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OZET

Toptas O. Ticari olarak satilan yogurtlarda aflatoksin M1 varhigmnin arastirilmas.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul, 2022.

Aflatoksinler (AF) en sik Aspergillus flavus ile Aspergillus parasiticus olmak tizere
Aspergillus tiirleri tarafindan sentezlenen ve ¢esitli gida maddelerinde bulunabilen
toksik ikincil metabolitlerdir. Onemli AF cesitlerinden biri olan AFM1, AFB1’in
hidroksillenmis metaboliti olup, AFBI1 ile kontamine olmus yemlerle beslenen
hayvanlardan elde edilen siit ve siit iirlinlerinde bulunabilmektedir. Siit ve siit tirinleri
her yastan insanin gilinliikk beslenmesinde Onem tasiyan gidalar olduklarindan,
karsinojenik ve hepatotoksik etkiler gosteren AFM1 igermesi saglik icin tehlike
olusturmaktadir. Bu nedenle ¢ogu lilke AFM1’in besinlerde bulunabilecegi en yiiksek
yasal degerleri belirlemistir. Tirk Gida Kodeksi (TGK) ve Avrupa Birligi (AB) nin
Kriterlerine gore siit ve siit tirtinlerinde bulunabilecek en yiiksek AFM1 konsantrasyonu
50 ng/kg’dir. Bu galigmada Istanbul’daki marketlerde satilan 35°i normal, 19°u organik,
15’1 meyveli ve 15’1 siizme olmak {izere toplam 84 adet yogurt 6rnegi AFMI1 varligi ve
diizeyi agisindan ELISA yoOntemiyle incelenmistir. Yogurt Orneklerinin tamaminin
(%100) 5,08 ng/kg ile 77,48 ng/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda AFM1 igerdigi
belirlenmis, AFMI1 Kkonsantrasyonlarinin ortalamas1 23,99+14,67 ng/kg olarak
hesaplanmistir. Orneklerin 24’iiniin (%28,57) 15 ng/kg’in altinda, 41’inin (%48,81)
15,01-30 ng/kg arasinda ve 14’iniin (%16,67) ise 30,01-50 ng/kg arasinda AFML1 ile
kontamine oldugu tespit edilmistir. Incelenen yogurt drneklerinden besinin (%5,95)
TGK’ye ve AB kriterlerine gore belirlenmis limit degerin iizerinde AFMI igerdigi
saptanmistir. Hepsi organik yogurt olan bu 6rneklerin AFM1 konsantrasyonlari sirasiyla
54,78; 59,30; 69,98; 77,09 ve 77,48 ng/kg olarak tespit edilmistir. Orneklerin tamaminin
AFM1 ile kontamine olmasinin bir halk sagligi problemi olusturdugu, bunun 6nlenmesi
icin gerekli tedbirlerin alinmast ve kontroliiniin saglanmasimnin O6nem tasidigi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Aflatoksin, AFM1, Aspergillus, Mikotoksin, Yogurt

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38184



ABSTRACT

Toptas O. Investigation of the presence of aflatoxin M1 in commercially sold yoghurts.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Microbiology.
Master Thesis. Istanbul, 2022.

Aflatoxins (AF) are toxic secondary metabolites produced by Aspergillus species and
can be found in various foodstuffs. AFM1, one of the important AF types, is the
hydroxylated metabolite of AFB1 and can be found in milk and dairy products obtained
from animals fed with AFB1 contaminated feeds. Since milk and dairy products are
important foods, presence of AFM1, which shows carcinogenic and hepatotoxic effects,
poses a health hazard. According to the Turkish Food Codex (TFC) and the European
Union (EU), the highest AFM1 concentration that can be found in milk and dairy
products is 50 ng/kg. In this study, 35 natural, 19 organic, 15 fruity and 15 strained, sold
in the markets in Istanbul were examined by ELISA method for the detection of
presence and level of AFML1. It was determined that all of the yoghurt samples
contained an average of 23.99+£14.67 ng/kg AFM1 in the range of 5.08-77.48 ng/kg.
Twenty-four of the samples were found to be contaminated with AFM1 below 15 ng/kg,
41 were between 15.01-30 ng/kg, and 14 were between 30.01-50 ng/kg. It was
determined that five of the examined yoghurt samples contained AFM1 above the limit
value determined according to the TFC and EU criteria. AFM1 concentrations of these
samples, all of which were organic yoghurts, were 54.78; 59.30; 69.98; 77.09 and 77.48
ng/kg. It was thought that the contamination of all samples with AFM1 constitutes a
public health problem, and it is important to take the necessary precautions and make

controls to prevent this.
Key Words: Aflatoxin, AFM1, Aspergillus, Mycotoxin, Yoghurt

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 38184



1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler basta Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi olmak ftizere
bazi kiif mantarlar1 tarafindan uygun sicaklik ve nem sartlarinda iretilen, insan ve
hayvan saglhigmi olumsuz etkileyen ikincil metabolitlerdir [1, 2]. Kosullar uygun
oldugunda hasat Oncesinde, hasat, nakliye ve depolama sirasinda tarimsal {iriinlerde
olusabilmektedir [3]. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti (FAO-Food and
Agriculture Organization) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Health Organization)
besinlerle iliskili olarak gelisen hastaliklarin 6nemli bir nedeni olarak mikotoksin
kontaminasyonlarin1 gostermistir [4]. Mikotoksinler hormonal sistemleri bozabilmekte,
organlari hasara ugratabilmekte, immiin sistemi baskilayabilmekte veya kansere yol
acabilmektedir [5].

Diinya genelinde dort buguk milyardan fazla kisi, insan ve hayvan sagligina
olumsuz etkileri olan en tehlikeli mikotoksinler olarak nitelendirilen aflatoksinlerle
degisen seviyelerde kontamine olmus besinlere maruz kalma riski altinda bulunmaktadir
[6, 7]. Karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve bagisiklik sistemini baskilayict etkileri
bulunan aflatoksinlerin sentezinden sorumlu en 6nemli mantar tiirleri Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus’tur [8, 9]. Bilinen 20 aflatoksin tiirliniin en 6nemlileri AFB1,
AFB2, AFGl, AFG2, AFM1 ve AFM2’dir [10]. AFB1 aflatoksinler arasinda en
kuvvetli karsinojendir ve primer hedef organ Kkaracigerdir. Bu nedenle Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC- The International Agency for Research on Cancer),
AFB1’in karaciger kanserine neden oldugunu epidemiyolojik kanitlarla dogrulayarak
Grup 1 ajan olarak siniflandirilmistir [7]. Kronik Hepatit B viriisii enfeksiyonu olan ve
aflatoksinlere maruz kalan kisilerin karaciger kanserine yakalanma riski, sadece

aflatoksinlere maruz kalan bireylerden 30 kat daha fazladir [6].

AFM1, AFB1’in hidroksillenmis bir metabolitidir. AFB1 ile kontamine olmus
yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen siit ya da siit liriinlerinde bulunabilmektedir
[11]. Hayvanlar AFB1 ile kontamine yemleri tiikettikten yaklasik olarak 12 saat sonra
viicutlarindaki AFB1’in %0,3-6,2’si AFM1’e doniismekte ve bu doniisiim kan ve siit
gibi viicut sivilarindan tayin edilebilmektedir [12]. AFM1, AFB1’in viicuda alimindan
12-24 saat sonra siitte tespit edilebilmekte, birkag giin gectikten sonra ise seviyesi

yiikselmektedir. AFB1’in alimi sona erdikten 72 saat sonra AFMI1’in siitteki



konsantrasyonu tespit edilemeyecek seviyeye diismektedir [13]. AFM1, 2012°de IARC
tarafindan toksik ve Kkarsinojenik etkileri nedeniyle Grup 1 Kkarsinojen olarak
simiflandirilmistir [14, 15].

Siit, AFM1’in hayvanlardan insanlara gec¢isindeki en onemli besin kaynagidir.
Ancak yogurtlar ve diger siit iiriinleri de AFMI ile kontamine olmus siitler kullanilarak
tiretilmeleri halinde kaynak olusturabilmektedir [12]. AFMI1 basta kazein olmak iizere
siit proteinlerine baglanabilmekte ve bu sayede de yogurt gibi siit {iriinlerinde
bulunabilmektedir [16]. igeriginde bulunan protein, B2, B12, kalsiyum, potasyum ve
fosfor nedeniyle tiiketimi saglik acgisindan yararli olan yogurtlar da AFM1
kontaminasyonundan olumsuz etkilenebilmektedir [12, 17].

Bugiine kadar siit tirinlerindeki AFM1’i tamamen yok edebilecek yeterlilikte
higbir uygulama bulunamamistir [12]. Aflatoksinler pastorizasyon, ultra yiiksek sicaklik
(UHT), pisirme, radyasyon, enzim ya da katki maddelerinin tiriine eklenmesi gibi besin
isleme siireglerinde ve depolama sirasinda kararliligimi  korumakta, yapilari
bozulmamaktadir. Siit ve siit Uriinleri giinliilk beslenmede yeri olan ve diizenli olarak
tilkketilen gidalar olduklarindan AFM1’in stabilitesini korumasi insan sagligi icin tehlike

olusturmaktadir [16, 18].

Siit tirinlerinin AFM1 ile kontaminasyonu diinyanin her yerinde gériilen ve halk
sagligin1 tehdit eden O6nemli bir sorundur. Cogu iilke tiiketicinin sagligin1 korumak,
besin gilivenligini saglamak ve bireylerin mikotoksinlere maruz kalimimi miimkiin
olabilecek en diisiik seviyeye getirebilmek amaciyla bazi mikotoksinlerin besinlerde
bulunabilecegi limitleri belirlemistir [19]. Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’nin AFM1’in ¢ig
stit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli iriinlerin iretiminde kullanilan siitler igin
belirledigi en yiiksek limit degeri 0,05 pg/kg, bebek formiilleri ve devam formiilleri i¢in
ise 0,025 pg/kg’dir [20]. Tirk mutfaginda yaygin olarak kullanilan bir siit tiriinii olan
yogurt i¢in belirlenmis bir limit degeri bulunmamaktadir. Avrupa Birligi (AB)’nde
yetigkinlerin tiiketimine sunulan ¢ig siit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli {iriinlerin
tiretiminde kullanilan siitlerde AFM1’in bulunabilecegi en yiiksek limit degeri 0,05
ug/kg, bebek formiilleri ve devam formiillerinde ise 0,025 pg/kg olarak belirlenmistir
[21].

AFMT1’in toksik etkileri ve en yiiksek limit degerlerinin belirlenmis olmasi goz

onlinde bulunduruldugunda, siit ve siit iirlinlerinde bu molekiiliin varliginin ve



miktarinin saptanmasi biiyiilk 6nem tagimaktadir. Siit, peynir, siit tozu ve yogurt gibi siit
tirlinlerinde bulunan AFM1’in tespit edilmesinde kullanilan yontemlerden biri de enzim

bagli immiinosorbent deneyi (ELISA- Enzyme linked immunosorbent assay)’dir [16].

Yogurtlardaki mikotoksin seviyelerinin tespit edilmesi amaciyla Tirkiye’de ve
diinyada yapilmis az sayida calisma bulunmaktadir [22-25]. Bu ¢alismada, Istanbul’daki
marketlerde ticari olarak satilan farkli markalarda ve farkli lot numaralarina sahip 84
adet yogurt 6rnegi AFM1 varli§1 ve diizeyi agisindan ELISA yontemi ile arastirilmas,
elde edilen verilere gore yogurtlarda potansiyel bir halk sagligi riski olup olmadigi

belirlenmis ve epidemiyolojik verilere katki1 saglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin kelimesi ‘mantar’ anlamima gelen Yunanca ‘mykes’ ile ‘zehir’ anlamina
gelen Latince ‘toxicum’ kelimelerinin birlesiminden tiiretilmistir [6]. Mikotoksinler
ozellikle Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi kiif mantarlar1 tarafindan uygun
sicaklik ve nem sartlarinda sentezlenen, insan ve hayvan sagligin1 olumsuz etkileyen
zehirli ikincil metabolitlerdir [1, 2]. Kosullarin uygun olmasi halinde hasat 6ncesinde,
hasat zamaninda, nakliye ve depolama sirasinda tarimsal irlinlerde ortaya
cikabilmektedir [3]. Mikotoksinler et, siit ve siit iiriinleri gibi hayvansal gidalarin yani
sira tahillar, findik, piring, baharatlar, misir, bira, sarap, kahve, {izim suyu gibi ¢ok

cesitli bitkisel iiriinlerde bulunabilmektedir [26].

Bugiine kadar 100’den fazla toksijenik mantar ve 300’den fazla mikotoksin
tanimlanmistir [27]. Bunlar molekiiler agirligi diisiik olan, yiliksek kararliliga sahip

bilesikler olma &zelligi gostermektedirler [28].

Mikotoksinlerin ikincil metabolitler olarak isimlendirilmelerinin nedeni,
mantarlarin  birincil amacglart olan bliyime ve ireme gibi faaliyetlerini
gerceklestirmeleri igin gereksinim duyduklari tirinlerden olmamalaridir. Buna karsin bu
metabolitlerin mantarlarin bitkilerin dokularini istila etmelerine destek olmak, boceklere
veya rekabet icinde olduklar1 diger mantar tiirlerine istiinliik saglamak gibi etkileri

bulunmaktadir [5].

Mikotoksinlerin tamami mantarlar tarafindan sentezlenmektedir. Ancak
mantarlarin trettigi tiim toksinler mikotoksin olarak isimlendirilememektedir. Bunun
icin iretilen metabolitin hedefi ve konsantrasyonu belirleyicidir [29]. Mikotoksinler
diisiik konsantrasyonda omurgalilar ve diger hayvanlar igin zehirli etkileri olan
kimyasallardir [30]. Etanol gibi yiiksek konsantrasyonlarda toksik o6zellik gosteren
metabolitler mikotoksin olarak siniflandirilmamaktadir. Penisilin gibi bakterilere karsi

toksik o6zellik gosteren mantar iirlinleri ise ‘antibiyotik’ olarak adlandirilmaktadir. [29,

30].

