, toksini AFB;' in, AFG, toksini AFG;' in dihidro formlari, AFM; ve AFM;’nin ise AFB;
ve AFB,;nin OH bulunduran formlar1 oldugu goriilmektedir (Tunail, 2000). Sekil 1’de bu
aflatoksinlerin kimyasal yapilari gosterilmistir. Bu aflatoksin c¢esitleri isimlendirilirken
Ultraviole 1sikta (UV) aldiklart renkler belirleyici olmustur. UV altinda mavi renk 151k
verenler; AFB; ve AFB,, sari-yesil renk 151k verenler; AFG, ve AFG; olarak adlandirilmstir.
[leri dénemlerde aflatoksin igeren yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde bu toksinin
tirevlerinin  goriilmesi ile siit toksini (milk toxin) olarak aflatoksin M seklinde
isimlendirilmistir. Caligmalarin devam etmesiyle birlikte AFB, ve AFB,; hidroksi tiirevleri
ortaya ¢ikmis buna bagl olarak da AFM; ve AFM,; seklinde iki ayr1 yapt olusmustur. Bu
toksinlerin sahip olduklar1 rakamlar ise onlarin toksik diizeyleri hakkinda bilgi vermekte olup;
yaninda “1”” rakami olanlar yiiksek, “2” rakami olanlar daha diisiik toksisiteyi ifade etmektedir
(Sert, 1983; Wood 1991; Van Egmond 1994). “2” numaraya sahip aflatoksinlerin bazi
hayvanlara kars: toksik etkide olmadig1 goriilmiistiir. Ornegin; AFB,a ve AFB,b toksinleri,
aflatoksinlere en duyarli olan 6rdek yavrularinda dahi toksisite géstermemistir (Tunail, 2000).

Aflatoksinler; su ve polar Ozellikteki ¢oziiciilerde ¢oziilirken, polar olmayan
coziiciilerde ise ¢oziinmeleri s6z konusu degildir. Ayrica alkaloidler ve okside edici maddeler
aflatoksinleri parcalayabilir, normal isleme sicakliklarinda ise parcalanamazlar (Erol, 1999).
Aflatoksinler hekzan, petrol eteri, izooktan gibi yag c¢oziiciilerinden baska organik
¢Oziciilerde (aseton, kloroform, benzol, asetonitril vb.) de ¢oziiniirler. Sudaki ¢oziiniirliikleri
10-20 mg/1 civarindadir (Kaya ve ark, 2002).

Optimal cevre sartlarinda aflatoksinler saglam bir yapiya sahiptirler. Buna gore; 300°C
lizerinde 25 dakika pisirmeye tabi tutulan ekmek ve benzer sartlardaki yemlerde bulunan

aflatoksin diizeyi ancak % 60 civarinda yok olmaktadir (Sanli, 1995). Aflatoksin igceren
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stitlere uygulanan 1s1l islem, fermantasyon, kurutma vb. islemlerde siit ve siit iiriinlerindeki
AFM; varligin1 yok edememekte ve bu yiizden 6zel yontemler uygulanmasi ile toksinin

uzaklastirilmasi diislincesi 6nem kazanmistir (Yousef ve Marth, 1989).

2.5.3.1.2. Aflatoksinlerin Toksisitesi ve Etkileri

Aflatoksinlerin toksisitesi lizerine yapilan c¢aligmalar; besinlerle alinan bu toksinlerin
insanlarda akut ve kronik zehirlenmelere neden olmasi bakimindan iizerinde durulmasi
gereken, yine insan ve hayvanlarda sik goriilen toplu zehirlenmelerin sebebi olan, ayrica

kanserojen etkisi de oldukea giiglii bir toksin oldugunu gostermistir (Sanli, 1995).

Aflatoxin B, Aflatoxin B,

Aflatoxin M, Aflatoxin M,

Sekil 1. Aflatoksinlerin kimyasal yapilari
*Santini ve Ritieni (2013) ¢alismalarindan alinmustir.
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Aflatoksinler metabolizma iizerinde dogrudan etkili olmamakla birlikte, sitozolik ve
stokrom P450 sistemleri ile karacigerde metabolik aktiviteler gerceklesmesi sonucu epoksit-
tirevleri (AFB1-2,3- epoksit ) olusturularak etkili hale gelmektedir. Metabolizma iizerindeki
tiim toksik ve karsinojenik etkiler bu yolla gerceklesmektedir (Kaya ve ark, 2002).

Aflatoksinler; gida ile alinmasiin ardindan hiicreye oradan da g¢ekirdege gecerler ve
DNA’ya baglanirlar, burada ¢ift sarmalli yapiyr kullanarak mRNA sentezleyen RNA
polimerazin tutunmasini engelleyerek toksik etkilerini gosterirler (Seyrek, 2001).

Aflatoksin duyarliligi; at, sigir, domuz, koyun, keci, kopek, maymun, fare, hindi,
tavuk, oOrdek, Gokkusagi alabaligi gibi hayvanlarda oldukca fazladir. Tablo 5 bazi
hayvanlarda agizdan alimnan AFB;’in LDsy degerlerini gostermistir. Hayvanlar igerisinde,
ordek yavrulari duyarliliklarinin en fazla olmasi nedeniyle toksisite aragtirmalarinda oldukga
yaygin kullanilir. Yine ordek yavrular {izerinde yapilan calismalarda; toksisitesi en fazla
olanlar AFB; ve AFB; (parasitikol), toksisitesi en az olanlar ise AFG, ve AFM; oldugu tespit
edilmistir (Tunail, 2000).

Genellikle kiimes hayvanlarinda giinlik beslenmede 20 ppb {iizerinde aflatoksin
alinmamalidir, altinda olan degerler icinse direnglerinde diisme goriiliir. Tavuklar geng
kuslara oranla daha yiiksek miktarlara diren¢ gosterebilmelerine ragmen bu diizey 50 ppb’ nin
iizerine ¢ikmamalidir (Ferrer, 2005).

Gevis getirenlerin rumeninde, aflatoksin ¢ok az parcalanir, toksisitesi daha diisiik olan
aflatoksikole déniisiir ve bu doniisiimiin oran1 % 10‘dur (Yiannikouris ve Jouany, 2002; Fink
ve Gremmels, 2008). Yine gevisenlerde bulunan aflatoksin; seliilozun sindirimi, ugucu yag
asitleri sentezi ve hareketliligin azalmasi gibi rumenlerde fonksiyonel aksamalara neden
olurlar (Whitlow ve Hagler, 2004; 2005).

Aflatoksinlerin gida ve yemlerdeki toksisiteleri lizerine yapilan tiim ¢aligmalar
incelendiginde; AFB; > AFM; = AFG;, > AFB, > AFG, > AFM,; seklinde bir zehirlilik
siralamasi ortaya ¢ikmaktadir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda da bu siranin genel
anlamda degismedigi ancak bazi hayvan tiirlerinde AFM;'in AFG,'in, AFM;'nin de AFG;'nin
oniinde veya esit oldugu goriilmektedir (Tunail, 2000).

Aflatoksinlere yiiksek miktarda maruz kalindiginda akut, sub-letal miktarlarda kronik,
diisiik ve siirekli miktarlarda ise karsinojen etki goriilmektedir. Toksik etki hayvan tiiriine
gore farklilik gosterdigi gibi aym tiir hayvanlarin gengleri daha duyarli olmaktadir. Bu etki;
alian miktar ve sikligin yaninda, hayvan cinsi, yasi, cinsiyeti, beslenme sekli ve saglikli olup

olmamasi ile de yakindan ilgilidir (Bullerman, 1986). Diger yandan riboflavin, 1s18a
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maruziyet, B12 vitamini, karoten ve protein eksiklikleri toksik etkileri artirmaktadir (Beltz ve
Spain, 1998; Kaya ve ark, 2002).

Akut olarak goriilen aflatoksikozis icin dogrudan hedef organ karacigerdir. Buradaki
hiicreler zarar goriirken, karaciger ve safra kanallarinda hiicre boéliinmesi hizlanir, kanama ve
sinir sisteminde bozulmalar goriiliir. Geng hayvanlar basta olmak {lizere, yem tiiketimi azalir,
gelisim durur, hizla zayiflama ve sonug olarak 6liim goriiliir (Tunail, 2000).

Kronik etkide; toksisiteye maruz kalma siiresi daha uzun ve daha diisiik miktarlarda
AFB, igeren yemleri tiiketen hayvanlarda karaciger kanseri ve deformasyon goriiliir. Ornek
olarak; Gokkusagi alabaliginda, 0,5-2,0 pg.kg™ giinliik miktar karaciger kanseri yapabilirken,
ratlarda bu miktar giinliik 10-15 pg.kg" olarak gériilmiistiir (Tunail, 2000).

