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ARASTIRMA

Elazig’da Uretilen inek Siitlerinde Aflatoksin M1 Diizeylerinin
HPLC ile Arastirilmasi

Bu galismada; Elazig merkez ve merkeze bagli kdylerden temin edilen sigir sit numunelerinde,
insan sagligi agisindan guglu toksik etkiye sahip Aflatoksin M1 (AFM1) diizeylerinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Elazig’da faaliyet gésteren 30 sut Uretim isletmesinden elde edilen toplam 60 adet
siit numunesi, tek kullanimlik temiz kaplarda ve soguk zincirde taginmak suretiyle, Elazig il Gida
Kontrol Laboratuvarina getirilerek burada High Performance Liguid Chromatography (HPLC)
araciligiyla, AFM1 duizeyi yoninden analiz edilmistir. Yapilan analiz neticesinde 60 adet ¢ig sut
numunesinin 16’sinin (%27) AFM1 igermedigi, 36’sinin (%60) yasal sinirlar iginde AFM1 igerdigi ve
geri kalan 8’inin (%13) ise yasal sinirlarin Ustinde AFM1 igerdigi tespit edilmistir. Sonug olarak,
ciftliklerde veya kuguk aile isletmelerinde Uretilen sitlerin tiketime sunulmadan énce kontrollerinin
dizenli olarak yapilarak icerdikleri AFM1 basta olmak Uzere tim mikotoksin iceriklerinin
belirlenmesi toplum saghgi acisindan hayati 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, HPLC, Siit

Determination of Aflatoxin M1 Levels in Cow Milk by HPLC Samples Produced in
Elazig

In this study; It was aimed to determine the Aflatoxin M1 (AFM1) levels which have strong toxic
effect on human health in cattle milk samples obtained from Elazig and its central villages. A total
of 60 milk samples obtained from 30 dairy farms in Elazig were brought to the Elazig Provincial
Food Control Laboratory by carrying them in disposable clean cups and under the cold chain where
they were analysed in terms of AFM1 level via High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
As a result of the analysis, it was determined that the 16 samples (60%) of 60 raw milk samples did
not contain AFM1, 36 (60%) samples contained AFM1 within legal limits and the remaining 8
samples contained AFM1 above the legal limits. As a result, it is vital for community health to
identify all mycotoxin content, especially AFM1, that the milk produced in farms or small family
businesses is regularly checked before serving for consumption.

Key Words: Aflatoxin M1, HPLC, Milk

Girig

Mikotoksinler; uygun olmayan sartlarda (Uretilen veya depolanan yem
hammaddeleri veya Urinlerinde tek hicreli mantarlar tarafindan uretilen ve bu besinleri
tuketen hayvan veya insanlarda zehirlenmeler ile 6lime yol acabilen toksik bilesiklerin
genel adidir (1). Mikotoksin terimi, Grek¢ce mantar anlamina gelen myco ve zehir
anlamindaki toxin kelimelerinin birlestiriimesinden tiretilmis olup, sebep olduklar
zehirlenmelere mikotoksikozis adi verilmektedir (2). Yapilan bir arastirmada (3);
mikotoksin Ureten kif sayisinin giinimizde yaklasik olarak 350 civarlarinda oldugunu
ve bunlarin 300 gesitten fazla mikotoksin sentezleyebildikleri belirlenmisgtir.

Sit ve sit drinlerinde bulunan en 6nemli mikotoksinler; Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius tarafindan uretilen aflatoksinlerdir (4, 5).
Ultraviyole altinda mavi floresans veren iki bilesen, Aflatoksin B1 ve Aflatoksin B2 olarak;
sari-yesil floresans veren iki bilesen ise Aflatoksin G1 ve Aflatoksin G2 olarak
tanimlanmustir (6, 7). Ayrica, Aflatoksin iceren yemleri tiketen hayvanlarin sitlerinde bu
toksinlerin bir turevinin daha salgilandidi ortaya ¢ikmis ve sitte bulunmasindan dolayi
buna sut toksini anlamina gelen Aflatoksin M adi verilmistir (8).