Besinlerde siklikla bulunan mikotoksinler; aflatoksinler, okratoksinler,

fumonisinler, trikotesenler ve zearalenondur [31]. Mikotoksinlerin molekiiler yapilari



cesitlilik gosterdiginden, insan ve hayvan sagligi iizerindeki etkileri de birbirinden
farklidir [32]. Hormonal sistemleri bozabilmekte, organlart hasara ugratabilmekte,
immiin sistemi baskilayabilmekte veya kansere yol agabilmektedirler [5]. Mikotoksinler
yaygin olarak karaciger kanseri, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina

neden olabilmekte, ayrica beyni ve sinir sistemini de etkileyebilmektedirler [5, 32].

2.1.1. Tarihge

Seneler boyunca tarimsal iirlinlerin, besin ve yemlerin mikotoksinlerle
kontaminasyonu bu maddelerin toksik 6zellik gostermesi, ¢esitli zehirlenmelere ve hem
insanlarda hem de hayvanlarda bir¢cok farkli saglik problemlerine sebep olmalari

nedeniyle endise kaynagi olmustur [33].

Toksin sentezleyen mantarlar ve mikotoksinler yaklasik 10.000 yil kadar 6nce
insanlarim ekin yetistirmeye ve yetistirdikleri bu iiriinleri depolamaya baslamasiyla
besin kaynaklarinda goriilmeye baslanmustir. Insanlarin ve hayvanlarin beslenmesindeki
en biiyiik mikotoksin kaynagi tahillardir. Tahillarin saklanmasi, bu bitkilerdeki hastalik
yapict mantarlar ya da hasadi gerceklestirilmis tahillarda yasamini siirdiiren saprofitik

Ozellikteki mantarlar i¢in uygun bir yasam ortami olusturmustur [34].

Insanlarin beslenme, deri ile temas ve solunum yoluyla mikotoksinlere maruz
kalmasi nedeniyle tarih boyunca bir¢ok salgin yasanmistir [35]. Bu salginlar 6zellikle
kitliklarin goriildiigii, savaslarin ya da sel felaketlerinin yagsandigi donemlerde ortaya

cikmustir [36].

Cavdarlardaki Claviceps purpurea isimli mantarin ergotizm hastaligina yol
act1ig1 2000 yildan uzun zamandan beri bilinmektedir [34]. Orta Cag’da ¢avdarin temel
gida oldugu yerlerde birgok salgin goriilmiistiir. Bu hastalik o yillarda ‘Aziz Antuan
atesi’ veya ‘kutsal ates’ olarak isimlendirilmistir. Enfekte cavdar tanelerinden elde
edilmis unlardan yapilmis ve ergot alkaloidleri iceren ekmeklerin yenmesi, ergotizm
olarak bilinen bu zehirlenme vakalarina yol agmaktadir [37]. Gegen 1000 yilda bu
hastalik Avrupa’da binlerce kisinin 6liimiine sebep olmustur [34]. Giiney Fransa’da

M.S. 944-945 yillarinda 20.000 kisi ergot zehirlenmesinden hayatini kaybetmistir [5].

Japonya’da 17. yiizyildan itibaren bilinen ve kiiflii piringlerin yenmesiyle
baglantili olan akut kardiyak beriberi hastaliginin Penicillium citreonigrum’un

sentezledigi bir mikotoksin olan sitreoviridin ile iliskili oldugu anlasilmistir [34].



Hastaligin ilk belirtileri hizli nefes almanin eslik ettigi tasikardidir. Birkag saat gectikten
sonra nefes alip vermek zorlasmakta, mide bulantis1 ve kusma goriilmektedir. Iki-ii¢ giin
icinde ise agri, huzursuzluk, olagandisi davranmislar goriilmekte, bazi durumlarda
solunum yetmezligine neden olan ilerleyici fel¢ 6liime neden olabilmektedir [34]. Artik
sadece tarihi 6nemi oldugu sanilan sitreoviridin 2006 yilinda Brezilya’da tekrar ortaya
¢ikmig, 1000°den fazla vakaya ve 40’tan fazla 6liime sebep olmustur. Hastalik yakin
zamanda temizlenmis olan arazilerde piring yetistiren cift¢ilerde meydana gelmis ve

geng erkeklerde daha fazla goriilmistiir [34].

Fusarium cinsi mantarlarin sentezledigi T-2 toksinin de 1940’Li yillarda
Rusya’da goriilen alimenter toksik alokide (ATA-Alimentary Toxic Aleukia) rolii
oldugu bilinmektedir. Hastalik II. Diinya Savas: sirasinda dikkat cekmistir. Is giiciinde
yasanan sikintt nedeniyle hasat edilemeyen mahsuller tarlada kalmistir. Besin
yetersizligi, kontamine tahillardan elde edilen gidalarin tiikketilmesine neden olmus ve
bu durum insanlarda agizda yanma hissine, kusmaya, halsizlige yol agmistir. Etkilenen
kisiler bir stire sonra kendilerini daha iyi hissetse de ilerleyici 16kopeni, anemi ve
trombosit sayilarinda azalma goriilmiistiir. Bu tahillar yenmeye devam edildik¢e agiz ve
yiizde nekrotik lezyon olusumu ve viicudun tist kisminda petesiyal kanamalar goriilmiis,

bu asamadan sonra hastalarin neredeyse tamami hayatini kaybetmistir [34].

Bir baska mikotoksin olan ve nefrotoksik etkiler gosteren okratoksin A
(OTA)’nin ise 1950’lerde ortaya ¢ikan, inflamatuar olmayan ve bilateral olarak goriilen
bobrek lezyonuna sebep olan Balkan endemik nefropatisinden (BEN) sorumlu
mikotoksin oldugu diisiiniilmektedir [38]. Ilk olarak 1956’da Sirbistan, Bulgaristan,
Bosna-Hersek, Romanya ve Hirvatistan’da kronik bir bobrek hastaligi olarak
tanimlanan BEN, Bulgaristan, Hirvatistan ve Sirbistan’daki BEN hastalarinin bobrek
dokularinda ve iirotelyal tiimorlerinde OTA iligkili DNA bulgularinin saptanmasiyla,
hastaligin etiyolojisinde OTA’nin roliine dair molekiiler kanit bulmayi hedefleyen

caligmalarin konusu olmustur [39].

Mikotoksikoloji caligmalart 1960’11 yillarda hindilerin tiikettigi yemlerde
bulunan aflatoksinlerin kesfi ile baslamistir [35]. Mikotoksin terimi ilk defa 1962
yilinda Londra sehri yakinlarinda sayis1 100.000’1 bulan hindinin 6liimiiyle sonuglanan
daha 6nce karsilagilmamis bir veterinerlik krizinin yasanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Hindi

X hastaligt olarak adlandirilan bu hastaligin  Aspergillus flavus’un sentezledigi



aflatoksinler ile kontamine olmus yer fistiklarin1 iceren yemlerle iligkili oldugu
anlasilmistir  [19]. Aflatoksinlerin  kesfi, modern mikotoksin arastirmalarinin
baslangicini temsil etmektedir. Sonraki yillarda gerceklestirilen ¢alismalar sayesinde
yaygin olarak goriilen ¢ogu mantar tiiriinlin hem besinlerin bozulmasina hem de
bitkilerde hastaliklarin goriilmesine sebep olabilen farkli diizeyde toksisiteye sahip

bircok metabolitler sentezleyebildigi belirlenmistir [32].

2.1.2. Mikotoksin Sentezini Etkileyen Faktorler
Mikotoksinlerin kalitatif ve kantitatif analizi amaciyla dogru ve hassas
tekniklerin gelistirilmesiyle arastirmacilar mantar kolonizasyonunu ve mikotoksin

sentezini etkileyen birbirine bagl ¢esitli faktorler oldugunu belirlemislerdir [31].

2.1.2.1. Sicaklik ve Bagil Nem

Mantarlarin tiremeleri ve mikotoksin sentezlemeleri bolgeden bolgeye farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklar ¢evresel kosullardan ve mantar tiirlerinin ihtiyaglarinin
degisiklik gostermesinden kaynaklanmaktadir. Tropikal ya da subtropikal iklimin hakim
oldugu bolgelerde aflatoksinler daha sik goriilmektedir [19]. Bu bolgelerde nem ve
sicaklik fazla oldugu i¢in daha yiiksek miktarlarda mikotoksin varligi beklenmektedir
[40]. Cogu mantar tiirii 5-35°C sicaklik araliginda iireyebilmektedir. Uremeleri igin
ideal sicaklik ise 25-30°C’dir. Uremeleri icin elverisli olan kosullar, mikotoksin sentezi
icin de her zaman olumlu olmamaktadir. Ancak genel olarak bakildiginda 25-30°C
sicaklik degeri ve %88-95 araligindaki bagil nem degerleri mantarlarin tiremesi ve
mikotoksin iiretebilmesi i¢in uygun sartlardir [19]. Baz1 mantar tiirlerinin mikotoksin
sentezleyebilmeleri igin gerekli olan sicakliklar Tablo 2-1’de gosterilmistir [19].

Tablo 2-1: Bazi mantarlarin iiremeleri ve mikotoksin sentezlemeleri icin gerekli sicaklik
degerleri

Mantar Ureme ideal iireme ideal toksin sentezi

Aspergillus flavus/A.
o 15-44°C 35°C 33°C
parasiticus

A. ochraceous 10-40°C 24-31°C 25-30°C

A. carbonarius 8-40°C 32-35°C 30-35°C




2.1.2.2. Su Aktivitesi
Depolama esnasinda ¢evrenin nemi besinin denge bagil nemini asarsa, besin
nem kazanir ve besindeki su aktivitesi yiikselir. Depolama sirasinda yiikselen su

aktivitesi mantarlarin iremesi ve mikotoksin sentezi ile iligkilidir [19].

Genellikle 0,78’den yiiksek olan su aktivitesi mantarlarin tiremesi ve mikotoksin
sentezlemeleri i¢in uygundur [19]. Aspergillus ve Penicillium cinsi birgok kiifiin
gereksinim duydugu en distik su aktivitesi 0,75-0,85 araligindadir ve bu deger 0,93-
0,98’e ulastiginda ise daha iyi tiremektedirler [6].

2.1.2.3. pH

Her mikroorganizma tiiriiniin gelistigi bir optimum pH aralig1 vardir. Kiifler pH
2,0-8,5 gibi genis bir pH araliginda ¢ogalmaktadirlar [41]. Belli mikotoksin ¢esitlerinin
tiretiminde pH degerinin etkisi tiirler igin ayr1 ayr1 belirlenmemistir. Ancak asidik ortam
kosullarin mikotoksin tiretimini tesvik ettigi bilinmektedir. Aflatoksin sentezi pH 4 ve

altinda artmaktadir. [19].

2.1.2.4. Mantar Susu

Bir tiire ait suslarin {iremesi ve toksin {iretmesi i¢in gerekli olan ideal kosullar
farklilik gosterebilmektedir. Bununla beraber, ayni tiiriin farkli suslari da farkli
mikotoksinler {iretebilmektedir. Ornegin A. flavus 15-44 °C arahiginda AFB1, A.
carbonarious ise 8-40°C sicaklik araliginda OTA sentezlemektedir [19].

2.1.2.5. Substratin Ozelligi

Mikotoksijenik  mantarlar ¢ok c¢esitli organik materyaller {izerinde
tireyebilmektedir [19]. Konak bitkiye ait metabolitler, nitrojen, karbon ve sekerler
aflatoksin sentezini etkileyen faktorlerdendir [8]. Kiiflerin tiremeleri i¢in gereksinim
duyduklar1 besin maddeleri 6zellikle karbonhidratlarda c¢ok¢a bulundugundan,
neredeyse tiim yiyecek maddelerinde iireyebilmektedirler. Basit sekerlerin varliginda
mantarlar daha yogun iirerken, kompleks sekerlerin varliginda daha yavas

tiremektedirler [19].

2.1.2.6. Oksijen ve Karbondioksit Miktar:
Diisiik oksijen konsantrasyonu ve yiiksek karbondioksit konsantrasyonu

mantarlarin gelismesinin ve mikotoksin sentezlemelerinin engellenmesine katk1



saglamaktadir. Oksijen konsantrasyonunun %5’ten %1’e diisiiriillmesi Aspergillus cinsi

kiiflerin tiremesini ve aflatoksin sentezini azaltabilmektedir [42].

2.1.2.7. Depolama Siiresi

Sicak ve nemli hava sartlar1 depolamay1 onemli Olciide etkileyerek tahillarin
bozulmasinin hizlanmasina sebep olacak faktorler arasinda olumsuz etkilesimlere neden
olabilmektedir. Sicak iklimin gorildigi yerlerde A. flavus yiiksek sicaklikta
tireyebildigi ve aflatoksinleri sentezleyebildigi i¢in riskli hale gelmektedir. Bu risk
yiiksek neme sahip bolgelerde depolanan tahillarda artis géstermektedir [19]. Mantarlar
uygun sekilde kurutulmus gidalarda gelisememektedir. Eger hasat sonrasinda elde
edilen iriinler yeterince kurumalar1 saglanmadan depolanacaksa, depolama stireleri ii¢

giinden fazla olmamalidir [10].