Tablo 5. Bazi1 hayvanlarda agizdan alinan AFB,’in LDs, degerleri

Hayvan tiirleri LDsy mg/kg
Giinliik 6rdek 0,3-0,6
Siit emen tavsan 0,3-0,5
Alabalik (100g) 0.5-1.0
Ergin ve geng kopek 0.5-1.0
Ergin kedi 0.3-0.6
Sigir, buzagi 0.5-2.0
Maymun 2.2-8.0
Kobay 1.0-2.0
At ve tay 2.0
Erkek sican: giinliik 1.0

3 haftalik 5.5

Ergin 7.2
Disi sigan: 3 haftalik 7.4

Ergin 20.0

Fare >60.0
Koyun ve kegi 2.0

*Kaya ve ark, 2002’den modifiye edilmistir.
2.5.3.1.3. Aflatoksin Zehirlenmelerinde Tani

Metabolizmaya c¢esitli yollarla alinan aflatoksinler “aflatoksikozis” adi verilen
mikotoksin zehirlenmesine neden olurlar. Ozellikle AFB,’in neden oldugu bu zehirlenme
sadece bireysel olarak kisi ya da hayvani degil toplum ve siiriiyii de etkilemektedir (Tunail,
2000; Celik, 2001; Creppy, 2002). Bu zehirlenmelerde karakteristik olarak ortaya ¢ikan klinik

belirtiler yoktur, fakat gerek klinik gerek patolojik bulgular ve immun sistemin baskilanmasi
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sonucunda olusan enfeksiyon hastaliklar1 bir arada degerlendirilerek ilgili tan1 konulur (Cassel
ve ark, 2001; Blaney, 2002).

Aflatoksinlerin metabolizmaya alinmasinin ardindan toksik etki derecesi, alinan toksin
miktari, maruz kalinan siire ve hayvanin duyarhiligi; akut, kronik, sub-akut ve karsinojen
etkilerin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Higbir hayvan tiirii, akut zehirlenme durumuna karsi
direng gelistirememistir (Bommakanti ve Waliyar, 1999; Celik, 2001). Insanlar, ciftlik
hayvanlar1 ve kiimes hayvanlar aflatoksinlerin toksisitesine karsi oldukca hassastirlar. Diistik
miktarlarda kontamine olmus yemleri tiiketen duyarli hayvanlarin 72 saatte oldiigi
goriilmiistiir (Cassel ve ark, 2001). Ordek yavrulari, civciv, pili¢, hindi yavrusu, siiliin palazi,
tavuklar ve bildircinlar aflatoksinlere oldukca duyarli hayvanlardir. Memelilere bakildiginda
sirastyla; 3 -12 haftalik domuzlar, gebe domuzlar, yetiskin domuz, sigir ve koyunlar gibi bir
duyarlilik dizilis goriilmektedir. Alabaliklar ve kopekler de aflatoksine karsi oldukca duyarh
olmakla birlikte; alabaliklarda, ppb diizeyindeki miktarlarda dahi karaciger kanseri
goriilebilmektedir (Smith, 1997).

Akut toksik etkinin goriildiigii hayvanlarda; ani 6liim veya istahsizlik, depresif hal,
solunum problemleri, burun akintis1 ve kanamasi, durgunluk, kanli ishal, anemi, ¢irpinmalar,
bitkinlik, akut karaciger hasari, kapillar damar dayanikliliginda azalma, organlarda kanama ve
hizli 6liimler goriilmektedir (Kaya, 1989; Celik, 2001).

Sub-akut bulgularda; karaciger bozukluklari, sarilik, istahsizlik, diare, immun sistem
baskilanmasi, hematom, hipoprotrombinemi, kanamali barsak yangisi, trombosit miktarinda
diisiis, kanda pihtilasma problemi, kapillar damarlarda catlak olusumu, mukoz zar ve
bosluklardaki kanamalar taniy1 kolaylastirir (Kaya, 1989; Cardwell, 1999).

Kronik zehirlenme belirtileri ise; beslenmeme ve buna bagl gelisme hizinda diisiis,
viicut kil ortiisiinde bozulma, anemi, sarilik, immun sistemde zayiflama, stresli hal, hafif
diare, hayvanlarda yavru atma, siit veriminde diisiis veya kesilme, serum ve karacigerde A
vitamini azalmasi, protein sentezinde azalma, kanatlilarda yumurtlama ve yavrulamada
azalma ve yumurtalarin kii¢iilmesi gibi bulgular goriiliir (Kaya, 1989; Harris ve Staples,
1992).

En kuvvetli toksik ve karsinojenik etkiye sahip aflatoksin olan AFB; ilk once
hepatoselliiler karsinoma neden olur, bunun yaninda mide karsinomu ile kolon
adenokarsinomuna da neden olabilmektedir. Diger aflatoksinlerin etkisi daha az olmakla
birlikte; AFG; bobrekte, AFB, karacigerde tlimorlere neden olmaktadir (Erol, 1999).

Aflatoksikoziste kandaki pihtilagma bozuklugu, karacigeri etkileyerek kanin

pithtilasmasinda bozukluga neden olan varfarin, dikumarol gibi maddelerin etken oldugu
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karbon tetrakloriir, pirazolidin alkoloidleri ve komiir katrant zehirlenmeleriyle
karigtirilabilmektedir (Celik, 2001). Aflatoksinlerin tespit edilmesi amaciyla giliniimiizde
HPLC, TLC ve ELISA metodlar1 olduk¢a yaygindir (Stroka ve Anklam, 2002).

2.5.3.1.4. Aflatoksinlerin Olusumunun ve Kontaminasyonlarmin Onlenmesi

Karsinojenik etkiye sahip olan maddelerin olusumunun ve bulagsmasinin 6nlenmesi
adina farkli yontem ve teknikler gelistirilse de bu durumun tamamen Oniine gegilmesi ne
genel olarak ne de aflatoksinler 6zelinde miimkiin goriilmemektedir (Tunail, 2000; Abdel-
Wahhab ve ark, 2006).

Gegmisten gelen ve giinlimiizde de devam eden kiiflenmis, bozulmus veya bozulmak
iizere olan besin maddeleri ekonomik olarak kayba ugramamak i¢in c¢esitli sekillerde
degerlendirilmekte ve insan tiiketiminde kullanilamayacagina kanaat getirildigi takdirde ise
hayvanlara verilerek kullanimlarina yanlis bir sekilde devam edilmektedir. Ayrica bu durum
ekonomik zarara ugramak istemeyen ¢esitli iiretim yapan yerlerde de tiiketime sunulmak
maharetiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu ve benzeri durumlar karsisinda insan sagligini riske atan
cesitli hastaliklar, zehirlenmeler ve mikotoksikozis olaylarinin goriilmesi kaginilmaz
olmaktadir. Boyle risk teskil eden durumlar1 ortadan kaldirmak igin, 6zellikle mikotoksikozis
Ozelinde {lretim, depolama ve tiiketim asamalarinda karsilagilabilecek durumlara karsi
tilkketiciler bilinglendirilmeli, kontrol mekanizmalar1 etkin bir sekilde isletilmeli, bunlarin
onlenmesinde etkili olan ancak zararli olmayan dogal veya dogal olmayan katki maddeleri
olusturulmalidir (Ezz El-Arab ve ark, 2006).

Aflatoksinler gidalarda oldukca stabil durumdadir ayrica termoresistanz Ozellikle
olmasi nedeniyle pastorizasyon, buharda pisirme, firinda pisirme ve hatta sterilizasyon
yontemlerini kullanarak parcalanmalar1 s6z konusu degildir (Tunail, 2000).

Gida ve yemlerde aflatoksin olusumunu Onlemek i¢in hammaddenin gelisiminde
tarlada, hasat sirasinda, depolama, tasima, isleme, {iriin elde edilmesi ve iirlin depolama
islemlerinde kiiflerin kontaminasyon ve gelisiminin Onlenmesi i¢in tedbirlerin alinmasi
olduk¢a Onemlidir. Tarlada mikrobiyal agidan 6nlem almak zor olmakla birlikte hasattan
itibaren sonraki basamaklarda uygulanan hijyen ve sanitasyon dnlemleri toksik etkiyi 6nemli
ol¢iide engelleyebilmektedir (Ozkaya ve Temiz, 2003).

Mikotoksinlerin etkilerini yok etmek ya da bulasmanin 6nlenmesi i¢in alinan 6nlemler

fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak uygulanmaktadir (Miazzo ve ark, 2000).
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2.5.3.1.4.1.Fiziksel Uygulamalar

Genel olarak sicaklik uygulamalari, pH, rutubet durumu, hava, ortam gazlari, mekanik
islemler, yikama, UV, mikrodalga gibi islemler fiziki olarak énlem alma durumlaridir (Cassel
ve ark, 2001; Herrman, 2002; Schatzmayr ve ark, 2006).

Aflatoksinler mevcut stabil yapisi geregi normal sicaklik uygulamalarinda tartigmaya
acik sonuglar vermektedir. Ancak 200°C’nin iizerine cikildiginda parcalanma goriilmektedir
(Whyllie ve Morehouse, 1977; Applebaum ve ark, 1982).

Havadaki oksijen oraninda % 10 azalma olmasi, CO, miktarinin % 20 civarina
gelmesi ve pH 3’ln altinda ve 10’un iizerinde olan degerlerde kiif gelisimi ve aflatoksin
sentezi agisindan engelleyici durumlardir (Ozkaya ve Temiz, 2003; Ruigian ve ark, 2004).

Aflatoksin olusumunun 6nlenmesi i¢in kiiflerin gelisebilecegi, aflatoksin liretebilecegi
nem degerlerinin altina inilmesi gerekmektedir. Bu deger % 12-13‘lin altindadir (Cassel ve
ark, 2001).