Aflatoksinlerin halk sagligi Uzerine olumsuz etkilerinin ortaya c¢ikmasiyla, 19
Haziran 1993 yilinda Diunya Saglhk Tegkilatina (WHO) baglh olan, Uluslararasi Kanser
Arastirma Kurulusu (IARC) ile birlikte harekete gecilmis ve AFB1 birinci dereceden,
AFM2 ikinci dereceden kanserojen madde grubuna alinmistir (9).

Toksin olugumu ortam rutubetinin %50-60’in Gzerinde oldugu, gida rutubetinin 0.70
aw'in Uzerine ¢iktigr sartlarda kif mantarinin optimal Ureme sartlarina kavusmasi ve
mikotoksin Uretmesi ile olugur (10). Optimal Gremesi sicaklik derecesi; 35-38 °C olup, en
fazla toksin sentezledikleri sicaklik ise 25 °C ile 30 °C arasidir (11). Kufler pH 2.1-11.2
gibi genis bir aralikta Ureyebilmelerine karsin; optimum seviyede aflatoksin pH 6.0’da

" Bu galisma birinci yazarin yiiksek lisans tezinden &zetlenmis olup Firat Universitesi Bilimsel
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meydana gelir (12). Ortamda oksijen yogunlugunun
%45'den %1’e kadar dusirilmesi veya karbondioksit
yogunlugunun %20’dan daha yukarilara c¢ikartiimasi
toksin olusumu igin en uygun ortamdir (13). Sutte yuksek
miktarlara ulasabilen AFM1 dizeylerinin, cesitli isleme
teknikleri ile ne derece azalabilecedinin incelenmesi
sirasinda pastdrizasyon, sterilizasyon, buharla muamele
etme, firnda pisirme, sodutma ve dondurma gibi
islemlere dayanikh oldugu ve bu islemlerden énemli
dizeylerde etkilenmedigi bildirilmistir (14, 15). Aflatoksin
dlzeylerinin belirlenmesinde; Enzyme-linked 1mmuno
sorbent assay (ELISA), gaz kromatografisi, ince tabaka
kromatografisi, ylksek basingh sivi  kromatografisi
yontemleri ve teknige bagli olarak kutle
spektrometresinden yararlaniimaktadir (16, 17). AFM1,
AFB1 in toksik olan metabolitidir (18). Karaciger ve
kaslar olmak lzere yumusak dokulara dagilirlar. Perifer
kanda bulunan toksinlerin biyik ¢odunlugu karacigerde
birikir (19).

Aflatoksinler, insan ve hayvanlarda karsinojenik
(karaciger, kolon ve bdbreklerde kanser olusumu),
mutajenik AFB1 (en mutajen mikotoksindir), teratojenik
(protein sentezinin inhibisyonu, canlilarda sakat veya 6li
dogumlar), hepatotoksik (karacijerde yaglanma, soluk
renk, nekroz, kanamalar, sarilik ve siroz) etkileri yaninda
bdbreklerde fonksiyon bozukluklari, immun sistemde
zayiflama ve interferon olusumunu azaltarak, genel
durum bozuklugu ve verim disukligine neden
olmaktadirlar (20, 21). Ayrica Reye sendromu,
kwashiorkor, ¢cocukluk dénemi sirozu, kisirlik, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, kronik mide yangilan ve bazi
solunum yolu hastaliklarina da neden olmaktadirlar (22).
AFM1, AFB1 yemle alindiktan sonra %70-75’lik kismi ilk
24 saat igerisinde digki, %15-20’lik kismi idrar ve geri
kalan kismi ise degismeden veya turevleri halinde sutten
atilmakta olup, diski, idrar ve sitle atilmayan kismin
takriben %5 civarlarinda  karacigerde  biriktigi
bildirilmektedir (23). Hayvan vucuduna alinan AFB1, 6-
24 saat iginde siitte tespit edilmekte, 12-48 saat iginde
en ylksek duzeyine ulasmakta ve AFB1 alimi kesildikten
72-96 saat sonra siitte azalmaktadir (24, 25).