2.1.2.8. Mekanik Hasar

Haserelerin istilas1 nem seviyesini arttirabilmekte, mahsule fiziksel hasar
verebilmekte ve mantarlarin yayilmasina neden olabilmektedir [19]. Bdcekler
aflatoksijenik mantarlarin sporlarini bitkilere yaymakta ve mantarlar boceklerin hasar

verdigi bolgede kolonize olmaktadirlarlar [31].

2.1.3. Mikotoksikoz

Gilinlimiizde tanimlanmis olan 300’iin {izerinde mikotoksinin ¢ok azi insan ve
hayvanlarda  gorillen mikotoksikozlara neden  olmaktadir.  Mikotoksikozlar
mikotoksinlerin kontamine gidalarin tiiketimi, derinin temas etmesi ve solunum yoluyla
alinmasi sonrasinda gelisen hastaliklardir. Tropikal bolgelerde yiiksek nem ve sicaklik
nedeniyle mantarlarin tiremesi ve mikotoksin sentezlemeleri i¢in kosullar elverisli
oldugundan mikotoksikozlar daha sik goriilmektedir [3]. Mikotoksinin ¢esidine,
miktarina, temas sekline ve kisinin yasina, cinsiyetine, saglik durumuna bagh olarak
ortaya ¢ikan klinik tablo ve belirtiler degisiklik gostermektedir [27]. Mikotoksikozlar
akut veya kronik olarak siniflandiriimaktadir. Akut mikotoksikozlarda semptomlar hizli
bir sekilde ortaya c¢ikmakta, maruz kalmanin devam etmesi halinde ise Oliimle
sonuglanabilmektedir. Kronik mikotoksikozlar diisiik miktardaki mikotoksinlere uzun

stire maruz kalindiginda gelismekte, cogu zaman herhangi bir belirti gozlenmemektedir

[3].
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Bazi mikotoksinler kanser gelisimi ya da immiin yetmezlik gibi uzun siireli ve
kiimiilatif etkilere neden olmaktadir [31]. Aflatoksinler akut aflatoksikozun bilinen
nedenidir. Aym1 zamanda Hepatit B viriisii ile birlikte hepatik karsinomun potansiyel
kofaktoriidir. OTA, BEN ile iliskilendirilmistir. Balkanlarda yasayan kirsal niifusta
yiiksek oranda kronik bobrek problemleri ve iiriner sistem tiimorleri goriilmektedir.

Trikotesenler ATA ile, fumonisinler ise 6zofagus kanseri ile iliskilendirilmistir [43].

2.1.4. Gidalarin Mikotoksinlerle Kontaminasyonu

FAO, diinyadaki gida kaynag: bitkilerin yaklasik olarak %25’inin kontamine
olmasindan mikotoksinleri sorumlu tutmaktadir [3]. Mikotoksinlerle kontaminasyon her
y1l milyarlarca dolar degerinde tarimsal ve endiistriyel kayba neden olmaktadir [6].
Kontamine olmus tarim {irlinlerinin imha edilmesi gerekli oldugundan, bu

kontaminasyonlar 6nemli ekonomik sonuglar1 da beraberinde getirmektedir [11].

Diinya genelinde misir, yer fistig1, findik, hindistan cevizi, yagl tohumlar gibi
tarimsal trtinlerin 100 milyon tonu mikotoksinlerle kontaminasyon riski altindadir. Risk
altindaki bu tarimsal iriinlerin 20 milyon tonu gelismekte olan iilkelere aittir [3]. Bu
tilkelerde sicak iklim, gidalarin kontroliiniin saglanamamasi, yetersiz {iretim
teknolojileri ya da kotii islenme ve depolama kosullari gibi mantarlarin gelismesine ve
mikotoksin sentezlemelerine elverisli kosullarin bulunmasi nedeniyle mikotoksinlerle

kontaminasyona daha sik rastlanmaktadir [6].

Tiirkiye 1997 yilindan 2001°e kadar yillik ortalama 600.000 ton findik iiretimi
ile lider iiretici konumuna ulagmistir. Tiirkiye’de ilk kez 1967 yilinda en 6nemli ihracat
tirlinlerimizden olan kabuklu findiklarda bulunan aflatoksinlerle ilgili arastirmalar
yapilmaya baslanmistir. Tiirkiye’de iiretilen findiklarda yiiksek miktarda aflatoksin
bulundugu AB tarafindan birgok kez rapor edilmis, bu sebeple Ispanya kabuklu findik
dretimi ic¢in tesvikler almistir. AB’nin kabuklu findiklar1 reddetmesiyle Tiirkiye’nin
1998-2002 yillar1 arasinda 4,5 milyon ABD dolar1 kayb1 oldugu belirtilmistir. Kanada
ve ABD’ye ihra¢ edilen kabuklu findiklar da aflatoksin igerdikleri gerekgesiyle
reddedilmistir. Antep fistig1, kuru incir ve kirmizi biber ihracatinda da zaman zaman

benzer sorunlar yasanmstir [44].

Gidalarda yaygin olarak bulunan mikotoksinler ve saglik iizerine etkileri Tablo

2-2’de ozetlenmistir [1, 5, 19, 27, 45].



Tablo 2-2: Gidalarda yaygin olarak bulunan mikotoksinler
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Mikotoksin

Sentezleyen mantar tiirleri

Bulundugu gida iiriinleri

Saglik iizerine etkileri

Aflatoksinler

B1, B2, G1, G2,
M1, M2

A. flavus, A. parasiticus, A.
nominus, A. bombycis, A.
pseudotamarii

Tahillar, musir, piring, yer fistig,
findik, baharatlar, bugday, yagh
tohumlar

AFM1, AFBI’in metabolitidir. Siit ve
siit tirtinlerinde bulunur.

Karaciger kanseri,
bagisikligin baskilanmast,
mutajenik, teratojenik etkiler

Okratoksinler A. ochraceus, A. carbonarius, Bugday, arpa, yulaf, kakao | immunotoksik, norotoksik,
A. niger, P. verrucosum, P. cekirdekleri, kahve  cekirdekleri, | hepatotoksik, teratojenik,
A/B.C nordicum meyve ve meyve suyu, kuru meyveler, | nefrotoksik. OTA iirotelyal
sarap tiimor, bobrek yetmezligi,
kronik  nefritt BEN ile
iligkilidir.

Fumonisinler F. verticillioides, F. nyagamai, | Misir ve musir friinleri, piring, | Sfingolipid sentezinin
F. fujikuroi, F. proliferatum, F. | bugday, sorgum, arpa, yulaf, | inhibisyonu, insanlarda
B1,B2,B3 oxysporum kuskonmaz, fasulye Ozofagus ve karaciger
kanseri, atlarda at

l6koensefalomalazisi,

domuzlarda akciger 6demi

Trikotesenler

F. sporotrichiodes, F.

Piring, yulaf, bugday, sebze, cavdar,

Alimenter toksik aloki, DNA,

culmorum, F. equiseti

. langsethiae, F. graminearum, arpa, musir, hayvansal gidalar | RNA ve protein sentezinin
T-2 toksin, HT-2 | £ cyimorum, F. cerealis, (karaciger, yumurta, siit ve bobrek) inhibisyonu, lipid
toksin, Myrothecium, Trichoderma, peroksidasyonu,  apoptoz,
deoksinivalenol, Cephalosporium, Stachybotrys mitokondriyal fonksiyonlarin
nivalenol, inhihi

- : inhibisyonu

skirpentriol,
neosolaniol
Zearalenon F. graminearum, F. Masir, bugday, arpa, sorgum Hiperdstrojenik etkiler

Ergot alkaloidleri

Ergotamine, C. purpurea Cavdar, arpa, bugday, yulaf
ergokriptin,
ergokornin,
ergokristin,
ergovalin
Agroklavin, C. fusiformis Dari Ergotizm
setoklavin,
kanoklavin,
elmoklavin
Dihidroergosin, C. africana Sorgum
dihidroelymoklavi
P. expansum, A. clavatus, P. Elma ve elma driinleri, meyveler, | Hayvanlarda immunotoksik
. patulum, P. griseofulvum, P. tahillar, baklagiller ve  Kkarsinojenik etkiler.
Patulin urticae, P. crustosum insanlarda  toksik  etkiler
gostermesine ragmen,

karsinojen oldugunu gosteren
giivenilir bir kanit yoktur.

Siklopiazonik asit

P. griseofulvum, A. flavus

Cavdar, arpa, bugday, yulaf

Bas donmesi ve mide
bulantis1  ile  karakterize
Kodua zehirlenmesi

Sitrinin

P. citrinin, P. expansum, P.
camemberti, A. oryzae, A.
terreus, Monascus spp.

Arpa, yulaf, piring, cavdar, bugday

Hayvanlarda nefrotoksik
etkiler. Japonya’da goriilen
sar1  piring  hastaligi ile
iligkilidir.
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2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler 1960’11 yillarda ingiltere’de ¢ogu hindi olmak iizere yaklasik
100.000 kiimes hayvaninin 6liimiinden sonra yapilan arastirmalarin sonucunda toksik
olarak siniflandirilan ilk mikotoksinlerdir. Baslangicta bu gizemli hastaligin nedeni
bilinmedigi i¢in adina hindi X hastaligi denmis, sonradan kiimes hayvanlarinin
yemlerinin aflatoksin ile kontamine olmasindan kaynaklandigi anlasilmistir. Bu durum
mikotoksinler alaninda yapilan arastirmalarda ¢igir agmis ve kiiflii Girinlerin yogun ve
sistematik olarak kontrol edilmesini ve baz iilkelerde limit degerlerinin belirlenmesini

saglamustir [6].

Aflatoksin kelimesinin ilk harfi olan ‘a” Aspergillus kelimesinin ilk harfinden ve
‘fla’ kismi ise A. flavus’tan gelmektedir. Toksin kelimesi de zehir anlaminda
kullanilmaktadir [46]. En onemlileri AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 ve AFM?2

olmak tizere, bilinen 20 aflatoksin tiirii vardir [10].

Aflatoksinler 6zellikle A. flavus ve A. parasiticus olmak tizere Aspergillus cinsi
mantarlar tarafindan sentezlenmektedir. A. flavus B1 ve B2, A. parasiticus B1, B2, G1
ve G2’yi sentezlemektedir [32]. Aflatoksin sentezleyen diger tiirler A. zhaoingensis, A.
bombycis, A. toxicairus, A. parvisclerotigenus, A. pseudotamarii, A. ochraceoroseus, A.
rambellii, A. minisclerotigenes, A. arachidicola, A. nominus, A. parvisclerotigenus, A.
pesudocaelatus, A. pseudonominus, Emericella astellata, E. venezuelensis ve E.
olivicola’dir [6, 8].

Aflatoksin sentezleyen kiiflerin gelisimi igin 23-35°C sicaklik ve %70’in
tizerinde nispi nem gerekli optimum kosullardir [47]. Aflatoksinler tahillar, yagh
tohumlar, baharatlar, kuru meyveler, agag yemisleri, et ve siit gibi ¢cok ¢esitli besinlerde
bulunabilmektedirler [48]. Depolama sirasinda yiiksek nem igerigine sahip herhangi bir
tirtin aflatoksinlerle kontamine olabilir ancak 6zellikle yer fistigi, misir, piring, sorgum,
bazi yagli tohumlar, hindistan cevizi ve kabuklu yemisler gibi yaz bitkileri, arpa ve
bugday gibi kis bitkilerine gore daha fazla risk altindadir. Ciinkii soguk ve yagish

kosullar aflatoksin sentezleyen mantarlarin {iremesi igin elverisli degildir [5].
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2.2.1. Aflatoksinlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Aflatoksinler difuranokumarin kimyasal yapisina sahiptirler [30]. En 6nemli
aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2-1’de gosterilmistir [18]. Toksisitelerine gére en
toksik AFB1 ve en az toksik AFG2 olmak iizere AFB1, AFG1, AFB2 ve AFG2 olarak

siralanmaktadirlar [30].

AFM1 (milk toxin-siit toksini), AFB1’in, ve AFM2 ise AFB2’nin
hidroksillenmis metabolitidir. Laktasyon donemindeki hayvanlar AFB1 ile kontamine
yemleri tiikettiklerinde karacigerde AFM1’e doniismekte, oOlusan AFMI1 de siite
gecmektedir [6, 7].

0 0 0 0 00
" L L
tlﬁ Y g o 0 1]
- A |
| 1 | al | [ |
00 OCH; 07707 ™ TOCH, 00 0CH,
AFB, AFB,
AFG,
0 0
I 0 0 0 0
"Y' 0 oh A LN
Y o 97 o 97
0 0 \OCH\ » y ...;l.,ll ! 'lll [\
: 00 OCH, 0" 0" ™ ocH,
AFG, AFM,; AFM;

Sekil 2-1: En 6nemli aflatoksinlerin kimyasal yapilari

Aflatoksinler difurokoumarosiklopentenon serisi ve difurokoumarolakton serisi
olmak iizere iki kimyasal gruba ayrilmaktadirlar. AFB1, AFB2, AFM1, AFM2,
difurokoumarosiklopentenon serisinden; AFG1l ve AFG2 ise difurokoumarolakton

serisindendir [30].

Aflatoksinler renksiz ya da soluk sar1 renkte kristallerdir [49]. Ultraviyole (UV)
15181 altinda AFB1 ve AFB2 mavi renk, AFG1 ve AFG2 ise yesil renk floresans
vermektedir. AFM1 de giiglii bir mavi-mor floresans verme 6zelligine sahiptir [12].
Aflatoksinler suda az (10- 20 ug/ml), kloroform, dimetil siilfoksit ya da mentol gibi orta
derecede polar ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniirler [49]. AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 ve
AFM2’nin baz1 kimyasal 6zellikleri Tablo 2-3’te gosterilmistir [50].