Isinlama ile ilgili yapilan ilk ¢alisma 1971 yilinda yapilmis olup A.flavus, 1.6-2.4
kGray gama 1sinina tabi tutulmus yasam sanst % 30 oraninda azalmistir (D’Ovidio ve ark,
2007). Genel olarak 1sinlama uygulamalar1 aflatoksin iizerinde yilizde yliz bir etkiye sahip
degildir (Sener ve Yildirim, 2000). UV 1sinlarin etki giicleri diisiik olmasi nedeniyle gidalara
iyl niifuz edememekte ve bu yiizden aflatoksinden arinma islemi olarak istenilen sonug
alinamamaktadir. Ancak UV 1sinlarinin siit gibi ince tabakaya sahip triinlerde etkisi daha
anlamli hale gelirken, hidrojen peroksit ile birlikte uygulandiginda AFM; {izerindeki inaktif
edici etkisi artmaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1999).

2.5.3.1.4.2. Kimyasal Uygulamalar

Aflatoksinlerin kimyasal yapilarinda lakton bagi bulunmasi nedeniyle 6zellikle alkali
maddelere karsi hassatirlar. NH; gazi, amonyak uygulamasi vb. alkali uygulamalar kiif ve
mikotoksin olusumunu baskilamaktadir (Tunail, 2000). Yemlere % 5 amonyak uygulanip
akabinde 40°C’de bir saat tutuldugunda aflatoksin muhtevast zarar gérmektedir ancak bu
uygulama iirtinlerin duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Kaya ve ark,
2002). Bunun yaninda, klor gazi, hidrojen peroksit, sodyum hipoklorit, laktik asit, sorbik asit,
asetik asit, benzoik asit, propiyonik asit ve ozon da aflatoksinleri inaktif hale getirir (Tunail,

2000; Cassel ve ark, 2001).
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Aflatoksinlere karsi inorganik tuzlarda etkilidir. Ornek olarak; ¢inko, manganezyum,
demir - kadminyum karsimi vb. etki bakimindan 6nemlidir. Ancak kimyasal uygulamalar gida

ve yemlere zarar verebilme potansiyeli nedeniyle daha az tercih edilmektedir (Tunail, 2000).

2.5.3.1.4.3. Biyolojik Uygulamalar

Bu uygulamalar incelendiginde; mikroorganizmanin yiikii, mikrop florasi, bitki ¢esidi,
bocek etkisi, farkli parazit ve mantar tiirleri ihtivasi, g¢esitli enzim aktiviteleri 6n plana
cikmaktadir (Kaya ve ark, 2002; Akpinar, 2005; Schatzmayr ve ark, 2006).

Mikroorganizma etkisi bakimindan Flavobacterium aurantiacum iizerinde yapilan
caligmalar 1513inda bu mikroorganizmanin aflatoksinleri inaktif etme bakimindan oldukca
onemli oldugu, sentezledigi asitin; AFB;’i, 1000 kat daha az mutajen 6zellikteki AFB,,
formuna doniistiirdiigli gortilmistiir (Rustom, 1997). Ayrica Aspergillus niger grubuna dahil
bir takim mantarlar daha toksik olan AFB; ve AFG;' i, daha az toksik durumdaki AFB,, ve
AFG,, formlarina doniistiirtirler (Tunail, 2000).

2.5.3.1.5. Aflatoksinlerin insan Saghigna Etkileri ve Yasal Diizenlemeler

Aflatoksinler insan sagligi iizerinde; akut bozukluklar (6ncelikle karacigerde), sirotik
degisiklikler (karaciger sirozu), karsinomatdz olusumlar (karaciger karsinomu), teratojen ve
genetik bozukluklar olmak {izere 4 ana etkisi vardir (Erol, 1999).

Aflatoksin B; en giiclii karacier karsinojenlerinden olmasi nedeniyle Uluslararasi
Kanser Arastirma Merkezi (IARC) aflatoksinleri Grup 1’e yani birinci derece kanserojen
maddeler arasina almistir. Ayrica AFM;’1 ise insanlar i¢in muhtemel karsinojen madde olarak
Grup 2’ye dahil etmistir 1ARC, 1993).

Tayland’da 1967 yilinda iki ciftlikte, yediklerinden zehirlenen 26 kisiden 3’1 Olmiis
yapilan otopsi ve galismalar sonucunda iscilerin yedikleri piringteki aflatoksinin (200 pg/kg)
buna neden oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu durum insanlardaki akut aflatoksikozisin en kayda
degeri olarak rapor edilmistir. Baska bir calismada ise 1974’te Hindistan’da goriilen 400
kisiye zarar veren ve bunlardan 100 kisinin 6liimii ile sonu¢lanan aflatoksine bagli hepatitis
vakas1 goriilmiistiir. Ayrica aflatoksinlerin viicuda alimlar1 ile hepatit B ve hepatit C riskleri
artar (Krishanmachari ve ark, 1975).

Cocukluk doneminde maruz kalinan aflatoksinler ise miktar ve siireye bagl olarak o

donemde veya sonraki donemlerde enfeksiyon bagisikliklarinda azalmaya, kilo kayiplarina
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veya gelisme geriligine neden olmaktadir (Bhat ve Vasanthi, 2003). Cocuklarda kusma,
cirpinma, hipoglisemi, bobrek, karaciger ve kalpte yag birikimine, beyinde 6dem ve koma ile
karakterize hatta 6liimle sonuglanan Reye’s sendromunda aflatoksin bulgusu bir¢ok ¢alismada
one siiriilmiistiir (Sener ve Yildirim, 2000; Ozkaya ve Temiz, 2003). Kwashiorkor hastalig1 ile
ilgili tropik tlkelerde yapilan arastirmalarda ¢ocuklarin karacigerlerinde énemli miktarlarda
aflatoksine rastlanmistir (Sanli ve Kaya, 1992).

Ulkemizde geriatrik popiilasyon (Ortalama yas: 72+1.0 yil, n=37) iizerinde farkli
bolgelerde, farkli mevsim ve cinsiyetlere gore serum aflatoksin miktarlarinin belirlenmesi i¢in
yapilan calismada bireylerin tlimiinde tayin edilebilir diizeyde aflatoksin varligi tespit
edilmistir. Tlgili ¢calisma hakkinda kapsamli bilgiler Tablo 6‘da ve Tablo 7’de verilmistir
(Giray ve ark, 2011).

Yapilan calismalar 1s183inda gelismekte olan iilkelerde karaciger kanserinin daha
yaygin goriildiigli bunun da aflatoksinler ile paralel iliski de oldugu tespit edilmistir (Omaye,
2004).

Aflatoksinler ile ilgili yapilan ¢aligmalar bu metabolitlerin zararlarini agik bir sekilde
ortaya koymaktadir. Bu yiizden iilkemizde “TGK” ile ¢esitli gidalardaki aflatoksin limitleri
belirlenmistir. Tablo 8’de gosterilmistir. Ayrica AB’de farkli gidalarda aflatoksin limitlerini
“Kodex Alimentarus” ¢aligsmalari ile tespit edilmis olup bu limitler Tablo 9’da gosterilmistir

( Kayabasi, 2015 ).

Tablo 6. Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinde yasayan kisilerde serum aflatoksin miktarlarmin
mevsimsel degisimi

Mevsim AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AF Total
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Kis (n=21) 234440 13119 9324139 241437 1539+170
Karadeniz

Yaz (n=10) 16327 4617 506+51 302+29 1017+82

Kis (n=16) 123424 124+11 209+16 136+11 539455
Akdeniz

Yaz (n=10) 41+4 28+3 262+56 189+20 521+64

*Giray ve ark, 2011 ‘den alinmistir.
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Tablo 7. Calisma grubunda bulunan kadin ve erkeklerde serum aflatoksin miktarlarinin
mevsimsel degisimi

Kadmm

Mevsim AFB1

(pg/ml)

AFB2
(pg/ml)

AFG1

(pg/ml)

AFG2
(pg/ml)

AFTotal
(pg/ml)

Yaz (n=17) 162430

132+19

504+77

211£33

924+156

Kis (n=10) 64+12

2542

319468

206+25

634+95

Erkek

Yaz (n=20) 194+38

126+15

762+162

159+28

1181184

Kis (n=10) 137+28

47+14

426+74

285+26

889+133

*Giray ve ark, 2011 ‘den alinmistir.