AFM?’in sit ve sut Grinleri miktarlarindaki bulunma
dizeylerinde Ulkeler ve (lkelerin cografi konumlarina
g6re buylk farkliliklar tespit edilmistir (26). 2016 yilinda
Malezya’da yayinlanan bir ¢alismada (27), 53 adet st
ve st drlGnlerinden olusan numunelerden 19’'unun
(%35.8) AFM1 icerdigi, 4 (%7.5) adet numunesinin ise
yasal sinirlarin Gzerinde oldugu tespit edilmistir. 2015-
2016 yillarinda italya’da yapilan bir galismada (28), 416
¢ig sut numunesinin 51’inin (%12.3) AFM1 yasal sinir
dizeyi olan 0.05 pg/L Uzerinde AFM1 igerdidi tespit
edilmistir. Mardin ilinde 2016 yilinda yapilan arastirmada
(29), 48 adet ¢ig sut numunesinden 26’sinin AFM1
icerdigi ve bunlarin da 18'inin yasal limitler Uzerinde
oldugu belirlenmistir. Kayseri ve kdylerindeki inek
sutlerinde AFM1 seviyelerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan g¢alismada (30) ise, 90 ¢ig sut 6érneginden ELISA
yoéntemi kullanarak c¢aligiimis olup; Turk Gida Kodeksi'ne
g6re numunelerin  63'Untn  (%70) yasal sinirlarin
Uzerinde oldugu tespit edilmistir. Trakya bdlgesinde
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yapilan bir calismada (31), 135 adet ¢ig st numunesinin
116’sinin (%86) AFM1 icerdigi tespit edilmis olup, AFM1
bakimindan pozitif ¢ikan Orneklerden sadece 1’inin
(%0.74) yasal sinirlarin uUzerinde oldugu, AFM1 iceren
numunelerin  0.001-0.068 pg/L arasinda degistigi
saptanirken, genel ortalama 0.008 pg/L olarak
bulunmustur.

Mikotoksin cesitleri arasinda hayvan turleri ve
insanlar icin zehirli olmalari, ayinm gézetmeksizin her
cesit yem ve besin maddelerinde yaygin kirlenmeye yol
acmalari, bir ¢ok hayvan tirinde ve insanlarda
karsinojenik olmalari, kufli yemleri yiyen hayvanlarin et
ve sut gibi Urlnlerinde kalintilarina rastlanmasi gibi
sebeplerle, aflatoksinler; halen yogun bicimde arastirilan
en 6nemli mikotoksin grubunu olusturmaktadir. Yapilan
bu calismada, Aflatoksinli yemlerle beslenen evcil
hayvanlardan elde edilen sutlerin, neden olmasi
muhtemel saglik risklerinin ciddiyetine bagli olarak,
Elazi§’da bu konuda yapilmis bir galismaya literatirlerde
rastlanmamasi sebebiyle; bu sutlerin kontroliine dikkat
¢ekmek amaciyla Elazig'daki 30 farkli st isletmesinden
temin edilen 60 adet ¢ig siit numunesinde Aflatoksin M1
dizeylerinin belirlenmesi amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem

Aragtirmada Elazi§ merkeze bagh 22 kdyden st
Uretimi yapan, en az 20 blylkbas ve uzeri hayvan
bulunduran, 30 ayr isletmeden, her isletme basina 2
Oornek olmak Uzere, her hayvandan bireysel veya sit
toplama tankindan toplam 60 adet ¢ig sut 6rnegi AFM1
varhgi ve miktari yoninden analize tabi tutulmustur.
Nisan—Mayis aylarinda toplanilan  Ornekler, tek
kullanimlik temiz kaplarda ve soduk zincirde tasinmak
suretiyle getirilerek Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
Elazi§ il Gida Kontrol Laboratuvarinda AFM1 yéniinden
Japonya menseli, Shimadzu marka Yiksek Basingli Sivi
Kromatografisi cihazi kullanilarak Ts En Iso 14501
yontemi ile analiz edilmistir. Her isletmeye ait st
ornekleri ayri ayri kaydedilerek, analiz sonrasi elde
edilen AFM1 dulzeyleri, Tirk Gida Kodeksi Fermente St
Uriinleri Tebliginde belirtilen 0.01 pg/L — 0.05 ug/L yasal
sinirlar kapsaminda deg@erlendirilmistir (32). Calismanin
bulgulari tanimlayici istatistiklerle (frekans ve ylzde)
ifade edilmistir. Calisma sonrasi elde edilen bulgulardan
hareketle hesaplanan post-hoc analizine gére gug 0.82
olarak elde edilmis ve analizi yapilan 60 6rnek
blyUkligu  istatistiksel gl¢ bakimindan yeterli
bulunmustur.