14

Tablo 2-3: Ana aflatoksinlerin bazi kimyasal ozellikleri

Aflatoksin Molekiller agirhk Formiil Erime noktasi (°C)
(g/mol)
B1 312,28 C17H1206 268-269
B2 314,29 C17H1406 286-289
G1 328,28 C17H1207 244-246
G2 330,29 C17H1407 237-240
M1 328,28 C17H1207 299
M2 330,29 C17H1407 293

2.2.2. Aflatoksinlerin Saghk Uzerine Etkileri

Insan ve hayvan saghg iizerine olumsuz etkileri nedeniyle en tehlikeli
mikotoksinler olarak nitelendirilen aflatoksinlere beslenme, solunum ya da cilt temasi
ile maruz kalinabilmektedir [7, 8, 16].

Aflatoksinlere bagli olarak gelisen hastaliklar aflatoksikoz — olarak
adlandirilmaktadir.  Akut  aflatoksikozlar ~ 6liimle  sonuglanabilirken,  kronik
aflatoksikozlar ise kanser olusumuna, bagisikligin baskilanmasina ve diger yavas

gelisen patolojik durumlarin goriilmesine neden olmaktadir [29].

Akut aflatoksikoz vakalari nadiren bildirilmektedir. Bunun bir &rnegi 2004
yilinda Kenya’da goriilmiistiir. Toplam 317 kiside tespit edilen akut karaciger
yetmezIligi, 125 kisinin 6liimiine neden olmustur. Bu kisilerin serumlarinda yiiksek
konsantrasyonda AFB1 varlig1 belirlenmis ve bolgeden toplanan musir orneklerinde
besinler i¢in tavsiye edilen smir deger olan 20 ppb’den 220 kat yiiksek (4400 ppb)
konsantrasyonda AFB1 saptanmistir [51]. Tanzanya’da 2016 yilinda ayni bolgede
yasayan insanlar arasinda 20’si Oliimle sonuclanan 68 vaka goriilmiis, yapilan
incelemelerin ardindan sorumlu besinin yetistirilen musirlar oldugu sonucuna
vartlmistir. Hastalarin ve hasta olmayanlarin serumlarindaki aflatoksin biyobelirteci
karsilagtirildiginda, hastalarda 1000 pg/mg’dan daha fazla aflatoksin-albiimin
bulundugu belirlenmistir [52].
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Aflatoksikozlar i¢in 6zel bir tedavi yontemi mevcut degildir. Aflatoksinler tim
beslenme kaynaklarindan uzaklastirilmalidir. Aflatoksinlerden etkilenen hayvanlara
hastalik belirtilerini ve bulgularini ortadan kaldirmaya yonelik yaklasimlar uygulanmasi
tavsiye edilmektedir. Az miktarda protein alan hayvanlar aflatoksinlere daha duyarhdar.
Bu nedenle kanatli hayvanlarin beslenmesinin metiyonin, kolin, N-asetilsistein ile
desteklenmesi Onerilmektedir. Aflatoksinlerden en iyi korunma yontemi, toksin
olusumunu etkileyen ve insan kontroliine bagli olan sartlardan kagmmmaktir. Bazi
maddelerin aflatoksinlerin toksik etkisini azalttigi gosterilmistir. Aflatoksinlerin
biyotransformasyonunu engellemek amaciyla dogal fdirlinlerin ya da ilaglarin
kullanilmas:  6nerilmekte, ornegin yesil caydaki polifenollerin CYP1Al enzim
aktivitesini azaltarak AFB1’e baglh olarak gelisen hepatokarsinogenezi azalttigi ya da

engelledigi belirtilmektedir [8].

AFBI1 aflatoksin g¢esitleri arasindaki en kuvvetli karaciger karsinojenidir ve bu
nedenle 1ARC tarafindan Grup 1 ajan olarak smiflandirilmistir [15]. Kronik Hepatit B
virlisii enfeksiyonu olan ve aflatoksinlere maruz kalan kisilerin karaciger kanserine
yakalanma riski, sadece aflatoksinlere maruz kalan bireylerden 30 kat daha fazladir [6].
Beslenme ile alinan AFBI gastrointestinal sistemde absorbe edildikten sonra
karacigerde biyotransformasyona ugramakta, daha sonra idrar ve digki ile atilmaktadir.
AFBL1’in karsinojenik formu olan AFB1-8,9-epoksit formuna doniisiimiinden sitokrom
P450 enzimleri sorumludur. Bu epoksit formu biyomakromolekiillere kovalent
baglanabilmekte ve DNA’ya baglandiginda AFBI1-N7-guanin, serum albiimine
baglandiginda lizin eklentileri olusturabilmektedir. AFB1 ve DNA arasinda olusan bag,
DNA molekiiliiniin yapisin1 ve biyolojik aktivitesini degistirerek mutajenik ve
kanserojenik etkilerin goriilmesine neden olmaktadir. Insanlarda AFB1-N7-guanin gibi
AFB1 metabolitlerinin izlendigi ¢alismalar, beslenme yoluyla AFB1’e maruz kalan
popiilasyonlarda hepatoseliiler karsinom (HCC-Hepatocellular carcinoma) riskinin
yiiksek oldugunu gostermistir. Bu iliski AFB1 mikotoksininin tiimor baskilayict gen
p53°te spesifik bir mutasyonu indiikleyebilmesine dayanmaktadir [53].

Aflatoksinler bagisiklik sistemini de etkilemektedir. Kiimes hayvanlart ve diger
hayvan modelleri iizerinde yapilan calismalarda aflatoksinlerin T hiicre sayisi ve

aktivitesinde azalmaya, antikor yanitinin ve interferon gibi humoral bilesenlerin
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azalmasina ya da fagositik aktivitenin baskilanmasina sebep olabildigi gosterilmistir
[53].

Aflatoksinler iireme performansimi da etkileyebilmektedir. Dogum Oncesinde
maruz kalindiginda olumsuz rahim i¢i/yumurta i¢i etkileri goriilebilmektedir. Olgun
horozlarda testis dejenerasyonu, plazma testosteronunda azalma, testis kiitlesinde
azalma ve hormonal yanitin degismesine, tavuklarda ise yumurta iiretiminin azalmasina

sebep olmaktadirlar [8].

AFM1’in karsinojenisitesi AFBI’inkinin  %2-10’u kadardir [22] ancak
neredeyse AFBI ile ayni karaciger toksisitesi mevcuttur [54]. Toksik ve karsinojenik
ozellikleri nedeniyle IARC 2012’de AFM1’1 Grup 1 Kkarsinojen olarak smiflandirmistir
[15].

Pediatrik aflatoksikoz formu oldugu diisiiniilen iki hastalik vardir. Bunlardan
biri Kwashiorkor, digeri ise ensefalopati ve i¢ organlarin yagli dejenerasyonu ile
karakterize Reye sendromu hastaligidir. Her iki hasta grubundan c¢ocuklarin
karacigerinde aflatoksin varhiginin tespit edilmesi bu hastaliklarla aflatoksinler arasinda

iliski oldugunu diisiindiirmekle birlikte, daha fazla kanita ihtiya¢ bulunmaktadir [27].

Insanlar aflatoksinlere kontamine gidalarin tiiketilmesiyle dogrudan veya
kontamine yemleri tiiketen hayvanlarin et ve siit gibi {iriinlerinin tiiketilmesi ile dolayli
olarak maruz kalabilmektedir [12]. Aflatoksinlere maruz kalindigin1 gosteren viicut
sivilarindaki biyobelirtegler Tablo 2-4’te verilmistir [30].



Tablo 2-4: insan viicut sivilarinda aflatoksinlere maruz kalimin géstergesi olan
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biyobelirtecler
idrar Kan Siit
AFB1 AFB1 AFM1
AFB2 AFB2
AFG1 AFG1
AFG2 AFG2
AFM1 AFM1
AFQ1 AFQ1
AFP1 AFP1
AFB2a AFB2a
Aflatoksikol Aflatoksikol
AFB1-N7-guanin AFB1-albumin
Aflatoksin- merkapturik asit AFB1-N7-guanin

2.2.3. AFB1’in AFM1’e Biyotransformasyonu

AFB1’in biyotransformasyon reaksiyonlarinin gergeklestigi organ karacigerdir
[7]. AFB1 karacigerde demetilasyon, indirgenme, epoksidasyon ve hidroksilasyon
tepkimelerine ugramakta ve gergeklesen farkli tepkimelerin sonucunda farkli

metabolitler meydana gelmektedir [7].

Karaciger hiicrelerinde bulunan CYP3A4 ve CYP1A2 enzimleri AFBI’in
aflatoksin-ekzo-8,9-epoksit formuna dontsiimii i¢in gereklidir. CYP1A2 hem
epoksidasyon ile AFB1’in aflatoksin-endo-8,9-epoksit formunun hem de hidroksilasyon

reaksiyonlari ile AFM1’in olusumunu katalizleyen enzimdir [18].

Indirgenme reaksiyonu sonucunda yiiksek toksisiteye sahip olan aflatoksikol
olugsmaktadir. Epoksidasyon tepkimeleri sonucunda AFB1-8,9-epoksit olusmakta ve bu
metabolit toksik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gostermektedir. Hidroksilasyon
tepkimesiyle ise yiiksek toksik degere sahip olan ve siite salgilanan AFM1 molekiilii ile
daha diisiik toksik degerdeki aflatoksin Q1 metaboliti ortaya ¢ikmaktadir. Demetilasyon
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tepkimesi sonucunda da daha az toksik aflatoksin P1 olusumu ger¢eklesmektedir [7].
AFB1’in  detoksifikasyonu glutatyon transferaz (GST) enzimi tarafindan
katalizlenmekte ve glutatyonun AFB1-8,9-epoksit ile konjugasyonu sonucunda
gerceklesmektedir [18]. Konjugasyon sonucunda epoksit formunun DNA ve proteinler
gibi  makromolekiillere baglanmasmin  engellendigi  varsayilmakta, AFB1’in
detoksifikasyonu bu yolla gerceklesmektedir [55]. Biyotransformasyon basamaklari
Sekil 2-2’de 6zetlenmistir [7].

|
|
Apz | iskembe | Karacifer | Meme bezi
I I DNA ya da protzinlers |
| 1 < bazlanma
i A {AFPI
! ! AFBO AFB-GSH) et !
Dematilasyon
Epoksidasyon
 Sidrm Bomulmamsgkssm * v e >
" Bozul skistm 7 '
AT Sindirim AVBI AFBI  \ Hideoksitasyon AFBI
| Meme
Mikrobiy: Indisgenme . | pezi
bozulma | sentezi
Dehidrojenasyon FAFQ1] ¢
e 7T
' i Sur.e
g o R SUt J_<H]
AFL AFL APML  pariveri AFMI

Sekil 2-2: Siit veren ineklerde aflatoksin B1’in metabolizmasi ve biyotransformasyonu
AFB1: Aflatoksin B1, AFBO: AFB1-8,9-epoksit (son derece toksik, mutajenik ve karsinojenik), AFB-GSH:
Aflatoksin glutatyon eklentisi, AFL: Aflatoksikol, AFM1: Aflatoksin M1 (Son derece toksik ve siite salgilanir),

AFP1: Aflatoksin P1, AFQ1: Aflatoksin Q1, Noktali oklar: Daha fazla dogrulamaya ihtiyaci olan metabolik yollar,
Kesikli kutu: Detoksifikasyon yollari

AFB1’in metabolizmasi sirasinda gerceklesen en onemli siire¢ ekzo ve endo
epoksit formlarmin olusumudur [7]. Aflatoksinlerin karsinojenik ve mutajenik
ozellikleri AFB1’in AFB1-8,9-epoksit formuna doniisiimiiyle meydana gelmektedir
[56]. Ekzo epoksit olan AFB1-8,9-epoksit yiiksek reaktiviteye sahiptir ve bu nedenle
DNA ve albiimine kovalent bag ile baglanarak serumda AFB1-N7-guanin ve albiimin
eklentilerinin olusumuna sebep olmaktadir [7, 18]. Olusan bu eklentiler timor
baskilayici gen olan p53°te guaninden timine gerceklesen transversiyon mutasyonlari ile

karaciger kanserinin goriilmesine yol agmaktadir [7]. Tiimor baskilayict gen p53’iin
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249. kodonunda gerceklesen bu mutasyon tiimor dokusunda sabit olan kanserojene 6zgii

bir biyobelirtecin ilk 6rnegi olarak sayilmaktadir [29].

2.2.4. Siitte ve Siit Uriinlerinde AFM1

Siit, bliylime ve insan sagliginin korunmasi igin gerekli olan makro ve mikro
besinleri saglayan 6nemli bir gidadir. Siit ve siit iiriinleri 6zellikle kii¢iik gocuklar olmak
lizere her yas grubundan insan tarafindan tiiketildiginden siitlerin mikotoksinler gibi

toksik ozellikteki bilesikleri icermemesi gerekmektedir [25].

Siit ve siit tirtinlerinde AFMZ1’in bulunmasi kiiresel bir endise sebebidir ¢iinkii bu
mikotoksinin ¢ok az miktar1 bile uzun siire maruz kalinmasi halinde zararli
olabilmektedir [57]. AFM1’in karsinojenik potansiyeli AFB1’inkinden daha az olsa da
akut toksik etkileri benzerlik gostermektedir [25]. AFM1 pastorizasyon, ultra yiiksek
sicaklik (UHT), pisirme, radyasyon, enzim ya da katki maddelerinin iiriine eklenmesi
gibi besin isleme siire¢lerinde ve depolama sirasinda kararliligin1 korumakta, yapisinda
herhangi bir bozulma meydana gelmemektedir [16, 18]. AFM1 seviyesini diisiirmek
amaciyla bazi uygulamalar 6nerilmis olsa da bugiine kadar siit tiriinlerindeki AFM1°i
tamamen yok edebilmek i¢in yeterli olan hi¢bir uygulama gelistirilememistir [12]. Bu
nedenle siit triinlerindeki AFM1 o6zellikle ¢ocuklar gibi bu {iriinleri ¢ok miktarda

tiiketen kisiler i¢in saglik agisindan tehdit olusturmaktadir [25].