Tablo 8. Tiirkiye'de aflatoksin limitleri (ng/kg)

NO

URUNLER

AFB, (ug/kg)

Toplam Aflatoksin
(ng/kg)

AFM, (ng/kg)

Yerfistig1 ve diger yagli tohumlar (dogrudan
insan tiiketimine sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan &nce ayiklama
veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak
olan)

— Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan
yerfistigi ve diger yagli tohumlar harig

8,0

15,0

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

12,0

15,0

Findik ve Brezilya findig1 (dogrudan insan
tilketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya
diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
— Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan
findik harig

8,0

15,0

Sert kabuklu meyveler (Boliim 2 ve 3’de
belirtilenler harig)

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

8,0

15,0

Yerfistig1, diger yagl tohumlar ve bunlarin
islenmis {irtinleri (dogrudan insan tiiketimine
sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)
--Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine
bitkisel yag hari¢

5,0

10,0

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)

8,0

10,0
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Findik ve Brezilya findig1 (dogrudan insan
tilketimine sunulan veya gida bileseni olarak
kullanilan)

--Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan
findik harig

5,0

10,0

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis
iirtinleri

(Boliim 6 ve 7°de belirtilenler harig)
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)

5,0

10,0

Kurutulmus meyveler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)

8,0

10,0

10

Tahillar, bunlardan elde edilen iriinler ve
bunlarin iglenmis tiriinleri
(Boliim 11,14 ve 16°da belirtilenler harig)

2,0

4,0

11

Misir ve piring (dogrudan insan tiiketimine
sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

12

Cig siit, 1s1l islem gormiis siit, siit bazli
iiriinlerin {iretiminde kullanilan siit

0,050

13

Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;

— Kirmizibiber (Capsicumspp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, tiim ve 6giitiilmiis
halleri dahil)
— Karabiber (Piperspp.) (bunlarin meyveleri,
akbiber ve karabiber dahil) —
Hintcevizi/Muskat (Myristicafragrans)

— Zencefil (Zingiberofficinale)

— Zerdecal (Curcuma longa)

Bunlarin bir veya birkagini igeren karigim
baharat

5,0

10,0

14

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalart

0,10

15

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

0,025

16

Bebekler igin 6zel tibbi amach diyet gidalar

0,10

0,025

*TGK-Bulasanlar Yonetmeligin (2011)’den alinmustir.

Tablo 9. AB’de kabul edilen maksimum aflatoksin limitleri (ng/kg)

Gida Maddeleri

AFBI1 (ng/kg)

ToplamAflatoksin
(ngrkg)

AFM, (ug/kg)

Yerfistig1 ve diger yagli tohumlar

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan
yerfistig1 ve diger yagli tohumlar harig

8,0

15,0

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

12,0

15,0
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Findik ve Brezilya findig

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

8,0

15,0

Sert kabuklu meyveler

(Boliim 2 ve 3’de belirtilenler harig)
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

5,0

10,0

Yerfistig1, diger yagli tohumlar ve bunlarin
islenmis tirtinleri (dogrudan insan tiiketimine
sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)
--Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine
bitkisel yag hari¢

2,0

4,0

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

8,0

10,0

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

5,0

10,0

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis
trtinleri

(Bolim 6 ve 7°de belirtilenler harig)
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan

2,0

4,0

Kuru meyveler (Dogrudan tiiketime
sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce siniflandirma, ayiklama

gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

10

Kuru meyveler ve bunlarimn iglenmis tirtinleri
(Dogrudan insan tiikketimine veya gida
bileseni olarak kullanilmasi diisiiniilen ve
bunlarin iglenmis tirtinleri)

2,0

4,0

11

Tim tahillar ve bunlardan iiretilen triinler
(12, 15, 17°de listelenen gidalar harig)

2,0

4,0

12

Misir ve piring (Dogrudan tiiketime
sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce siniflandirma, ayiklama
gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

13

Cig siit, 1s1l islem gormiis siit, siit bazli
drlinlerin tiretiminde kullanilan siit

0,050

14

Baharatlarin agagidaki tiirleri i¢in ;

- Kirmizibiber (Capsicum spp.) (Bunlarin
kurutulmus meyveleri, kirmizibiberin biitiin
ve toz hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (Bunlarin meyveleri,
akbiber ve karabiber dahil)

- Hindistan cevizi (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

- Zerdegal (Curcuma longa)

5,0

10,0

15

Tahil bazli islenmis gidalar, bebek ve kiigiik
¢ocuk gidalari

0,10

16

Bebek siitleri ve takip siitii de dahil olmak
iizere bebek formiilleri ve takip eden
formiilasyonlar

0,025

17

Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar

0,10

0,025

*EUR-LEX 2010°dan modifiye edilmistir.
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2.6. Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksin ve lgili Calismalar

Aflatoksinlerin asil bulunma ortamlar1 bitkisel {riinler olmasina ragmen et, siit,
yumurta gibi hayvansal iirlinlerde de bulunabilmektedirler (Coksdyler, 1987; Bullerman,
1979; Tunail, 2000). Bunlardan o6zellikle siit ve siit iirlinlerinde gorillen AFM,’in insan
sagligina etkisi bulunma durumuna ve miktarina gore risk teskil etmektedir (Bennett ve Klich,
2003).

Siit ve iiriinlerinde aflatoksin bulunma durumu iki farkli yolla ger¢eklesmektedir. ilki
aflatoksin B; ve B, iceren yemler ile beslenen hayvanlarin metabolik reaksiyonlari sonucunda
bu toksinlerin aflatoksin M; ve M;’ye doniismesi; diger durum ise siit ve siit lirlinlerinin
kiiflerle cesitli proses asamalarinda kontaminasyonu sonucunda bu toksinleri {iretmesi
seklinde gerceklesmektedir (Bakirci, 2001 ve Cetin, 2004).

Siit ve siit irlinlerinde aflatoksinler hakkinda 6zellikle de AFB; doniisiimii iizerine
yapilan c¢alismalarda, yemde bulunan AFB;’in hayvan yemi tiikettikten 6-24 saat gibi bir
stirede AFM; olarak siitte goriildiigli, 12-48 saatte en iist seviyeye ulastigi goriillmektedir.
Yem aliminin kesilmesinin ardindan 72-96 saat sonrasinda siitte AFM; diizeyinde azalma
goriilmektedir (Van Egmond, 1989). AFB;’in genelde siitte AFM, olarak goriilme araligir %
0,8-2,2 olup baz1 calismalarda ise silite ge¢is oraninin % 6 civarlarinda olabilecegi
belirlenmistir. Bir baska ¢alismada yemde 20 g/kg AFB; bulunmasi durumunda siitte 0,06
g/kg AFM; tespit edilmistir. Yine Stubblefield ve ark, (1983); siit sigirlarina 3 giin siiresince
0,35 mg/kg AFB;’1 vererek siitte 0,1 ng/kg AFM, rapor etmislerdir. Bu aflatoksin gegis
diizeylerine hayvan cinsi, laktasyon donemi ve siit miktar1 etki edebilmektedir (Van Egmond,
1989; Hui, 1992; Pittet, 1998; Orug ve Sonal, 2001).

Aflatoksinlerin siit ve lriinlerinde goriilme diizeyleri iilkelere, bolgelere, mevsimlere
ve iklim degisikliklerine gore farklilik gostermektedir. ABD’nde 1979 ve 1988 yillar
arasinda yapilan arastirmalarda peynir, yogurt, dondurma ve vyagsiz kuru krema
numunelerinden sadece peynir % 0,4 AFM; bulundururken, yine bu dénemde Hollanda’da
yapilan ¢alismalarda siitlerde % 80, peynir 6rneklerinde % 85,5 AFM; tespit edilmistir (Orug
ve Sonal, 2001). Kisin siit ve {iriinlerinde goriilen aflatoksinlerin miktari, yaz ve bahara gore
daha fazla olmakta ve yapilan ¢aligmalarda bu durum bir faktor olarak goz 6niine alinmaktadir
(Kamkar, 2004; Birdane ve ark, 2006). Cin’in Tangshan bdlgesinde 2012-2014 yillar
arasinda yapilan her dort mevsim i¢in analiz edilen 530 siit 6rneginden 280 6rnekte (% 52,8)
ortalama 73 ng/l AFM; tespit edilmis olup bu yillar boyunca mevsimlere dagilimi; ilkbahar
icin % 27,5, yaz doneminde % 39, sonbaharda % 71,7 ve kisin bu oran % 78,9 diizeyine
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cikmistir. Bu ¢alismada siitlerde AFM; miktarinin mevsimlere gore degistigini 6zellikle kis
aylarinda artis igerisinde oldugunu goéstermistir (Guo ve ark, 2016).

Siitlerde goriilen aflatoksinler bu siitlerin ¢esitli {irlinlere islenmesi sonucunda belli
diizeylerde bu siit iirlinlerine de gecerler. Ayrica iirline isleme sirasinda uygulanan; sogukta
muhafaza, dondurma, 1s1 ile muamele, kurutma, fermentasyon, pastorizasyon gibi
islemlerinde AFM; diizeyine etki ettiine dair kesin bir bulguya ulagilmamistir (Van Egmond,
1989; Orug ve Sonal, 2001). Bir ¢calismada AFM; icerdigi tespit edilen siitlere pastorizasyon,
sterilizasyon, evaporasyon islemleri uygulanmis siitlerde goriilen AFM; diizeyleri % 32-86
oraninda azalmis, daha yukar1 derecelerdeki 1s1l islemlerde incelendiginde ise AFM; iizerinde
herhangi etki gostermedigi gorilmiistiir (Purchase ve ark, 1972). 1999°da Portekiz’de yapilan
bir ¢alismada; 31 ¢ig siitiin % 80,6 civarinda AFM; icerdigi, 70 UHT siitiinde % 84,2’sinde
AFM; bulundugu rapor edilmistir (Martins ve Martins, 2000). Rama ve ark, (2015); Kosova
Piristina’da 178 siit Ornegini bunlardan 84 pastorize ve 94 UHT olmak {lizere calismis;
pastorize siitlerin % 83,3’iinde, UHT siitlerinde % 78,7 sinde AFM, varlig1 izlenmistir.