Bulgular

Analizi yapilan 60 adet ¢i§g sit numunesinin
16’sinin (%27) yasal sinirlarin altinda AFM1 icerdigi,
36’sinin (%60) yasal sinirlarin iginde AFM1 icerdidi ve
geri kalan 8’inin (%13) ise yasal sinirlarin Ustlinde AFM1
icerdigi tespit edilmistir (Sekil 1).

Analizi yapilan 60 adet ¢i§g sit numunesinin
36’sinin yasal sinirlar iginde oldugu bunlarin 24°iGndn
(%67) 0.01 pg/L — 0.02 pg/L arasinda oldugu, 10’'unun
(%28) 0.02 pg/L — 0.03 pg/L arasinda oldugu 2 (%5)
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tanesinin 0.03 pg/L — 0.04 pg/L arasinda oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 2).

Analizi yapilan 60 adet ¢ig siut numunesinin 8’inin
yasal sinirlarin Gzerinde AFM1 bulundurdugu bunlarin
5’inin (%62) 0.06 pg/L — 0.07 pg/L arasinda, 2’sinin
(%25) 0.07 pg/L — 0.08 pg/L arasinda, 1’inin (%13) ise
0.08 pg/L ve Uzerinde AFM1 igerdigi tespit edilmistir
(Sekil 3).

40
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Yasal Sinirlarin icinde ~ Yasal Sinirlarin Ustiinde
(0.01-0.05 ppb) (0.05 ppb>)

Yasal Sinirlarin Altinda
(<0.01 ppb)

Sekil 1. 60 adet ¢ig st numunesindeki AFM1 miktarinin
dagihmi

M0.01 pg/1 - 0.02 pg/1
m0.02 pg/1 - 0.03 pg/1
|

0.03 pg/1 - 0.04 pg/1

Sekil 2. 36 adet ¢ig st numunesindeki AFM1 miktarinin
analizi

0.06 pg/1-0.07 pg/1
0.07 pg/1-0.08 pg/1

0.08 pg/1-

Sekil 3. 8 adet ¢ig sut numunesindeki AFM1 miktarinin
analizi

Tartigsma

insanoglunun en énemli besin kaynaklarindan biri
olan st igerdigi minareller ve vitaminler bakimindan
oldukga zengin besleyici degeri yliksek olan vazgegilmez
bir besin kaynagidir. Kufli, bozuk diye tabir ettigimiz
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AFB1 iceren yemlerle beslenen hayvanlarin sutlerinde,
AFMB7’in hidroksi tirevi olan AFM1 diye tanimlanan
mikotoksin bulunmaktadir. Sitlerde bulunan AFM1
miktari ile yemlerde bulunan AFB1 arasinda dogrusal bir
iliski bulunmaktadir. Sitlerde bulunan AFM1’in asil
kaynagi yemlerde bulunan AFB1’dir (33). AFM1 igeren
sutlerin kullaniminin, insan ve hayvanlar igin toksik,
mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkilere neden
oldugu bilinmektedir (34).

Sit ve sut urlnlerinde aflatoksinlerin varligr ve
seviyelerini tespit etmek icin HPLC, TLC ve ELISA
yontemleri kullaniimaktadir (35, 36). AFB1 iceren yemleri
tiketen  hayvanlarin  sitlerinde  olusan  AFMA1
pastdrizasyon, sterilizasyon, kurutma, sogutma,
dondurma gibi islemlerle ya da sutin cesitli Grunlere
donustirilmesi ile yok edilememektedir. AFM1 ile
kontamine  olmus  Urinin igerdigi  aflatoksinin
detoksifikasyonu i¢in yapilan uygulamalar, bisdlfitlerle
muamele veya ultraviyole 1sigina maruz birakma gibi
bazi yontemlerle pargalama islemlerinden ibarettir. Bu tip
islemler, hem pahali hem de tliketime sunulacak urinler
Uzerinde bir takim olumsuz etkilere neden oldugundan
toplum saghgi ve ticari agidan uygun degildir (37).