Hayvanlar AFB1 ile kontamine yemleri tiikettikten yaklagik 12 saat sonra
AFBI’in %0,3-6,2’si AFM1’e doniismektedir. Bu doniisiim kan ve siit gibi viicut
stvilarinda  belirlenebilmektedir [12, 58]. Donilisiim oranit hayvanlarin genetik
yapisindan, mevsimsel degisimlerden, sagim siirecinden ve c¢evresel kosullardan
etkilenmektedir [58]. Insanlarin beslenme yoluyla aldiklar1 AFB1’in %0,09-0,43’1i,
koyunlarin aldiklarinin %0,26-0,331i, domuzlarin aldiklarinin ise yaklasik bin kat az

miktari siitlerine gegmektedir [8].

AFM1, AFBl’in viicuda alimindan 12-24 saat sonra siitte tespit
edilebilmektedir. Birkag giin gectikten sonra siitteki AFMI1 seviyesi yiikselmekte,
AFB1’in alimmin sona ermesinden 72 saat sonra ise tespit edilemeyecek seviyeye
diismektedir [13].

Tolere edilebilir giinlik AFM1 alim miktari, bir kisinin yagami boyunca

olumsuz yan etkilere maruz kalmadan giinliik alabilecegi en yliksek toksin miktaridir
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[22]. Kuiper-Goodman AFMI1 i¢in tolere edilebilir giinlik alim miktarmi 0,2
ng/kgviicutagirligi olarak hesaplamistir [12].

Avrupalilarin beslenmesinde siitten alman AFM1 miktar1 kisi basina giinliik
olarak 6,8 ng’dir. Aym1 deger Latin Amerikalilarin diyetine goére 3,5 ng, Uzak Dogu

diyetine gore 12 ng ve Afrikalilarin beslenmesine gore ise 0,1 ng’dir [59].

2.2.5. Yogurtta AFM1

Yogurt binlerce yildan beri insan beslenmesinin bir parcasidir. Iceriginde
protein, B2, B12, kalsiyum, potasyum, fosfor gibi baslica gida maddeleri bulunmaktadir
[17]. AFM1 basta kazein olmak iizere siit proteinlerine baglanabilme yetenegine sahiptir
ve bu nedenle yogurtlarda da bulunabilmektedir [16]. Siitte bulunan aflatoksinlerin
yaklastk %75°1 kazein kisminda, %25’1 ise peynir altt suyu proteini kisminda

bulunmaktadir [8].

Siit AFM1’in hayvanlardan insanlara gegisindeki en onemli kaynaktir. Ancak
yogurtlar ve diger gesitli siit iirlinleri AFM1 ile kontamine olmus siitler kullanilarak
tiretilmeleri ve 6nemli miktarda tiiketilmeleri halinde toksik etkiler gosterebilmektedir.
Yogurt tiiketiminin saglik agisindan yararlart AFM1 kontaminasyonundan olumsuz
yonde etkilenebilmektedir [12].

Yogurt Tirk mutfaginda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
yogurtlardaki mikotoksin seviyelerinin kontrol altinda tutulmasi onem tagimaktadir.
Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda yogurtlarin %3,3-100’tiniin AFM1 ile kontamine
oldugu belirlenmistir [13, 23, 60-62]. Yurt disinda yapilan galismalarda ise bu oran
%2,8-100 olarak bildirilmistir [24, 63-66].

Mohammadi ve ark. [12] baz1 Asya iilkelerinde yogurt tiiketimi yoluyla AFM1’e
maruz kalma oranini degerlendirdikleri bir meta analiz ¢alismasi yapmuslardir. Bu
caligmada 2006-2020 yillar1 degerlendirmeye alindiginda Tirkiye’deki yogurtlarin
%62,71’inin AFML1 ile kontamine oldugu ve %31,25’inin AB limit degeri olan 50
ng/kg’1 astigr belirlenmistir. Tiirkiye’de yogurttan kisi basina giinlik AFM1 alim
miktarinin 1,93 ng/kisi/glin oldugunu bildirmislerdir. Tahmini giinliik alim miktarinin
(EDI-Estimated Daily Intake) ¢ocuklar igin 0,38 ng/kgviicutagirligi/giin, yetiskinler igin
ise 0,08 ng/kgviicutagirligi/giin olarak tespit edilmistir. EDI degerinin TDI’ye
boliinmesiyle elde edilen tehlike indeksi (HI-Hazard index) c¢ocuklar igin 1,90
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ng/kgviicutagirhigs; yetiskinler icin ise 0,40 ng/kgviicutagirligi olarak belirlenmistir.
Tehlike indeksinin birin izerinde olmasinin karaciger kanseri riskindeki artis1 gosterdigi

belirlendiginden, ¢ocuklar i¢in tehlikenin endise verici boyutta oldugu bildirilmistir.

2.2.6. AFM1 Tespit Yontemleri
Aflatoksinlerin tespitinde asagidaki yontemler kullanilmaktadir [67]:

- S1v1 kromatografisi kiitle spektrometresi (Liquid chromatography mass spectroscopy-
LC-MS),

- Ince tabaka kromatografisi (Thin layer chromatography-TLC),

- Yiiksek performansl sivi kromatografisi (High performance liquid chromatography-
HPLC),

- Gaz kromatografisi (Gas chromatography-GC),
- Immiinoaffinite kolon testi (Immunoaffinity coloumn assay-ICA)
-Enzim bagli immiinosorbent deneyi (Enzyme linked immunosorbent assay-ELISA)

Stit ve siit drlinlerinde bulunan AFM1’in belirlenmesinde ince tabaka
kromatografisi, sivi kromatografisi, yiiksek performansli sivi kromatografisi ve enzime
bagli immiinolojik testler kullanilmakla birlikte, en yaygin olarak kullanilanlar
kromatografik yontemler ve ELISA’dir [12, 64].

Mikropleyt ve okuyucu bazli immiin testlerde 96 ya da 384 kuyucuklu plaklar
kullanilmaktadir. Boylece Orneklerin ¢oklu ve aymi anda analizine imkan
saglanmaktadir. Mikrotitre okuyucular 6rneklerdeki analit miktarina gore iglenen optik
absorbans, kemiliiminesans ya da floresansi bildirmek i¢in veri isleme yazilimindan
yararlanmaktadir. Siklikla kullanilan mikroplak bazli immiin testler ELISA,

kemiliiminesans ve floresans bazli testlerdir [18].

2.2.6.1. ELISA

Kromatografik metotlar besinlerdeki AFM1’in saptanmasit ve miktar tayinin
gerceklestirilmesi i¢in daha hassas yontemlerdir. Ancak bu yontemlerde daha g¢ok
zamana, toksik ¢oziiciilerin kullanilmasina ve yodntemi uygulayan kisinin becerisine
ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle kromatografik yontemler yerini daha az zaman alan
ve uygulanisi daha basit olan ELISA’ya birakmustir [12]. ELISA ile AFML1 tespiti

pastorize ve ultra yliksek sicaklik (UHT) siitler, siit tozlari, peynir ve yogurt gibi siit
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tirtinlerinde sikg¢a uygulanan kolay ve hassas bir yontemdir. Yarismali ELISA metoduna

dayanan ve ticari olarak satiga sunulan kitler bulunmaktadir.

Yarismali ELISA yonteminde kuyucuklar analizi gerceklestirilen analite 6zgii
antikorlarla kaplanmistir. Ornek ilave edilince analit ve enzimle kaplanmis olan analit
sinirli sayida bulunan antikora baglanmak igin yarisir. Inkiibasyon siiresinden sonra
baglanmamis haldeki bilesikler yikanarak wuzaklastirilir. Ardindan rengin ortaya
c¢ikmasini saglayan kromojen madde ilave edilir ve ELISA okuyucu cihazinda
fotometrik 6l¢tim yapilir. Enzim aktivitesi 6rnekteki aflatoksin konsantrasyonu ile ters
orantilidir. Bu da diisiik absorbans degerinin daha yiiksek miktarda aflatoksin varligini
isaret ettigini gosterir [16]. Yarismali ELISA yontemi ile mikotoksin tespiti Sekil 2-3’te
gosterilmistir [68].

Mikotoksin- enzim konjugat

Mikotoksin
Anti- mikotoksin antikoru

w < @0

s Substrat

Hn (c)
— T* T [— s s s [— Stop
(d) (e) (R3]

Sekil 2-3: Yarismah ELISA yontemi

a)Konjugat ile karistirilmig 6rnek b)Antikor kaplanmis kuyucuga eklenen igerik c)Mikotoksin birinci inkiibasyonda
antikora baglanir d)Baglanmayanlar yikama ile uzaklagtirilir e)Renk elde etmek igin substrat eklenir f)Reaksiyonu
durdurmak amaciyla stop soliisyonu eklenir

2.3. Mikotoksin Kontaminasyonlarimin Kontrolii
Mikotoksin kontaminasyonlariin kontrolii mikotoksin olusumunun 6nlenmesi

ve mikotoksinlerin detoksifiye edilmesi olmak tizere iki stratejiye dayanmaktadir [6].

2.3.1. Mikotoksin Olusumunu Onleme Stratejileri

Ekinlerin  mikotoksinlerle kontaminasyonlarinin 6nlenmesi diger kontrol
yontemlerine gore birinCil 6nlem olarak gosterilmektedir. Mikotoksin olusumunun
onlenmesi i¢in kuraklik stresinin Oniine gegilmesi, dayanikli tohum gesitlerinin

kullanilmasi, mikotoksijenik mantar biyotasinin azaltilmasini hedefleyen {iriin
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rotasyonu, elde edilen iirinlerin hizli kurumasinin saglanmasi ve depolama kosullarinin

Iyi olmasi gerekmektedir [10].

Mantarlar uygun sekilde kurutulmus gidalarda gelisemediginden, hasat
sonrasinda tarimsal {irtinlerin hizli bir sekilde kurutulmasiyla mikotoksin olusumu
engellenebilmektedir. Eger elde edilen iiriinler yeterince kurutulmadan depolanacaksa

depo siiresi li¢ giinden uzun olmamalidir [10].

Hasara ugramis tahillar mikotoksinlerle kontaminasyon i¢in daha fazla risk
tasimaktadir [10]. Hasat oncesi donemde heniiz gelismekte olan triinlerdeki hasarlar
aflatoksijenik mantarlar icin bir giris kapisi olusturmaktadir. Bu nedenle hem kurutma
oncesinde hem de kurutma sonrasinda ve depolama sirasinda iiriinlerde hasar
olusumunun 6nlenmesi gerekmektedir. Bu hasarlarin en 6nemli nedeni boceklerdir.
Depolama sirasinda bir¢ok bocek tiiri tahillar1 hasara ugratmakta ve bdceklerin
aktiviteleri nedeniyle olusan nemin birikimi mantarlarin gelismesi i¢in gerekli olan ideal
sartlarin olugsumuna katki saglamaktadir. Depolama sirasinda tarimsal iirlinlerin nem
seviyesinin diisliriilmesiyle ise mantarlarin iiremesi ve metabolizmasi i¢in uygun

olmayan sartlar saglanabilmektedir [8, 10, 69].

Diistik oksijen konsantrasyonu ve yiiksek karbondioksit konsantrasyonu
mantarlarin  dGremesini  ve mikotoksin  sentezini  dnleyebilmektedir.  Oksijen
konsantrasyonu %5’ten %]1’e distiigiinde Aspergillus cinsi mantarlarin {iremesi ve
dolayisiyla aflatoksin sentezi de engellenmektedir [69]. Bunlara ek olarak
antifungallerin kullanim1 da mikotoksin sentezinin engellenmesinde uygulanan etkili bir

kontrol stratejisidir [10].

Bu yontemler mikotoksijenik mantarlarin iiremesinin ve mikotoksin sentezinin
onlenmesi i¢in uygulanabilmektedir. Ancak mikotoksinlerle kontaminasyon meydana
geldiginde, g¢esitli yem ve gidalar igin hasattan sonra uygulanabilecek bazi
detoksifikasyon yontemleri bulunmaktadir [69].

2.3.2. Mikotoksinlerin Detoksifikasyon/Dekontaminasyon Stratejileri
Mikotoksinlerin  detoksifikasyonu ve dekontaminasyonu icin kullanilan

yontemler fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler olarak siniflandirilmaktadir. Ancak

bir gida maddesinde ayni anda bulunan gesitli mikotoksinlerin tiimii i¢in etkin oldugu

kabul edilmis bir metot bulunmamaktadir. Ayrica tamamen etkili olduklari
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kanitlanmamis olan bu yontemlerin birgok avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir
[19].

2.3.2.1. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler hasar gérmiis ya da kontamine olmus iiriinlerin herhangi bir
hasar ya da kontaminasyona ugramamis iriinlerden ayrilmasi ve fiziksel yollarla
aflatoksinlerin uzaklastirrlmast ya da inaktive edilmesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan yontemler arasinda ayirma, 1slatma, 1sil islem uygulama, kabuktan ayirma,

elekle temizleme, 1sinlama, yogunluk ayrimi ve yikama bulunmaktadir [19, 49].

Ayirma/ayiklama yonteminde c¢lrimiis ve disiik kalitedeki meyveler
digerlerinden ayrilmaktadirlar. Aflatoksinlerle kontaminasyon genellikle heterojen
oldugundan, =zarar goérmiis meyvelerin ¢ekirdek kisimlarmin ayrilmasi ile

azaltilabilmektedir [6].