Siitiin islendigi iiriinlerden en fazla risk altinda olanlar peynir ve siit tozudur. Peynirler
ozellikle risk altinda olup birden fazla kiif ile kontamine olabilmekte ve olgunlasma
donemlerine bagl olarak kabuk bolgesinde goriilen kiif gelisimi tiiriine gore 6-8 cm derinlikte
mikotoksin olusturabilmektedir. Peynirlerin +4°C’de muhafazasi ile bu durum 6nlenebilir ya
da ilerleme durdurulabilir. Sitlerde AFM,; bulunmasi durumunda bu siitler peynire
islendiginde AFM; telemeye ve peynir alt1 suyuna ge¢mekte olup bu diizey siite gére % 3,2-
3,7 miktarinda artig gosterebilmektedir. Ayrica bazi arastirmalar aflatoksinlerin siitten peynir
suyuna gecis diizeylerinin % 50-74 arasinda oldugunu gostermistir. Ispanya’da 35 peynir
orneginden 16 tanesinde (% 44,7) AFM; bulunmus, diizeyleri 20-200 ng/g araliginda rapor
edilmistir (Dagoglu ve ark, 1995; Barrios ve ark, 1996;Tunail, 2000). AFM; oranlarinin
peynir ve peynir alti suyunda farklilik arz etmesi, peynir tipi ve proses semasi, peynirin
yumusak veya sert olma durumu, bulagsma miktari, kazein miktari, lipolitik etki, kullanilan 1s1l
islemler, proteolizis, 1s1k maruziyeti vb etkenlerden kaynaklanmaktadir (Dosako, 1980;
Yousef ve Marth, 1989).

Ulkemizde de gerek yoresel gerek endiistriyel peynirlerde AFM; mevcudiyeti ve
miktar ile ilgili ¢alismalar yaygindir. Hatay’da 1980 tarihinde 13 kiiflii ¢okelek peynirinde
aflatoksine rastlanmamis olup, Konya ve ¢evresinde dogal olarak {iretilen kiiflii peynirlerden
140 6rnek alinmis ve bunlarin izolatlarinda % 8,45 Aspergillus flavus tespit edilmesine
ragmen hicbir numunede aflatoksinler ve penisilik asit goriilmemistir (Tunail, 2000).

Diyarbakir 6rgii peynirinde yapilan bir ¢caligmada 6rneklerin % 46,67’sinde AFM; goriilmiis
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ancak bunlarin sadece % 1,44’inin yasal limitlerin tlizerinde oldugu belirlenmistir (Erkan ve
ark, 2009).

Siit tozunda yapilan aragtirmalara bakildiginda AFM; diizeyi 8§ katina ¢ikabilmektedir.
Hgili bir ¢alismada 166 numunede kontamine olan % 4,8 iken aflatoksin miktar1 0,67-2,0
ng.kg'olarak tespit edilmistir (Tunail, 2000). Siit tozunda AFM, varlig: ile ilgili Arjantin ve
Brezilya’da yapilan arastirmalarda 0,1-0,92 pg/kg dolaylarinda AFM; kaydedilmistir
(Londono ve ark, 2013).

Yayik ayrani ve tereyaglarinda bazi arastirmalarda 25 ng/kg’in altinda aflatoksinlere
rastlanmasina ragmen bunlar herhangi bir probleme yol acabilecek miktarlar degildir (Tunail,
2000). AFM; igeren kremadan elde edilen tereyaginda yapilan bir ¢calismaya gore; % 60 yayik
altinda, % 30 yikama suyunda ve % 10’dan az olarak da siit yaginda AFM,; gozlenmistir
(Applebaum ve ark, 1982). Bir goriise gore tereyagi iiretimi esnasinda yag parcaciklarinin
etrafinda bulunan protein yapidaki membran parcalanmakta serum faz olugsmaktadir. Béylece
Aflatoksin M;; kimyasal o0zelligi ve olusan kazeine duyarliliga gore protein yapiya
baglanmakta bu nedenle krema tereyagindan daha fazla oranda AFM; i¢ermektedir (Bakirci,
2001).

Yogurtta aflatoksinlerin varlig1 ve miktar1 lizerine yapilan ¢alismalarda ise ya sabit
kaldig1 ya da elde edilen siite gore artma durumunda oldugu belirtilmistir. Aflatoksin ihtiva
eden siitten yapilan yogurtun kullanildig1 bir ¢alismada, yogurt elde edildikten sonra AFM;
oraninda % 20 artis olmus, 3-7. glinlerde baslangic AFM; miktarina esit ve 12-21.giinlerde ise
baslangigtaki miktara bakarak % 9 dislis goriildiigii tespit edilmistir. Bu depolama
esnasindaki miktarin degismemesi veya diismesi kazeinin AFM; ile iligkisine baglanmistir
(Blanco ve ark, 1993). Ayrica yogurttaki aflatoksin degisimlerine tiretimde kullanilan starter
kiiltiirler, imal edilen siitiin bilesimi ve uygulanan ekstraksiyon yontemi de etki etmektedir
(Wiseman ve Marth, 1983).

Siitiin ihtiva ettigit AFM;’in siit Uriinlerine gecis diizeylerinin ve bunun hangi iirinde
daha fazla olabileceginin arastirildigi baska bir calismada Kore’de yapilmistir. Kontamine
stitten elde edilen aromali siit, icilebilir haldeki yogurt, siit tozu, dondurma ve siit serbeti
numuneleri incelenmis, en fazla AFM,; barindiran iiriin % 74 ile siit tozu oldugu, daha sonra
% 36 dondurma, % 14 yogurt, % 6 aromali siit ve % 6 ile serbet siralanmistir. Ayrica ¢ok az
miktarlarda da AFM,; tiim 6rneklerde rapor edilmistir (Donghun ve Kwang-Geun, 2015).

Liibnan’da emziren annelerin siitinde AFM; varligi ile ilgili yapilan bir ¢alismada;
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan ilgili annelere yari kantitatif bir diyet programi

uygulanarak bu emziren annelerden 111 6rnek toplanmistir. Aralik 2015 ile Kasim 2016
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zaman araliginda ornekler analize tabi tutulmustur. Buna gore; 6rneklerin % 93,8’inde 0,2-7,9
ng/l AFM| tespit edilmistir. Emziren annelerin siitiindeki AFM; miktarinin et ve tahil ile degil
giinliik tiiketilen beyaz peynirden kaynaklandigi belirlenmis ve giinliik doz kisi basina 0,69 ng
olarak rapor edilmistir (Elaridi ve ark, 2017).

Yapilan tim bu g¢alismalar gostermistir ki, yemlerden canliya ve siite, kontamine
stitten elde edilen siit iiriinlerine AFM, varligi ve gegisi s6z konusu olabilmektedir. Siit ve
iiriinlerindeki AFM, o6zellikle bebekler, cocuklar, yaglilar, hastalar basta olmak {izere tiim
insanlar i¢in uzun ve kisa donemde tehlike arz etmektedir. Buna bagli olarak 6nlem ve kontrol
etme amach farkl iilkeler ve ilgili kuruluslar AFM,’in siit ve siit {irlinlerinde bulunabilecegi
maksimum limitleri belirlemislerdir (Tunail, 2000; Orug, 2003). Tablo 10’da baz1 kurulus ve

iilkelerin siit ve siit tirlinlerindeki AFM; yasal limitleri verilmistir.
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Tablo 10. Baz1 kurulus ve iilkelerin siit ve siit iirlinlerindeki AFM; yasal limitleri (ug/kg)

Kurulus ve Ulkeler Uriin AFM, limitleri ( ng/kg)
WHO Siit 0.05
AB Siit 0.05
Siit tozu 0.5
Tirkiye Siit ve Urinleri 0,05
ABD Siit ve {irlinleri 0,5
Brezilya Siit ve tiriinleri 0,5
Rusya Siit ve siit Girtinleri 0,05
Cocuk iirtinleri 0
Isvec; S1vi siit Uritinleri 0,05
Almanya Siit 0,05
Siit bazli bebek ve gocuk iiriinleri 0,01
Hollanda Siit ve diger sivi siit {irlinleri 0,05
Peynir 0,2
Tereyagi 0,02
Isvigre Siit, Siit tozu, Kondanse siit 0,05
Bebek siiti 0,01
Avusturya Cocuk ve bebek pastorize siitleri 0,01
Diger siitler ve siit lirlinleri 0,05
Tereyagi 0,02
Peynir 0,25
Polonya Siit ve tirtinleri 0
Belgika Siit, st tozu, kondanse siit 0,1
Romanya Siit ve siit iiriinleri 0
Arjantin Siit ve siit tozu 0,05
Siit iiriinleri 0,5
Fransa Siit 0,05
3 yas alt1 cocuklar igin siitler 0,03
Maisir Siit ve trtinleri 0
Nijerya Siit 1
iran Siit 0,50
Avustralya Cocuk siitlerinde 0,02

*EUR-LEX, 2010; TGK,

2011; Domagalaj ve ark, 1997; Oliveria ve ark, 2013; Mohammadi,

2011; Govaris ve ark, 2001; Orug ve Sonal, 2001 yararlanarak olusturulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Arastirma Materyali

Bu calismada, Mayis-Eyliil 2017 tarihleri arasinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan
cesitli isletmelerdeki klinik mastitisli 90 adet inekten aseptik ve teknigine uygun olarak 20’ser
ml olmak {iizere steril kaplara siit numunesi alindi. Alinan numuneler soguk zincir altinda

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal

Laboratuvarina getirilerek Aspergillus flavus M; toksininin varlig1 yoniinden incelendi.