Sit ve sut drinlerinde AFM1  varlidinda
mevsimlere bagl bir cesitlilik oldugunu bildirmektedir.
Kig aylarinda hayvanlarin ¢ogunlukla karisik yemlerden,
yaz ve bahar aylarinda ise daha ziyade dogadan istifade
etmeleri  nedeniyle, soguk mevsimlerde sicak
mevsimlere gbére daha yuksek oranda AFM1e
rastlandigini  ifade etmektedirler. Dolayisiyla ki
aylarinda 6zellikle kot depolama sartlarinda muhafaza
edilen yem bitkilerinin hayvanlara yedirilmesi sirasinda
azami dikkat gerekmektedir. Hayvan beslemede son
doénemlerde aktif bir sekilde kullanilan dogal toksin
baglayicilarin (sodyum bentonit,polimerik glucomannans
vb.), absorbsiyon yeteneklerinin arttirimasi ile ilgili
aflatoksin zehirlenmesi acisindan hayati 6énem arz
etmektedir (38). Bununla birlikte hayvanlar ve insanlarda
alinan toksinlerin alim suresi, sikligi ve dozaji
zehirlenmelerin  ortaya ¢ikmasi acisindan, st
hayvanlarina verilen yemlerin iyi kontrol edilmesi ve
yemlerde bulunmasina izin verilen AFB1 miktarinin daha
asagilara disirilmesi zorunludur. Ulkemizde yemler igin
izin verilen AFM1 limit diizeyi karma yemlerde 20 ppb,
yem hammaddelerinde ise 50 ppb olarak belirlenmistir
(39). Ozellikle bebek ve gocuklarda siit ve siit riinleri
kullanim sikligi g6z o6nitne alindiginda toksikasyona
bagl olmak Uzere meydana gelebilecek hastaliklarin
o6nine gecmek toplum saghdr acisindan oldukca
dnemlidir (40). Ozellikle sit ve sit driinlerinde AFM1 in
bulunmasina izin verilen degerler; Ulkemizde 0.05 ppb
belirlenmis olsa da, Almanya ve Isvigre iilkelerindeki gibi
0.01 ppb degerlerine gekilerek olusabilecek problemlerin
onine bir nebze de olsa gegilebilecegi dustinilmektedir.
Bunun yaninda hem yem bitkilerinde hem de st ve st
ve Urunlerinde yasal limit dlzeylerinin denetim ve
kontrollerinin siklikla yapilmasi ve kufli yem satimi ve
kullaniminin 6niine gecilmesi gerekmektedir. Bu tarz
isletmelere  adir cezai yaptirmlar uygulanmali,
uUreticilerin Uretim sureglerinde aflatoksin olusumunu
nasil engelleyebilecekleri, tlketicilerin ise tlkettikleri
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gidalarda aflatoksin bulunmasi halinde ne gibi zararli
etkilere maruz kalacaklari hususunda bilgilendirilmeleri
gerekmektedir. Bu konuda Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi, Saglik Bakanligi, Universiteler ve Sivil Toplum
Orglitleri ig birligi yaparak hem denetim hem de
bilinglendirme konusunda c¢alismalar yapmasi halk
sagligi agisindan zorunludur.

Nitekim yapillan bu calismada Elazig ilinde
toplanan 60 ¢ig sut numunesinin 8 tanesinin belirlenen
limitlerin Gzerinde olup 0.06-0.08 ug/L arasinda AFM1
icerdigi gortlmektedir. Bu sitlerin 06zellikle ¢ocuklar
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tlketilmesi durumunda kanser basta olmak Uzere,
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pthtilasma bozukluklari vb. bircok saglik risklerine neden
olmas! kaginilmazdir. Bu sebeple, ciftliklerde ve kuguk
aile isletmelerinde Uretilen sitlerin 6zellikle toplama
merkezleri araciligiyla rutin kontrollerinin dizenli olarak
yapilarak tuketime sunulmadan o6nce icerdikleri AFM1
basta olmak Uzere tUm mikotoksin igeriklerinin
belirlenmesi toplum saghdi acisindan hayati 6nem
tasimaktadir.
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