Aflatoksinlerin bir kism1 kontamine tanelerin suya daldirilmasi ve yogunluklari
sebebiyle suda ylizen kisimlarinin atilmasiyla gida maddesinden
uzaklastirilabilmektedir. Bu ylizdiirme teknigi ilgili bir aparat ile kullanilmas1 halinde

gidalardaki aflatoksinlerin %80’e varan miktarinin uzaklastirabildigi bildirilmistir [69].

Isil islemler zaman ve sicakligin kombinasyonuna dayanmaktadir. Fakat birgok
mikotoksin 1stya olduk¢a dayanikli oldugundan, yok edilebilmeleri i¢in ¢ok yliksek
sicakliklar ve geleneksel gida {retimiyle erisilemeyecek kadar uzun siireler
gerekmektedir. Ayrica bu metotlarin uygulanmasi sirasinda gida maddeleri ¢ok yiiksek
sicakliklara maruz birakildigi icin renk gibi fiziksel ozelliklerinde degisimler ve

yaniklar goriilebilmekte ya da 1siya duyarli olan gidalar bozulabilmektedir [19].

Depo edilmis tahillar igin radyasyon kullanilabilmekte, bu sayede patojen
mikroorganizmalarin  sayis1 azaltilabilmekte veya yok edilebilmektedir. Fakat
radyasyonun etkisiyle besinlerdeki mikotoksinler yalnizca kismen
uzaklastirilabilmektedir. Ayrica radyasyonun etkisi muhtemel molekiiler reaksiyonlari

takip eden fiziksel, kimyasal, biyolojik etkiler nedeniyle tartismalidir [6].

2.3.2.2. Kimyasal Yontemler
Kimyasal yontemler organik veya sentetik asitlerin, alkalilerin, indirgeyici veya
oksitleyici kimyasal bilesiklerin gidalara eklenmesi yoluyla mikotoksinlerin

detoksifikasyonu amaciyla kullanilmaktadir. Kullanilan kimyasal maddeler hidrojen
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peroksit, hidroklorik asit, amonyum hidroksit, organik asitler, formaldehit, klorlayici
maddeler, sodyum bisiilfit, ozon ya da dogal maddelerden sifali otlar, baharatlar ve

szleridir [19].

Cogu kimyasal yontem hem mikotoksinlere karsi etkilidir hem de maliyetleri
uygun olsa da uygulama sirasinda zehirli yan iriinler agiga ¢ikabilmektedir. Bu nedenle
AB saglik agisindan riskli olduklart gerekgesiyle bu metotlarin gidalarda kullanimini
yasaklamistir. Kimyasal yontemler diinyanin diger bolgelerinde ise yemlerde bulunan

AFBI1 gibi yalnizca belli bazi mikotoksinler i¢in uygulanabilmektedir [19].

Kontamine yaglardaki AFB1’in degradasyonunda genellikle sodyum hidroksit
ve potasyum hidroksit kullanilmaktadir. Fakat bu kez de kullanilan kimyasal maddeler
sebebiyle sekonder kontaminasyonlar gelisebilmekte ve bu durum firiinlerin besin

degerlerinin zarar gormesine neden olabilmektedir [6].

Mikotoksinlerde bulunan kimyasal baglar ozonla muamale sonucunda
kirilmaktadirlar. Bu nedenle ozonla muamele yontemi umut vadeden bir yontemdir.
Fakat yontemin etkili olabilmesi i¢in uzun siireli muamele gerekmekte, bu durum da
yag bilesenlerinin  oksidasyonuna neden olarak besin kalitesini  olumsuz
etkileyebilmektedir [19].

2.3.2.3. Biyolojik Yontemler

Biyolojik metotlarda yararlanilan mikroorganizmalar asetilasyon, hidroliz,
glukozilasyon, deaminasyon ya da dekarboksilasyon reaksiyonlari araciligiyla bazi
gidalarda bulunan mikotoksinlere baglanabilmektedir. Bu baglanma ile mikotoksinlerin

bozulmalari, daha az toksik olmalari saglanabilmektedir [19].

Mikotoksinleri biyolojik olarak parcalama yetenegi olan bircok bakteri, kiif ve
maya bulunmaktadir [69]. Laktik asit bakterileri ve mayalar mikotoksinleri
baglayabilmeleri ya da daha az zehirli friinlere dontstiirebilmeleri nedeniyle
mikotoksinlerin dekontaminasyonu saglamak amaciyla yaygin olarak Kkullanilan
mikroorganizmalardir [19]. Aflatoksinleri aflatoksikole ya da baska bilesiklere
cevirebilen mikroorganizmalar arasinda Corynebacterium rubrum, Trichoderma viride,
Mucor alternans, Rhizopus oryzae ya da bir protozoon olan Tetrahymena pyriformis
sayilabilmektedir [19, 49, 69].
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Biyolojik yaklasimlar arasinda toksijenik ozellikleri bulunmayan mantarlarin
cevrelerindeki toksijenik olan mantarlarla yarigmasi esasimna dayanan yontemler de
kullanilmaktadir. ABD’de gelismekte olan ekinlerin topragina toksijenik olmayan A.
flavus ve A. parasiticus suslarinin ilave edilmesi yer fistiklarinda bulunan aflatoksin

kontaminasyonunun %74,3-99,9 oraninda azalmasini saglamistir [31].

Biyolojik yontemler sayesinde toksik olmayan mantarlar, mikotoksin
kontaminasyonunun azalmasii saglasalar da, insanlar i¢in zararli olabilecek baska
toksik metabolitler sentezleyebilmektedirler. Ayrica mikotoksin sentezleyebilme
yetenegi, toksik olmayan mantar suslarinin toksijenik olanlarla ¢aprazlanmasi yoluyla
aktarilabilmekte ve bu durum mikotoksin sentezleyebilen mantarlarin {iremesine yol
acabilmektedir [19].

2.4. Aflatoksinlerin Besinlerde Bulunabilecekleri Limit Degerleri

Mikotoksinlerin ekinlerde, besin tiriinlerinde ve yemlerdeki varligi tiimiiyle yok
edilememektedir. Kontrol ve dekontaminasyon yontemlerinin uygulanmasi da,
icerisinde mikotoksin bulundurmayan tirlinlerin varligin1 kesinlestirmemektedir. Bu
nedenle ¢ogu iilke tiiketicinin sagligimi korumak, besin giivenligini saglamak ve
bireylerin mikotoksinlere maruziyetini miimkiin olabilecek en diisik seviyede
tutabilmek amaciyla yogun olarak ticareti yapilan ve ¢ok miktarda tiiketilen tiriinlerde
mikotoksinlerin bulunmasina izin verilebilecek en yiiksek limit degerlerini belirlemistir
[19]. Bu limit degerleri Tiirkiye’de Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, diger
iilkelerde ise ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA-Food and Drug Administration) WHO,
FAO ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA-European Food Safety Authority) gibi

farkli kurumlar tarafindan tanimlanmustir [6].

Diinya genelinde dort buguk milyardan fazla insan degisen seviyelerde
aflatoksinlerle kontamine besinlere maruz kalma riski altindadir [6]. Aflatoksinlerden
genellikle AFB1, AFB2, AFGl ve AFG2’nin toplami igin limit diizenlemeleri
yapilmustir [30].

TGK’nin aflatoksinler icin belirledigi limit degerleri Tablo 2-5’te verilmistir
[20].
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Gida Maksimum limit (ug/kg)
AFLATOKSIN Bl | B1+B2+G1+G2 | M1
Yer fistig1 ve diger yagl tohumlar
(dogrudan insan tiiketimine sunulmayan veya gida bileseni olarak kullanilmayan) 8,0 15,0 -
-Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan yer fistig1 ve diger yagli tohumlar harig
Badem, Antep fistig1, kayisi ¢ekirdegi
12,0 15,0 -
(dogrudan insan tiiketimine sunulmayan veya gida bileseni olarak kullanilmayan)
Findik ve Brezilya findig:
8,0 15,0 -
(dogrudan insan tiiketimine sunulmayan veya gida bileseni olarak kullanilmayan)
Sert kabuklu meyveler
8,0 15,0 -
(dogrudan insan tiiketimine sunulmayan veya gida bileseni olarak kullanilmayan)
Yer fistig1, diger yagh tohumlar ve bunlarin islenmis triinleri
(dogrudan insan tiikketimine sunulan veya
5,0 10,0 -
gida bileseni olarak kullanilan)
-Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel yag hari¢
Badem, Antep fistig1 ve kayisi gekirdegi
8,0 10,0 -
(dogrudan insan tikketimine sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)
Findik ve Brezilya findig1 (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak
kullamlan) 50 10.0 _
Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik hari¢
Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis tiriinleri (dogrudan insan tiiketimine sunulan ve gida
. ; 5,0 10,0 -
bileseni olarak kullanilan)
Kurutulmus meyveler
8,0 10,0 -
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)
Tahillar, bunlardan elde edilen tirlinler ve bunlarin iglenmis tirtinleri 2,0 40 -
Misir ve piring 5,0 10,0 -
Baharatin agagidaki tiirleri igin:
- Kirmuzibiber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve 6giitiilmiis halleri dahil)
- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)
- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans) 5,0 10,0 -
- Zencefil (Zingiber officinale)
- Zerdegal (Curcuma longa)
- Bunlarm bir veya birkagini igeren karigim baharat
Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalart 0,10 - -
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Insan saghgina zararl etkileri nedeniyle AFM1 icin de siit ve siit iiriinlerinde
bulunabilecegi limit degerleri baz iilkeler tarafindan belirlenmistir. Besin ve yemlerde
bulunan kontaminantlar ile ilgili yasal diizenlemelerin bulunmadigi ve diizenli
kontrollerin yapilmadig1 gelismekte olan iilkelere siitteki AFM1 molekiiliiniin varliginin
izlenmesi onerilmektedir. Clinkii hem AFM1’in tespiti i¢in gerekli uygulamalar basittir,
hem de siit tirtinleri ayn1 zamanda yemlerin kontaminasyonunun da bir belirtecidir [25].
Bazi iilkelerde diger mikotoksinler igin limit degerleri belirlenmemisken AFM1’in siit

ve siit tiriinlerindeki varligi yasal olarak izlenmektedir [11].

TGK’nin AFM1’in ¢ig siit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli dirlinlerin
tiretiminde kullanilan siitler i¢in belirledigi en yiiksek limit degeri 0,05 pg/kg’dir [20].
Tiirk mutfaginda yaygin olarak kullanilan bir siit iirlinii olan yogurt i¢in belirlenmis bir
limit degeri bulunmamaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarda yogurt i¢in de hem TGK
hem de AB tarafindan siit i¢in belirlenmis olan 0,05 pg/kg=50 ng/l limit degerinin esas
alindig1 goriilmektedir [24, 60]. AB’de AFM1’in siit iriinlerinde var olabilecegi en
yiiksek limit 50 ng/L olarak saptanmistir. Ancak ABD bu deger i¢in 500 ng/L’yi kabul
etmistir [12].

Tablo 2-6’da TGK’nin cesitli gida iiriinlerinde AFM1 ig¢in belirledigi limit
degerler verilmistir [20]. Tablo 2-7’de ise farkli iilkeler igin ¢esitli gida triinlerinde
AFM1 igin belirlenen limit degerler gosterilmistir [16].

Tablo 2-6: TGK’nmin belirledigi AFM1 limitleri

Gida Maksimum AFM1 limiti (ng/kg)

Cig siit, 1s1l islem gérmiis siit, siit bazli tirlinlerin 0.050
iiretiminde kullanilan siit ’

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek 0.025
stitleri ve devam siitleri dahil) l

Bebekler igin 6zel tibbi amagli diyet gidalar 0,025
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Tablo 2-7: Farkh iilkelerde AFM1’in gidalarda bulunmasina izin verilen limitler

Ulke Siitteki limit (ug/L) Siit iiriinleri (ug/kg)
0,05 Avusturya
0,025 (bebek ve kiigiik gocuklar 0,020 (tereyagt)
icin gida triinleri) )
AUt 0,25 (peynir)
vusturya
AB 0,40 (siit tozu)
0,01 (pastorize bebek siitii)
Hollanda
Fransa
0,020 (tereyag)
0,03 (3 yasindan kii¢iik ¢ocuklar )
icin) 0,020 (peynir)
ABD 0,5 -
Cin 0,5 05
Misir 0 0
. 0,50 (stit tozu)
Iran 0,05
0,020 (tereyag: ve ayran)
i 5 (siit tozu)
Brezilya 0,5 .
2,5 (peynir)
Isvigre 0,05 0,25 (peynir)
_— 0,50
Avrjantin 0,05

0,25 (peynir)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Bu calismada 30 Aralik 2021-8 Subat 2022 tarihleri arasinda Istanbul’daki
cesitli marketlerden satin alinan farkli marka ve farkli lot numaralarina sahip 35’i
normal, 15’1 meyveli, 15’1 siizme, 19°u organik olmak {izere dort farkl tiirde toplam 84
adet yogurt 6rnegi AFM1 varligi ve miktar1 agisindan incelenmistir. Yogurt 6rnekleri

laboratuvara soguk zincir korunarak getirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler
Ridascreen Aflatoxin M1 ELISA Kiti (r-biopharm, Almanya)
3.1.3. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

3.1.3.1. Fosfat Tampon Caozeltisi (PBS)

Potasyum dihidrojen fosfattan (KH2POs) 4,535 g ve disodyum hidrojen
fosfattan (Na2HPO4) 8,936 g alinarak 1 L steril distile suya ilave edilip ¢ozdirilmistiir.
Olusan ¢ozelti otoklav (Hirayama, Japonya) ile steril hale getirildikten sonra

kullanilmastir.