3.1.2. ELISA Test Kiti

3.1.2.1. Veratox® for Aflatoxin M; (Neogen®, Scotland, Lot: 247807)

Alt Algilama Limiti: 4,3 ppt

Olgiim Aralig:: 5-100 ppt
Kullanilan kontroller: 0,5, 15, 30, 60 ve 100 ppt
Test siiresi: 45 dakika

Antikor kros reaksiyon:  Aflatoxin M; % 100; Aflatoxin By, B,, Gy, G2, Ma < % 1
Kit basina test sayist: 88

Stit orneklerindeki Aspergillus flavus M, toksininin varliginin arastirilmasi ELISA
teknigi ile Veratox for Aflatoxin M; test kiti (Neogen®, Scotland) kullanilarak

gergeklestirildi. Analiz prosediirii iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda uygulandi.

3.1.2.2. Pozitif Kontrol

Aragtirmamizda pozitif kontrol olarak Anabilim Dali stoklarinda bulunan Aspergillus

flavus ATCC® (16883) kullanild.
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3.1.3. PCR

3.1.3.1. Kullanilan Cihazlar

PCR islemi 96 6rnek kapasiteli ABI GeneAmp PCR System 9700 termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.1.3.2. Soliisyonlar

3.1.3.2.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
IS BaSC. ..ttt 121,1 g
BOTIK ASTE .. 61,83 ¢g
B T A o 584¢g

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH: 8.0

ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
O X T BE . . o e 50 ml
DISTILE SU. .ttt e 950 ml

Karstirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.3.2.2. Jel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi..........oiuiiiiiii i 25 mg
SUKIOZ e 4¢
HoO o 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.3.2.3. Tris (1M)

TS BaSE ottt e 121 g
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:
7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.
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3.1.3.2.4. TE Buffer (10 mM tris, ImM EDTA)

5 I (1 .10 ml
EDTA(0,5 M)ttt e 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamland.

3.1.3.3. MgCl,, Taq DNA Polimeraz, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq buffer (100 mM, Tris-HCI, pH:
8.3, 500 mM KCl), 100 mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

(Fermentas®) kullanilmustir.

3.1.3.4. 2X Taq Master Mix (Vivantis®)

2X konsantrasyonda Taq DNA polymerase (0,05 u/ul), 2X Vi buffer A (100 mM KCl,
20 mM Tris-HCL, pH: 9.1, 20°C’de) ve (0.02% Triton™ X-100), 0,4 mM dNTPs ile 3,0 mM
MgCl, icermektedir.

3.1.3.5. Primerler

PCR isleminde Aspergillus flavus’a spesifik FLA1
(5 GTAGGGTTCCTAGCGAGCC 3°) ve FLA2 (5° GGAAAAAGATTGATTTGCGTTC 3°)

primerleri kullanilmigtir.

3.1.4. Elektroforez

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi Vilber

Lourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.

3.1.4.1. Agarose Jel Hazirlamsi

Agarose (SIZMAa® ).ttt e 1,5veya2g
TBE (0,5 ¢ttt 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun flizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga

firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen siv1 halde olan
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karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine
yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice
yerlestirildi.

3.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas®) kullanildi.

3.1.4.3. Ethidium Bromid

Elektroforez igleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’lik Ethidium bromid 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan % 1,5’lik agaroz jelin igerisine Sul

miktarinda eklenerek kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Veratox® for Aflatoxin M; (Neogen®) ELISA Prosediirii

Aseptik sartlarda alinan ve soguk zincirde laboratuvara getirilen klinik mastitisli sit
numuneleri ticari kitin prosediiriinde (Veratox® for Aflatoxin M1; Neogen®, Scotland, Lot:
247807) belirtilen sekilde hazirlanarak siit Srneklerinden yagin ayrilmasi icin 10°C’de 3500
rpm (2740xg)’de 10 dakika sanrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra yagdan arindirilmis
siipernatant toplandi. Elde edilen siipernatant ELISA testinde kullanildi. Kirmiz1 isaretli
karistirma kuyucuklarina kontrollerden ve 6rneklerden sirasiyla 250 pl eklendi. Karistirma
kuyucuklarindan antikor kapli kuyulara 100 pL aktarildi. Mikropleyt otomatik pleyt
calkalayiciya yerlestirildi ve oda sicakliginda 20 dakika siirekli ¢alkalama yapildi. Antikor
kuyucuklarindaki karigtm bosaltildi. Kuyucuklar seyreltilmis yikama tamponu ile iyice
yikand1 ve 5 defa yikama tekrarlandi. Emici kagit iizerine nazik¢e vurularak kuyucuklarin
tamamen bosaldigina emin olundu. Reaktif karisim kabindan 100 pL konjugat kuyucuklara
aktarildi. Mikropleyt otomatik pleyt calkalayiciya koyuldu ve oda sicakliginda 10 dakika
stirekli calkalama yapildi. Antikor kuyucuklarindaki karigim bosaltildi.  Kuyucuklar
seyreltilmis yikama tamponu ile iyice yikandi ve 5 defa yikama tekrarlandi. Emici kagit
iizerine nazik¢e vurularak kuyucuklarin tamamen bosaldigina emin olundu. Reaktif karisim

kabindan100 pL substrat kuyucuklara aktarildi. Mikropleyt otomatik pleyt calkalayiciya
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koyuldu ve oda sicakliginda 15 dakika siirekli ¢alkalama yapildi. Reaktif karistm kabindan
100 pL kirmiz stop soliisyonu kuyulara aktarildi. Mikropleyt diiz bir zeminde 6ne ve arkaya
dogru kaydirarak karistirildi. Sonuglar ELISA cihazi okuyucusunda (Thermo® MultiSkan)
650 nm filtre kullanilarak okundu ve sonuglar kontrol standartlarina goére degerlendirildi.
Pozitif numuneler icin Avrupa Birligi tlkelerinde ¢ig siitler i¢in kabul edilen siir 50 ppt
AFM;’dir.

ELISA testi asamasinda kullanilan kit, yitkama ve okuyucu cihazi, mikropleyt

goriintiileri Resim 3, Resim 4, Resim 5 ve Resim 6’da gosterilmistir.

| [ —
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Resim 3. ELISA kiti Resim 4. Otomatik Mikropleyt Yikayici

Resim 5. Mikropleyt Resim 6. ELISA Okuyucu cihaz
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3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Aragtirmamizda klinik mastitisli siitlerin santrifiij edilmesi ile elde edilen peletlerin
PCR’da kullanilmak tizere DNA ekstraksiyonu Fermentas® DNA esktraksiyon kiti ile
gerceklestirildi.

Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:

*Santrifiij yapilarak elde edilen pelet 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de
5 dakika inkiibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10 000 rpm‘de 2 dakika santrifiij yapild:.
Stipernatant atildu.

*800 pl prespitasyon solusyonu pelet iizerine ilave edildikten sonra oda sicakliginda 1-2
dakika karistirildi.

*10 000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1,2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10 000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile suda
¢ozildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanilda.

3.23. PCR
3.2.3.1. Aspergillus flavus Tiir Spesifik PCR

Arastirmamizda klinik mastitisli siitlerden elde edilen DNA 6rnekleri ile Aspergillus
flavus tiir spesifik PCR islemleri, Salgado ve ark (2008) tarafindan bildirilen protokole gore
yapildu.

Master mikslerin hazirlanisi:

Aspergillus flavus varliginin aranmasi i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in
PCR amplifikasyonu 25 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 2,5 ul 10X PCR buffer, 1 pl
50 mM magnezyum kloriir (MgCly), 0,25 pul 100 mM dNTP, 1,25 pl primer (her biri i¢in 20
uM), 1U Taq DNA polymerase ve 3 ul (10 pg-10 ng) template DNA olacak sekilde

gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 11°de belirtilmistir.
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Tablo 11. Aspergillus flavus i¢in mastermiks hazirlanma miktarlari

Malzeme (Ticari)
Tag Buffer (100 mM KCl)

MgCl, (50 mM)
dNTP (100 mM)
A. flavus Primer F (20 uM)
A. flavus Primer R (20 uM)

Taq Polimeraz L)
ddH,O

Template DNA (100 ng)
TOPLAM

Kullanilan Hacim

2,5 ul
1ul

0,25 ul

1,25 ul

1,25 ul

0.2 ul

Son Voliime Tamamlanir

3pul

25 ul

* Salgado ve ark, 2008’den modifiye edilmistir.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik tiipler, Ornek adedi

kadar

numaralandirilip, iclerine 22’ser pl hazirlanilan mastermiks ilave edildi. Daha sonra,

ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 3’er pl alinip, ilgili tiiplerin icerine eklendi ve agizlari

stkica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlaria yiiklenip,

programlandi. 16S rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Aspergillus flavus tiir spesifik PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyon 1
Denatiirasyon
Baglanma 26
Uzama
Son Uzama 1
Bekletme 1

* Salgado ve ark, 2008’den modifiye edilmistir.

Sicakhik
95°C
95°C
58°C
72°C
72°C

4°C

Siiresi

5 dk
30 sn
30 sn
45 sn
5dk
oo dk
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Bulgulan

Aragtirmamizda, Mayis-Eyliil 2017 tarihleri arasinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan
cesitli isletmelerdeki klinik mastitisli 90 adet inekten aseptik ve teknigine uygun olarak 20’ser
ml olarak siit ornekleri laboratuvar analizleri yapilmak {izere soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
getirildi. Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri Aflatoxin M; ELISA test kitinde kullanilmak
iizere hazirlandi. Aflatoxin M; ELISA sonuglar1 0 ppt, 5 ppt, 15 ppt, 30 ppt, 60 ppt ve 100 ppt
icerikli pozitif kontroller ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Arastirmamizda 88 6rnek Aflatoxin M; ELISA kiti ile incelendi. iki 6rnek yapisal
deformasyonlardan dolay1r aragtirma disinda birakildi. Yapilan Aflatoxin M; ELISA
sonucunda incelenen orneklerin 7 (% 8,0)’sinde 5 ppt, 12 (% 13,6)’sinde 15 ppt, 32 (%
36,4)’sinde 100 ppt, 37 (% 42,0)’sinde ise O ppt diizeylerinde Aflatoksin M; tespit edilmistir
(Tablo 13). Orneklerimizin 32 (% 36,4)’sinde Avrupa Birligi iilkelerinde ¢ig siitler icin kabul
edilen siirin (50 ppt) tizerinde AFM1 pozitifligi saptanmistir.

Tablo 13. Aflatoksin M; ELISA bulgular

Incelenen Aflatoksin Diizeyleri

Mastitisli
Stit

. ) 0 ppt 5 ppt 15 ppt 30 ppt 60 ppt 100 ppt

Ornegi

Sayisi

88 37 7 12 - - 32

4.2. PCR Bulgular:

Aragtirmamizda Aflatoxin M; ELISA kiti ile incelenen 88 adet mastitisli siit
orneginden elde edilen DNA’lar Aspergillus flavus tir spesifik PCR islemine tabi tutuldu.
Yapilan PCR sonucunda 88 6rnegin 19 (% 21,6)’unda Aspergillus flavus’a spesifik 500 bp

bant araliginda pozitiflik saptanmistir (Resim 7).
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Resim 7. Aspergillus flavus PCR bant goriintlisii M: Marker, P: Aspergillus flavus ATCC®
(16883) Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1-12: Aspergillus flavus Pozitif Ornekler

Arastirmamiz bulgulart incelendiginde, ELISA ile 32 ornekte 100 ppt diizeyinde
AFM, pozitifligi saptanirken, PCR ile 19 0Ornekte pozitiflik saptanmistir. PCR pozitif
orneklerimizin ELISA sonuglarina gore degerlendirmesi yapildiginda 7 (% 36,8)’sinde O ppt,
1 (% 5,2)’inde 5 ppt, 2 (% 10,5)’sinde 15 ppt ve 9 (% 47,5)’unda 100 ppt diizeyinde Aflatoxin
M; toksin varlig1 belirlenmistir. PCR pozitif 6rneklerimizin sadece 9 (% 47,5)’u ELISA ile de
AFM, pozitiftir.
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5. TARTISMA

Siit 6zellikle bebekler ve ¢ocuklar olmak lizere tiim insanlarin beslenmesinde ana
besin kaynagidir. Bu 6nemli husus dikkate alindiginda siit ve iirtinlerinde AFM; varlig1 global
bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Siitteki AFM, diizeyi cografi bolgeye, gelismislik
derecesine, klimatik kosullara gore degisebilmektedir. Siite uygulanan sicaklik, konsantre
etme, kurutma veya iriine isleme gibi uygulamalar {irlindeki AFM; konsantrasyonunda
belirgin bir degisiklige neden olmamaktadir. Bu durum birey ve halk sagligi a¢isindan
aflatoksinlerin bulunma ihtimali olan tiim gidalarda ve bu calismada belirtildigi iizere
bulunmas1 muhtemel olan siit ve iriinlerindeki AFM, seviyesini belirlemeyi, ilgili yasal
limitler ile karsilagtirmay1 gerekli kilmaktadir (Prandini ve ark, 2009; Picinin ve ark, 2013;
Majid, 2016).

Diinyada ve iilkemizde farkli tekniklerin kullanilmasi ile siit ve iriinlerinde AFM;
tespiti ve seviyesini belirlemeye yonelik calismalar yapilmistir. Ancak siit gibi iiriinlerde
saglamis oldugu kullanim kolayligi, 6n islemlerin ¢ok fazla azalmasi, islem kisaligi, yiiksek
hassasiyet ve basit uygulanabilmesi gibi nedenlerden dolayr ELISA yontemi siitte AFM;
konsantrasyonunu belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir (Tunail, 2000; Majid, 2016).

ELISA yontemi ile siit ve iirlinlerinde AFM; varlig1 ve diizeyinin belirlenmesi ile
yapilan ¢alismalar incelendiginde olduk¢a degisken bulgular géze carpmaktadir. Ispanya’da
92 ¢ig siit orneginde AFM; tespit etmek amaciyla uygulanan bir ¢aligmada bu 6rneklerden 5
tanesi (% 5,4) pozitif goriilmiis, fakat miktar bulunamamistir (Velasco ve ark, 2003).
Endonezya’da 113 ¢ig siit 6rnegi lizerinde ¢alisilmig, bunlardan 65 (% 57,5) 6rnekte AFM,
varlig1 goriilmiis ortalama deger 0,009 ng/kg olarak tespit edilmistir (Nuryono ve ark, 2009).

Suriye’de yapilan bir ¢alismada 74 c¢ig siit 6rneginde ELISA yontemi ile AFM;
arastirtlmis, 70 (% 95) ornek pozitif goriilmiis, ortalama olarak 0,14 pg/kg deger tespit edilmis
ve orneklerin % 58,3’linlin AB limitlerini astig1 belirlenmistir (Ghanem ve Orfi, 2009).

[ran’da 240 siit 6rneginde yapilan bir arastirmada ELISA ydntemi kullanilarak 226
(% 94,2) ornekte AFM; tespit edilmistir, bunlar ortalama 0,013 pg/kg olup tiim 6rneklerin %
4,2’sinin AB yasal limitinin lizerinde oldugu goriilmiistiir (Mohammadian ve ark, 2010)

Kosova’nin 6 farkli bélgesinden alinan 2009°da 656 ¢ig siit ve 39 UHT siit ile 2010°da
170 ¢ig siit ile 30 UHT siit olmak {izere toplamda 895 siit 6rnegi AFM; bakimindan ELISA
yontemi ile analiz edilmistir. 895 siit orneginden 25 (% 2,8) ornekte AFM; varlig

belirlenmistir. Hi¢cbir kontamine 6rnek 50 ng/l olan AB limitlerini asmamigtir. 2009 yilindaki
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685 siitten 20 adet (% 2,9), 2010°daki 200 6rnekten 5 adet (% 2,5) 6rnek pozitif goriilmiistiir.
UHT siitlerin 2 tanesi (% 2,6) pozitiftir. AFM; iceren siitler 2009°da 5,2-26,6 ng/l iken
2010’da 6,3-9,81 ng/l hesaplanmistir. UHT siitlerde ise 7,2-9,9 ng/l AFM; tespit edilmistir.
Ayrica 6rnek toplanan bolgeler igerisinde Peja bolgesi her iki yilda da en fazla toksin igeren
numunelere sahip bolge olmustur. Bu durumda AFM; lizerindeki ¢evresel faktorleri agikca
ortaya koymustur (Rama ve ark, 2016).

Erzurum’da yapilan bir ¢alismada 72 adet farkli misir silaji ve bu yemle beslenen
hayvanlardan elde edilen 72 adet siit 6rnegi iizerinde; yemdeki AFB’in siite AFM; olarak
gecis diizeylerine iliskin ELISA ile bir calisma yapilmistir. Yem orneklerinde ortalama
361,12+94,76 ppt civarinda AFBy; siit 6rneklerinde ortalama 3,85+3,71 ppt civarinda AFM,
tespit edilmistir. Aflatoksinin yemden siite gecisi % 1,07 olarak saptanmistir. Siitlerin 66
adedi (% 91,67) AFM; icermekte fakat TGK’ ya gore kabul edilebilir limitlerin altindadir.
Yemlerin ise 69 adedinde AFB,; kaydedilmistir. Bu sonuglarla yemden siite aflatoksin gegisi
tizerine pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (Karakaya ve Atasever, 2010).

Marmara Bolgesinde 30 askeri kisladan saglanan i¢in 110 beyaz peynir numunesinde
ELISA uygulanarak 101 adet peynirde 0,1-2 ppb (10-2000 ng/kg) degerlerinde AFM,’e
rastlanmistir (Seyrek, 2001).

Bursa civarindaki TSK’ya bagl birliklerden kasar, beyaz ve eritme peynirlerden
edinilen 300 numuneye ELISA yapilmis. Bu Orneklerin % 7,66’st AFM; igermekte,
bunlarinda % 1,66’s1 TGK’da belirtilen yasal limitlerin tizerinde oldugu kaydedilmistir
(Yaroglu, 2002).

Van’daki bir ¢alismada ise 50 otlu peynir numunesi ve 25 Istanbul’dan saglanan beyaz
peynir numunesi ELISA yontemi ile arastirilmis ve numunelerin % 45,2°sinde AFM,
bulundugu bunlardan 0,510 ppb olarak en yiiksek miktarin beyaz peynirlerde oSlgiiliirken
0,060 ppb ile en diisiik miktarda otlu peynir numunelerinde tespit edilmistir (Dagoglu ve ark,
1995).