3.1.4. Kullamlan Cihazlar

- Tart1 (Radwag, Polonya)

- Vorteks karistirict (DragonLAB, Almanya)
- Santrifiij (Heraeus, Almanya)

- Otoklav (Hirayama, Japonya)

- ELISA yikayici (Bio-Rad, Almanya)

- ELISA okuyucu (Bio-Rad, Almanya)

- pH metre (WTW, Almanya)

- 200 pl ve 1000 ul’lik otomatik pipetler (Eppendorf Research, Almanya)
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3.1.5. Cam ve Plastik Malzemeler
- 500 ml ve 1000 ml’lik steril cam balonlar

- 50 mI’lik steril polipropilen tiip (CAPP, Danimarka)
- 200 pl’lik steril pipet uglart (Microcult, Cin)

- 1000 pl’lik steril pipet uglart (Microcult, Cin)

3.2. Yontem

3.2.1. Yogurt Orneklerinin Analiz icin Hazirlanmasi

Yogurt 6rnekleri analiz igin, test kitini tireten firmanin 6nerileri dogrultusunda
hazirlanmigtir. Her bir yogurt 6rneginden 10 g tartilarak polipropilen tiip (CAPP,
Danimarka) icine koyulmus, tizerine PBS ilave edilerek tiim 6rnekler 1:3 oraninda
seyreltilmigtir (Diliisyon faktorii:3). Bu karisim vorteks karistirict (DragonLAB,
Almanya) kullanilarak homojen hale getirilmis ve 4000 g’de +4°C’de 10 dakika
santrifiijlenmistir (Heracus, Almanya). Ustte kalan yag tabakasi uzaklastirilmis,
altindaki sivi kisimdan 100 pl alinarak ELISA testinde kullanilmistir (Sekil 3-1, 3-2).

Sekil 3-1: Yogurt érneklerinin santrifiij asamasi sonrasi goriiniimii
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Sekil 3-2: Santrifiij sonras1 yag icerigi ayrilmis bir yogurt 6rnegi

3.2.2. ELISA Testinin Uygulanmasi

3.2.2.1. Test Kitinin Icerigi
Test kitinin igerigi asagida belirtilmis ve Sekil 3-3’te gosterilmistir.

1) Her kuyucugu anti AFM1 antikorlarina kars1 spesifik antikorlarla kapli bir adet 96
kuyucuklu mikroplak

2) Ornek tamponu (60 ml)

3) 6 adet standart soliisyon (1,3’er ml). Standartlarin i¢erdigi AFM1 konsantrasyonlari
asagida belirtilmistir.

Standart 1: 0 ng/L
Standart 2: 5 ng/L
Standart 3: 10 ng/L
Standart 4: 20 ng/L
Standart 5: 40 ng/L
Standart 6: 80 ng/L

4) Yikama tampon tuzu
5) Konjugat (11 ml)

6) Antikor (11 ml)
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7) Substrat/ Kromojen (10 ml)

8) Stop soliisyonu (14 ml)

Sekil 3-3: Test kitinin icerigi

3.2.2.2. ELISA Testinde Kullanilan Yikama Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kitin igerisinde bulunan yikama tampon tuzu 1 L steril distile suya eklenmis ve

tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir.

3.2.2.3. Test Prosediirii

Yogurt 6rnekleri ve standartlar ikiser kez ¢alisilmistir. Bir kutu 96 testlik kit (r-
biopharm, Almanya) ile 42 yogurt Ornegi ve alti adet standart ikiser kuyucuk
kullanilarak test edilmistir. ELISA ile analiz firmanimn Onerileri dogrultusunda

gergeklestirilmistir [70].

1)Kuyucuklarmn her birine 100 pl antikor eklenmistir (Sekil 3-4). Mikroplak elle hafifge
sallandiktan sonra oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir.
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Sekil 3-4: Kuyucuklara antikor eklendikten sonra mikroplagin goriiniimii

2)Her bir kuyucuk 250 pl yikama soliisyonu ile ti¢ defa ELISA yikama cihazinda (Bio-
Rad, Almanya) yikanmustir.

3)Standart soliisyonlardan ve yogurt 6rneklerinden 100’er pl mikroplak tizerinde ikiser
kuyucuga yerlestirilmistir (Sekil 3-5). Mikroplak elle hafifce sallandiktan sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakikalik inkiibasyona birakilmustir.

Sekil 3-5: Yogurt érnekleri ve standartlar eklendikten sonra mikroplagin goriiniimii

4)Her bir kuyucuk 250 pl yikama solisyonu ile ii¢ defa ELISA yikama cihazinda

yikanmistir.

5)Tim kuyucuklara 100 pl konjugat eklenmis ve elle hafifce galkalandiktan sonra 15
dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Sekil 3-6).
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Sekil 3-6: Kuyucuklara konjugat eklendikten sonra mikroplagin goriiniimii

6)Her bir kuyucuk ELISA yikama cihazinda 250 pl yikama soliisyonu ile ii¢ defa

yikanmuistir.

7)Tim kuyucuklara 100 pl substrat/kromojen eklenmis, elle hafif¢e karistirildiktan
sonra 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir (Sekil 3-7, 3-8).

Sekil 3-8: Substrat/kromojen eklenerek 15 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplagin
goriiniimii
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8)Kuyucuklara 100 ul stop soliisyonu eklenmis ve mikroplak elle hafif¢ce sallanmigtir
(Sekil 3-9).

Sekil 3-9: Stop soliisyonu eklendikten sonra mikroplagin goriiniimii

9)ELISA okuyucu (Bio-Rad, Almanya) ile 450 nanometre dalga boyunda absorbans

degerleri 6l¢tilmiistiir.

3.2.2.4. ELISA Analizi Sirasinda Dikkat Edilen Noktalar

1) Kit igeriginde bulunan tiim kimyasallar analiz 6ncesinde oda sicakligina getirilmistir.
2) Standartlar vorteks karistiricida karigtirilarak homojen hale getirilmistir.

3) Testte uygulanan basamaklarin arasinda kuyucuklarin kuru kalmamasi saglanmustir.
4) Inkiibasyon asamalar1 sirasinda mikroplagin iizeri kapatilarak giines 1s131na maruz
kalmamas1 saglanmustir.

5) Yikama asamalarindan sonra mikroplaklar ters cevrilip emici kagida vurularak

kuyucuklardaki tiim sivilarin bosaltildigindan emin olunmustur.

3.2.2.5. Sonug¢lari Degerlendirilmesi

Sonuglar RIDASOFT WIin.NET (r-biopharm, Almanya) yazilimi ile
hesaplanmistir. Standartlar i¢in 6lgiilen absorbans degerleri kullanilarak bu program ile
kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Bu egriler, kitin igeriginde bulunan kalite giivence

sertifikasindaki standart absorbans egrisi ile karsilastirilmis, uyumlu oldugu belirlenmis
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ve testin dogru calisildigindan, sonuglarin dogrulugundan emin olunmustur. Ardindan
yogurt drnekleri igin elde edilen absorbans degerleri kullanilarak AFM1 konsantrasyonu
hesaplanmistir. Bu degerler diliisyon faktorii olan 3 ile ¢carpilmis ve orneklerdeki AFM1

konsantrasyonlar1 ng/kg cinsinden belirlenmistir.

RIDASOFT Win.NET programiyla absorbans degerleri kullanilarak AFMI1
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde asagida formiilii bulunan Remark hesaplamasi
kullanilmaktadir. Bu formiile gore sifir standardi %100’e esitlenmekte ve absorbans

degerleri yiizde olarak hesaplanmaktadir [71].

Standartlarin ya da érneklerin absorbans degeri

x 100 = % Absorbans

0 (sifir)standartin absorbans degeri

3.2.2.6. Istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan yogurt 6rneklerinde bulunan AFM1 konsantrasyonlarinin
tespitiyle elde edilen veriler igin tiim ¢éziimlemeler SPSS (Version 26) ile yapilmustir.
Nicel degiskenler ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum
istatistikleri ile nitel degiskenler ise say1 ve yiizde istatistikleri ile 6zetlenmistir. Nicel
degiskenler bakimindan grup karsilastirmalari varyans homojenligi saglanmadigindan
ve orneklem bitylkliigi yeterli olmadigindan parametrik olmayan Kruskal Wallis testi
ve Mann Whitney U testi ile ¢oziimlenmistir. Kruskal Wallis testi anlamli ¢iktiginda
post hoc testi yapilmis ve ikiserli karsilagtirmalarda istatistiksel anlamlilik Bonferroni

diizeltmesi ile degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Yogurt Orneklerinin Tiirlerine Gére Dagilimi
Bu calismada AFM1 varlig1 agisindan incelenen 84 yogurt drneginin tiirlerine,

yag ve meyve igeriklerine gore dagilimi Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Yogurt érneklerinin tiirlerine, yag ve meyve iceriklerine gore dagilimlari

Say1 (%) | Farkh marka sayis1
Normal 35 (41,6) 11
Meyveli 15 (17,9) 4
Yogurt tiirii Stizme 15 (17,9) 6
Organik 19 (22,6) 6
Toplam 84 (100) 16
Tam yagli (siit yagi>3,8) 56 (66,7) 16
Yag icerigi Yarim yagh (%2>siit yagi>1,5) 28 (33,3) 9
Toplam 84 (100) 16
. ... | Meyveli 15 (17,9) 4
Meyveigerigi g o 69 (82,1) 15
Toplam 84 (100) 16

Incelenen toplam 84 yogurt 6rneginin 35°i normal (%41,6), 15’1 meyveli
(%17,9), 15’1 siizme (%17,9) ve 19’u organik (%22,6) yogurttur. Yag igerigine gore
simiflandirildiginda 56 yogurt tam yagh (%66,7), 28 yogurt ise yarim yaghdir (%33,3).
Yogurt 6rneklerinin 69’u sade (%82,1), 15’1 meyvelidir (%17,9).

4.2. ELISA Testinin Sonuclarimin Degerlendirilmesi
Birinci ELISA mikroplaginda 1-42 arasindaki 6rnekler, ikinci mikroplakta ise

43-84 arasindaki ornekler ¢alisilmistir.

Birinci mikroplakta kitin i¢inde bulunan standartlarin ¢alisilmasiyla elde edilen
absorbans ve konsantrasyon degerleri Tablo 4-2°de, bu degerlere gore ¢izilen
kalibrasyon grafigi ise Sekil 4-1’de gosterilmistir. Incelenen yogurt orneklerinden

42’sinin AFM1 konsantrasyonu degerleri bu grafikten yararlanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 4-2: Birinci mikroplakta ¢ahsilan standartlarin absorbans degerlerine gore elde
edilen veriler

Standartlarin Hesaplanan
Standart Absorbans B/BO** Standart
konsantrasyonu Cv* konsantrasyon
numarasi (ortalama) (%) sapma (%)
(ng/kg) degerleri (ng/kg)
1 0,00 2,187 1,3 100,00 0,00 0,0
2 5,0 1,920 0,0 87,8 5,01 0,2
3 10,0 1,686 31 77,1 9,98 0,2
4 20,0 1,288 0,3 58,9 19,98 0,1
5 40,0 0,835 4,1 38,2 40,15 0,4
6 80,0 0,542 4,0 24,8 79,82 0,2

*: Coefficient of variation (varyasyon katsayisi)
**:Maksimum absorbans

Standards
100 Standard curve Cone.(ng/L / ng'kg) / AlMean)
o0 5.00 1.920
(Coeff. of Var.: 0.0%)
B 10.00 1686
) 8 (Coeff. of Var.: 3.1%)
B
0 20.00 1.288
T0 (Coeff. of Var.: 0.3%)
(%)
40.00 0.835
60 (Coeff. of Var.: 4.1%)
80.00 0.542
50 (Coeff. of Var.: 4.0%)
40
30
20
10
o + + + + i
5.00 10.00 20.00 40.00 50.00
Concentration (ng/L / ng'ka)
‘ 50% inhibition: 26.6

Sekil 4-1: Birinci mikroplakta cahisilan 1-42 numarah yogurt 6rneklerinin AFM1
konsantrasyonlarimin hesaplanmasinda kullamlan kalibrasyon grafigi

Ikinci mikroplakta standartlarin ¢alisiimasiyla elde edilen absorbans ve
konsantrasyon degerleri Tablo 4-3’te, bu degerlere gore ¢izilen kalibrasyon grafigi ise
Sekil 4-2°de verilmistir. Orneklerden 43-84 arasinda olanlarin AFM1 konsantrasyonu

degerleri bu grafikten yararlanilarak belirlenmistir.
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Tablo 4-3: ikinci mikroplakta ¢ahsilan standartlarin absorbans degerlerine gore elde
edilen veriler

Standartlarin Hesaplanan
Standart Absorbans B/BO** Standart
konsantrasyonu Cv* konsantrasyon
numarasi (ortalama) (%) ] sapma (%)
(ng/kQg) degerleri (ng/kg)
1 0,00 2,348 1,7 100,0 0,00 0,0
2 5,0 2,050 34 87,3 5,01 0,2
3 10,0 1,808 5,6 77,0 10,00 0,0
4 20,0 1,395 5,9 59,4 19,93 0,4
5 40,0 0,838 0,5 35,7 40,24 0,6
6 80,0 0,524 5,5 22,3 79,68 0,4

*: Coefficient of Variation (Varyasyon Katsayist)
**:Maximal Absorbance (Maksimum Absorbans)

Standards

. Standard curve Cone (N1 ngika)  AlMsan)
a0 5.00 2050
)&-\ (Coeff. of Var.: 3.4%)
B 10.00 1.808
;B0 (Coeff. of Var.: 56%)

B
0 20.00 1.395
0 (Coeff. of Var.: 5.9%)
(%)

40.00 0.838
60 (Coeff. of Var.: 0.5%)
B0.00 0.524
50 (Coeff. of Var.: 5.5%)

40

30

5.00 10.00 2000 40.00 80.00
Concentration {ng/L / ng'kag)

50% inhibition: 26.1

Sekil 4-2: Ikinci mikroplakta ¢ahsilan 43-84 numarah yogurt 6rneklerinin AFM1
konsantrasyonlarimin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi

4.3. Yogurt Orneklerinin AFM1 Konsantrasyonlar1

Incelenen 84 adet yogurt orneginin tamaminda (%100) AFMI1 varhig
belirlenmistir. Orneklerdeki AFM1 konsantrasyonu 5,08 ng/kg ile 77,48 ng/kg
araliginda olup, ortalama deger 23,99+14,67 olarak belitlenmistir. Orneklerdeki AFM1
konsantrasyonlar1 Tablo 4-4 ve Tablo 4-5’te gosterilmistir.