Dondurmada AFM, tespiti ile ilgili Kars’ta yapilan bir arastirmada; ambalajsiz satisa
sunulan dondurmalardan alinan 50 tane numune ELISA ile analize tabi tutulmus. 27
numunede (% 54) AFM; miktar1 0,005 pg/kg’in altinda, 6 6rnekte (% 12) 0,005-0,05 ng/kg
civarlarinda ve 17 tanesinde (% 34) 0,05 ng/kg’dan fazla oldugu goriilmiis ve bu 17 drnegin
AB ve TGK limitlerinin {izerinde oldugu rapor edilmistir (Sezer ve ark, 2013).

Aflatoksin ile kontamine olan fiiriinler insan ve hayvanlarda aflatoksikozise neden
olabilmektedir. Bu ciddi problem karsisinda aflatoksinlerin kdken aldig1 basta Aspergillus

flavus ve Aspergillus paraciticus tiirleri olmak {izere ilgili tim Aspergillus tiirlerinin tespit
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edilmesi onem kazanmaktadir. Rutin teshis analizlerinde siklikla ELISA ve kromatografi
yontemlerinin kullanilmasina ragmen, biyosentez ve aflatoksin yapisinin  bozunma
dezavantajindan dolayr molekiiler teshis agirlik kazanmaktadir. Bu amagla yapilan farkli
caligmalarda farkli yontemler kullanilmasina ragmen, DNA’y1 hedef alan PCR-bazli
yontemler A. flavus ve A. paraciticus’un aflatoksijenik suslarinin kesfinde yiiksek hassasiyet
ve Ozgilliigi ile hizli tan1 koymasi bakimindan tercih edilmektedir (Salgado ve ark, 2008).

Aspergillus tiirlerinin tespitinde ¢ok sayida molekiiller yontem yaygin olarak
uygulanmistir. DNA amplifikasyonu ve ardindan DNA dizi analizi, taksonomi ¢alismalarinda
giiclii bir aractir. Ayrica Aspergillus tiirleri, genetik olarak en iyi incelenen mantarlar
arasindadir. Aspergillus tlrlerini ayirt etmek i¢in en yaygin olarak kullanilan DNA hedef
bolgeleri, IDNA kompleksindeki internal kodlanan aralikli bolgeler 1 ve 2 (ITS1 ve ITS2) ve
28S rRNA geninin 5' ucundaki degisken bolgeler ve FLA1 FLA2’dir (Kumeda ve Asao,
1996; Ferrer ve ark, 2001, Hinrikson ve ark, 2005). Tek kopya korunan genler ayrica, A.
flavus grubundaki taksonomik c¢alismalarin hedefi olarak da kullanilabilir, ¢linkii rDNA
kompleksinden ¢oklu kopya segmentleri degiskenlik gostermemektedir. Evrensel B-tubulin,
calmodulin ve topoizomeraz II genleri mantar tiirlerinin tanimlanmasinda yalnizca uzaktan
iligkili tiirlerde kullanilmistir, ¢linkii degiskenlik genel olarak diisiik bulunmustur (Kanbe ve
ark, 2002). Ikincil metabolizmaya katilan genler yakindan iliskili tiirler i¢inde daha degisken
olarak kabul edilir (Geiser ve ark, 2000). Aflatoksin biyosentezinde rol alan birka¢ gen
tanimlanmis, klonlanmis ve incelenmistir. Bunlara, A. flavus'dan aflR diizenleyici bir gen
lokusu ve pksA, nor-1, ver-1, uvm8 ve omtA gibi birka¢ yapisal gen dahil olarak saptanmistir
(Bhatnagar ve ark, 2006). A. flavus i¢in spesifik PCR testinin spesifitesi, saf kiiltiirlerden ya
da kontamine numuneden gelen DNA'y1 kullanarak ¢ok ¢esitli sablon konsantrasyonuyla (10
pg-10 ng) elde edilen pozitif PCR amplifikasyonuna gore yiiksek olarak saptanmistir. Coklu-
kopya dizileri i¢in 5,5 pg'in iistiinde ve tek kopya dizileri i¢in 87,5 pg'nin iistiinde agaroz
jelinde bir duyarlilik oldugu bildirilmistir (Jurado ve ark, 2006). Benzer bir yaklasimi, Sugita
ve ark (2004), A. flavus ve Aspergillus cinsinin diger patojenik tiirleri i¢in uygulamstir.
Ribozomal DNA ve onun c¢evreleyen bolgeleri (ITS1 bolgesi dahil) calismada kullanilmas,
ancak A. flavus amplifikasyon duyarliligi diisiik olarak belirlenmistir. FLA1 / FLA2
primerleri, A. flavus hedef sekansini spesifik olarak g¢ogaltmak i¢in daha verimli olarak
saptanmistir, ayrica bu primerler ITS gen bolgesinin daha degisken ve 6zgiil bir kisminda
bulunmaktadir (Somashekar ve ark, 2011).

Arastirmamizda ELISA ile 32 oOrnekte 100 ppt diizeyinde AFM; pozitifligi
saptanirken, PCR ile 19 6rnekte pozitiflik saptanmistir. FLA1 ve FLA2 primerleri kullanilarak
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yapilan PCR sonucunda pozitif o6rneklerin ELISA sonuglarina gore degerlendirilmesi
yapildiginda 7 (% 36,8)’sinde 0 ppt, 1 (% 5,2)’inde 5 ppt, 2 (% 10,5)’sinde 15 ppt ve 9 (%
47,5)’unda 100 ppt diizeyinde Aflatoxin M; toksin varligi belirlenmistir. A. flavus
identifikasyonunda kullanilan FLA1 / FLA2 primerlerinin hedef sekansini spesifik olarak
cogaltmakta daha spesifik oldugu ve kros reaksiyonlar vermedigi Salgado ve ark (2008)
tarafindan bildirilmektedir. Ayrica belirlenen standartlarin altinda ELISA degerlerine sahip
olan orneklerde de A. flavus varligt FLA1 / FLA2 primerleri kullanilarak ortaya
cikarilmaktadir. ELISA testi ile daha fazla pozitif sonucun ¢ikmasi, bu sonuglarin ¢apraz
reaksiyonlardan kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu sebeple hem ELISA testinde 100
ppt diizeyinde olan hem de PCR pozitif 9 (% 10,2) 6rnekte AFM; varligir dogrulanmigtir. PCR
pozitif 10 (% 11,3) 6rnegin ise A. flavus yoniinden pozitif oldugu ve bu ineklere ait siitlerin

AFM;, yoniinden kontrol edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kiiflerin tirettigi mikotoksinler, tarladan sofraya kadar her asamada besini kontamine
ederek insan saglig1 lizerinde olumsuz etkilere neden olan onemli bir dogal kirleticidir.
Besinlerin yeterli kurutma islemi yapilmadan, uygun olmayan kosullarda depolanmasi veya
taginmasi, nem oraninin yliksek oldugu yerlerde bekletilmesi mikotoksin kontaminasyonunun
baslica nedenleridir.

Siitlerde bulunan AFM,, AFB; ile kontamine olmus yemlerle beslenen laktasyon
dénemindeki hayvanlarin metabolizmalar1 sonucu ya da tasima, isleme ve depolama sirasinda,
aflatoksin sentezleyen kiiflerin siite bulagsmasi ve aflatoksin {iretmeleri sonucunda
olusmaktadir. Siit ve siit iiriinleri, AFM; kalintis1 agisindan riskli bir besin grubudur.
Toplumdaki duyarli gruplardan biri olan kiiciik ¢ocuklarin besin Oriintiisiinde siit ve siit
iiriinleri fazla miktarlarda tiiketildiginden, aflatoksinler halk sagligim1 tehdit eden 6nemli
sorunlardan biridir. Bu nedenle AFM; maruziyetinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve
gerekli onlemlerin alinmasi gerekmektedir. Aflatoksin M; maruziyetinin degerlendirilmesi;
besin tliketim sikliginin ve besin tiiketim kaydinin dogru bir sekilde alinamamasi ve
aflatoksinlerin siitlerde homojen olarak bulunamamasindan dolay1 olduk¢a zordur.

Besinlerde bulunan AFM;, tamamen yok edilemeyecegi i¢in konuyla ilgili uzmanlar
tarafindan AFM,’in alinabilecek en diislik diizeylere indirilerek alinmasi tavsiye edilmektedir.
Ayn1 zamanda saglikli beslenme Onerilerinden biri olan, besinlerde cesitliligin saglanmasi da
AFM;’in besinlerle alimin1 smirlandirabilir. Ayrica AFM,; kontaminasyonunun azaltilmasi
icin; siit iretiminden tliketimine kadar gecen her asamada iyi tarim uygulamalarinin
benimsenmesi ve bunun i¢in resmi kontrol ve yaptirim mekanizmalarinin saglikli ve etkin bir
sekilde siirdiiriilmesi gereklidir. Aflatoksin ve A. flavus identifikasyonunda ELISA testinde
capraz reaksiyona bagli yanlis pozitif sonuglar alinabileceginden dolayr PCR tabanli teshis
yontemlerinin kullanilmas1 ve AFM; seviyelerinin tekrarlanan ELISA ¢alismalar1 ile belirli

periyotlarda dl¢iilmesi dnerilmektedir.
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