Tablo 4-4:Yogurt 6rneklerinin AFM1 konsantrasyonlari (1-42. 6rnekler)

Ornek Yogurt tiirii AFM1 konsantrasyonu
numarasi (ng/kg)
1 Normal 22,63
2 Normal 14,81
3 Meyveli 14,09
4 Meyveli 14,53
5 Normal 20,44
6 Normal 17,26
7 Normal 17,44
8 Normal 43,80
9 Normal 46,89
10 Normal 26,82
11 Normal 28,67
12 Normal 25,24
13 Meyveli 9,40
14 Meyveli 13,34
15 Meyveli 11,24
16 Normal 37,70
17 Normal 24,52
18 Normal 14,81
19 Normal 27,48
20 Meyveli 28,67
21 Meyveli 26,10
22 Meyveli 19,30
23 Meyveli 21,85
24 Siizme 29,80
25 Siizme 46,82
26 Organik 14,92
27 Normal 34,89
28 Normal 34,41
29 Meyveli 23,21
30 Siizme 21,34
31 Meyveli 20,89
32 Siizme 27,15
33 Normal 31,99
34 Organik 59,30
35 Meyveli 23,08
36 Siizme 33,60
37 Normal 38,26
38 Siizme 45,29
39 Siizme 18,30
40 Organik 77,09
41 Organik 16,07
42 Normal 36,32

41



Tablo 4-5: Yogurt érneklerinin AFM1 konsantrasyonlar: (43-84. érnekler)

Ornek Yogurt tiirii AFM1 konsantrasyonu
numarasi (ng/kg)
43 Stizme 14,65
44 Organik 8,79
45 Organik 6,08
46 Organik 54,78
47 Organik 5,08
48 Meyveli 10,99
49 Siizme 19,72
50 Normal 18,65
51 Organik 69,98
52 Organik 14,81
53 Normal 16,96
54 Normal 17,30
55 Normal 15,08
56 Siizme 15,18
57 Normal 14,71
58 Normal 13,88
59 Organik 9,67
60 Normal 23,59
61 Organik 6,63
62 Organik 17,76
63 Organik 6,97
64 Organik 9,14
65 Organik 12,36
66 Normal 21,94
67 Normal 16,11
68 Normal 19,00
69 Normal 21,32
70 Normal 20,76
71 Stizme 11,25
72 Siizme 21,57
73 Meyveli 10,85
74 Meyveli 12,41
75 Siizme 20,09
76 Normal 16,73
77 Normal 30,79
78 Normal 30,05
79 Siizme 21,07
80 Siizme 19,66
81 Organik 25,19
82 Organik 23,33
83 Organik 77,48
84 Normal 33,69
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Yogurt 6rneklerinin 24’{iniin (%28,57) 15 ng/kg’in altinda, 41’inin (%48,81)
15,01-30 ng/kg arasinda ve 14’liniin (%16,67) ise 30,01-50 ng/kg arasinda AFM1 ile
kontamine oldugu saptanmistir. Orneklerin besinin (%5,95) TGK’ye ve AB kriterlerine

gore AFM1 i¢in limit degeri olan 50 ng/kg’in iizerinde AFM1 igerdigi, geri kalan 79
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ornegin konsantrasyonunun ise (%94,05) bu limitin altinda oldugu belirlenmistir (Sekil
4-3). Yasal limiti asan bu orneklerin besi de organik yogurt olup, AFM1
konsantrasyonlar1 sirasiyla 54,78; 59,30; 69,98; 77,09 ve 77,48 ng/kg olarak tespit
edilmistir. En disiik (5,08 ng/kg) ve en yiiksek (77,48 ng/kg) AFM1 konsantrasyonuna
sahip ornekler organik yogurt 6rnekleri olmustur. AFM1 konsantrasyonlarinin yogurt
orneklerinin tiirlerine, yag ve meyve igeriklerine gore dagilimlart Tablo 4-6’da

verilmistir.

Yag icerigine gore degerlendirildiginde; 56 adet tam yagli yogurt Orneginin
16’sinin (%28,57) AFM1 konsantrasyonunun 15 ng/kg’in altinda, 26’simin (%46,43)
15,01-30 ng/kg arasinda, 9’unun (%16,07) 30,01-50 ng/kg arasinda oldugu tespit
edilmis ve bes ornegin (%8,93) ise 50 ng/kg’mn tizerinde AFM1 igerdigi gorilmiistiir.
Incelenen 28 adet yarim yagl yogurt drneginin 8’inin (%28,57) 15 ng/kg’m altinda,
15’inin  (%53,57) 15,01-30 ng/kg arasinda, besinin (%17,86) ise 30,01-50 ng/kg
arasinda AFMI1 igerdigi belirlenmistir. Yarim yagl yogurt orneklerinin higbirinin

AFMI1 konsantrasyonu yasal limiti asmamistir.

Calismaya dahil edilen 15 adet meyveli yogurt 6rneginin sekizinin (%53,33) 15
ng/kg’m altinda, yedisinin (%46,67) ise 15,01-30 ng/kg arasinda AFML1 ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Meyveli yogurtlar arasinda yasal limiti asan AFMI

konsantrasyonuna sahip olan 6rnek saptanmamaistir.
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Tablo 4-6: AFM1 konsantrasyonlariin yogurt érneklerinin tiirlerine, yag ve meyve
iceriklerine gore dagilimlar:

Konsantrasyon arahgi (ng/kg)
En diisiik-
15,01- 30 en yiiksek
[0) 0,
Say1 | <15 (%) %) 30,01-50 | >50(%) | Ortalama (ng/kg)
(%) (ng/kg)
Normal 35 4(11,43) 20 (57,14) 11(31,43) - 25 13,88- 46,89
Meyveli 15 8 (53,33) 7 (46,67) - - 17,33 9,40- 28,67
Yogurt Stizme 15 2 (13,33) 10 (66,67) 3 (20) - 24,37 11,25- 46,82
tiirii
Organik 19 10 (52,63) 4 (21,05) - 5 (26,32) 27,13 5,08- 77,48
Tam yagh 56 16 (28,57) 26 (46,43) 9 (16,07) 5 (8,93) 25,86 5,08- 77,48
Yag
icerigi | Yarimyagh | 28 8 (28,57) 15 (53,57) 5 (17,86) - 20,28 9,40- 38,26
Meyveli 15 8 (53,33) 7 (46,67) - - 17,33 9,40- 28,67
Meyve

icerigi 14

Sade 69 16 (23,19) 34 (49,27) 5 (7,25) 25,45 5,08- 77,48
(20,29)
Toplam 14 5,08- 77,48
84 24 (28,57) 41(48,81) 5 (5,95) 23,99
(16,67)




%5,95

%94,05

=2

45

Sekil 4-3: Yogurt orneklerinin AFM1 konsantrasyonlarinin TGK ve AB limit degerlerine
gore karsilastirilmasi

1: AFM1 konsantrasyonu 50 ng/kg’in tizerinde, 2: AFM1 konsantrasyonu 50 ng/kg’m altinda

gruplar arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmalarin sonuglari

Yogurt orneklerinin AFM1 konsantrasyonlariin ortalamalari, ortancalari ve

verilmigtir.

Tablo 4-7’de

Tablo 4-7: Yogurt 6rneklerinin AFM1 konsantrasyonlarimin (ng/kg) karsilastiriimasi

n (%) Ort£SS Ortanca (Min-Maks) p
Meyveli yogurt 15 (% 17,9) 17,33+6,27 14,53 (9,4-28,67)
Yogurt | Normal yogurt 35 (% 41,7) 2549,01 22,63 (13,88-46,89) 0.033*
Tiird Organik yogurt *° 19 (% 22,6) | 27,13+25,96 14,92 (5,08-77,48) ’
Siizme yogurt P 15 (% 17,9) | 24,37+10,49 | 21,07 (11,25-46,82)
Yag Tam yaglh yogurt 56 (% 66,7) | 25,86+16,87 21,21 (5,08-77,48) 0.084%*
Igerigi | Yarim yagli yogurt | 28 (% 33,3) 20,28+7,83 19,15 (9,4-38,26) ’
Meyve | Meyveli yogurt 15 (% 17,9) 17,3346,27 14,53 (9,4-28,67) 0.038%*
Icerigi | Sade yogurt 69 (% 82,1) 25,45+15,58 21,07 (5,08-77,48) '

* Kruskal-Wallis testi, ** Mann-Whitney U testi

Aynt harfler ile indislenen grup dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.

AFML1 konsantrasyonu bakimindan yogurt tiirleri Kruskal Wallis testi ile

¢oziimlenmis ve gruplarin dagilimlari (ortancalari) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,033). Yogurt tiirleri arasinda Post-Hoc testi ile ikiserli
karsilagtirmalar yapildiginda ise meyveli yogurt (ortanca=14,53; min=9,4; maks=28,67)
(ortanca=22,63; min=13,88; maks=46,89) AFM1

fark istatistiksel anlaml

ile normal  yogurdun

konsantrasyonlarmm  dagilimlar1  arasindaki olarak
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bulunmustur. Yogurt tiirlerine gére AFM1 konsantrasyonlarinin dagilimi Sekil 4-4’te

gosterilmistir.

80.00

60.00

8
40.00
2000 i

0o

AFM1 konsantrasyonu (ng/kg)

Ieyveli MNormal Organik Slzme
yogurt yogurt yogurt yogurt

Sekil 4-4: Tiirlerine gore yogurtlarin AFM1 konsantrasyonuna iliskin dagilimlar:

Tam yagli ve yarim yagh yogurtlar AFM1 konsantrasyonu agisindan Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildiginda, grup dagilimlan (ortancalari) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,284). Yogurtlarin yag icerigine gore

AFM1 konsantrasyonlarinin dagilimi Sekil 4-5’te gosterilmistir.
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Tam yadh yodurt Yarim yagl yogurt

Sekil 4-5: Yag iceriklerine gore yogurtlarin AFM1 konsantrasyonuna iliskin dagilimlari
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Meyveli (ortanca=14,53; min=9,4; maks=28,67) ve sade (ortanca=21,07;

min=>5,08; maks=77,48) yogurtlar AFM1 konsantrasyonu a¢isindan Mann- Whitney U

testi ile karsilastirildiginda, dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0,038). Yogurtlarin meyve igerigine gére AFM1 konsantrasyonlarinin
dagilimi Sekil 4-6’da gosterilmistir.

80.00

60.00 o]

40.00

AFM1 konsantrasyonu (hgfkg)

0o
Meyveli yodurt Sade yogurt

Sekil 4-6: Meyve iceriklerine gore yogurtlarin AFM1 konsantrasyonuna iliskin dagilhimlar:
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5. TARTISMA

Gliniimiizde bilinen 20 aflatoksin (AF) tiriinden biri olan AFBI giigli bir
karsinojendir ve IARC tarafindan Grup 1 ajan olarak smiflandirmistir. AFMI1 ise
AFB1’in hidroksillenmis bir metabolitidir ve AFB1 ile kontamine olmus yemlerle
beslenen hayvanlardan elde edilen siit ya da siit lriinlerinde bulunabilmektedir.
Hepatotoksik ve karsinojenik etkileri nedeniyle AFM1 de IARC tarafindan Grup 1

karsinojenler siifina dahil edilmistir [11, 15].

Siit ve siit tirtinleri AFM1’in hayvanlardan insanlara gecisindeki en énemli besin
kaynagidir. Bu besinlerde bulunan AFM1’in varliginin belirlenmesi ve seviyelerinin
izlenmesi Tirkiye’de 1960 yilindan beri 6nem kazanmakta olan bir konu haline
gelmistir [72]. AFM1’in yiiksek kararlilikta bir bilesik olmasi nedeniyle tamamen yok
edilememesi, siit ve siit tirtinlerinin basta bebekler ile ¢ocuklar olmak tizere her yastan
insanin giinliik beslenmesinde yeri olan, diizenli olarak tiiketilen besinler olmasi halk
sagligr icin tehdit olusturmaktadir [12]. AFM1’in {ilkemizde sevilen ve ¢ok tiiketilen
yogurtlardaki varliginin ve diizeyinin diizenli olarak izlenmesi ve limit degerini

asmamasi i¢in gerekli dnlemlerin alinmasi 6nemlidir.

TGK’nin AFM1’in ¢ig siit, 1s1l iglem gormiis siit ve siit bazl driinlerin
tiretiminde kullanilan siitler igin belirledigi en yiiksek limit degeri 0,05 pg/kg’dir [20].
Yogurt i¢in belirlenmis bir limit degeri bulunmamaktadir. AB kriterlerine gore de
AFM1’in siitte bulunabilecegi en yliksek limit degeri 0,05 png/kg olarak belirlenmistir.
Tiirkiye’de ve diger iilkelerde yapilan c¢alismalarda yogurt icin hem TGK hem de AB
tarafindan siit i¢in belirlenmis olan 0,05 pg/kg=50 ng/kg limit degerinin esas alindigi
gorilmektedir [22, 23, 25, 73-75].
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