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KABUL VE ONAY



ONSOZ

Mikotoksin olusturan mantarlar diinyanin her tarafinda bulunurlar.
Mikotoksinli gida maddeleri, iilkemizde oldugu gibi bircok iilkede de insan sagligi
acisindan biiyiikk sorun olarak degerlendirilmektedir. Giinliikk yasantimizda sik
goriilen ve hemen hemen her ¢esit gida maddesinde iireyebilen kiifler, son yillarda
izerinde 6nemle durulan bir arastirma konusu olma 6zelligini tasimaktadir. Her cesit
gida maddesinde iireyebilen kiifler, kalintilar vasitasiyla halk sagligi {iizerinde
dogurabilecekleri olumsuzluklar bakimindan giiniimiizde en c¢ok ilgi duyulan konular

arasinda yer almaktadirlar.

Insanlarda ve hayvanlarda karsinojenik, teratojenik, mutajenik ve zehirleyici
etkiye sahip aflatoksinler baslica Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius)

tiirii mantarlar tarafindan dogal olarak iiretilen sekonder metabolitlerdir.

Bu calisma ile, Afyonkarahisar ilinde dogum yapmis annelerden alinan siit

orneklerindeki AFM; diizeylerinin ELISA ile belirlenmesi amaclanmistir.

Yiiksek Lisans Tez c¢alismamin planlanmasinda ve her asamasinin
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OZET

Afyonkarahisar ilindeki Anne Siitii Orneklerinde Aflatoksin M, Diizeylerinin

Belirlenmesi

Bebek beslenmesinde anne siitiiniin 6nemi bilinmektedir. Aflatoksin M; (AFM;)

iceren anne siitleri bebek saglig1 agisindan biiyiik bir risk faktoriidiir.

Bu calismada, Afyonkarahisar’da bulunan farkli hastahanelerde dogum
yapmis annelerden, Eyliil 2005-Nisan 2006 tarihleri arasinda alinan 200 siit 6rnegi
kullanildi ve AFM| miktarlar 6l¢iildii.

Anne siitlerindeki AFM; ol¢iimleri icin yarismali ELISA kullamildi ve 200
anne siitii test edildi. Incelenen orneklerin 21 (%10.5)’i pozitif bulundu. Pozitif

orneklerde ortalama AFM| oram 8,45 pg/ml (5,66-12,53 pg/ml) olarak olc¢iildii.

Sonug olarak, anne siitlerinde saptanan AFM;’in bebek sagligi agisindan
onemli bir risk faktorii olabilecegi ve ayrica halkin gida giivenligi konusunda
bilgilendirilmesi ile anne siitlerine gida yolu ile gecen AFM; oraninin azaltilabilecegi

kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, Aflatoksin M, ELISA



SUMMARY

Determination of Aflatoxin M; Levels in Human Breast Milk in Province

Afyonkarahisar

Important role of human breast milk in infant nutrition is well known. On the other
hand, contamination of human breast milk with AFM, is considered as a potential

risk for children health.

In this study, two hundred human breast milk samples from different hospital
in Afyonkarahisar city were collected during 8 months (September 2005 to April
2006) and to determine the levels of AFM; in human breast milk from

Afyonkarahisar of Turkey.

The competitive ELISA was used to determine the presence and levels of
AFM; in 200 human breast milk samples were analysed. AFM,; was detected in 21
(10.5%) of all samples at median concentrations of 8.45 pg/ml (ranging from 5.66 to
12.53 pg/ml).

As a result, contamination of human breast milk with AFM, appears to be a
serious infant health problem in the city of Afyonkarahisar. The public should be
educated about storing food and the hazards of aflatoxin ingestion to reduce the

unacceptably frequent of aflatoxin in breast-milk.

Key Words: Human breast milk, Aflatoxin M;, ELISA



1. GIRIS

Uygun 1s1 ve nem altinda cesitli zehirli metabolitler iireten baz1 mantarlar (kiifler)
bulunmaktadir. Insan ve hayvan saghig igin zararli olan, mantarlar tarafindan iiretilen

bu metabolitler mikotoksin olarak adlandirilirlar (1).

1.1. Mikotoksinler ve Genel Ozellikleri

Mikotoksinler yem ve besin maddeleri ile alindiginda insan ve hayvanlarda
zehirlenmelere ve oliimlere yol agabilirler. Mikotoksin terimi mantar anlamina gelen
myco ve zehir anlamindaki toksin kelimelerinin birlestirilmesinden tiiretilmistir.
Insan ve hayvanlarda mikotoksinlerin sebep olduklar1 olaylar mikotoksin
zehirlenmesi (mikotoksikozis) olarak bilinir (2). Cevre, sosyal ve ekonomik
durumlarla, kiiflerin biiyiimesine katki saglayan meteorolojik (nem, 1s1) sartlar
birlestiginde endiistrilesmis ve gelismekte olan iilkelerin her ikisinde mikotoksikozis

olaylar ortaya cikar (3).

Mikotoksin olugturan mantarlar diinyanin her tarafinda bulunurlar. Gerek
sahada ve gerekse harmanlanma, depolanma, taginma ve hazirlanma safhalarinda,
ozellikle 1s1 ve rutubet olmak iizere, sartlar mantarlarin gelismesine uygun oldugu
takdirde, yem ve besinler mantarlarin istilasina ugrayarak, mikotoksinlerle
kirlenebilirler. Bu kirlenmeler gerek hayvan sagligi gerekse ekonomik isletmecilik
yoniinden, ayrica kalintilar vasitasiyla halk sagligi tizerinde dogurabilecekleri
olumsuzluklar bakimindan giiniimiizde en cok ilgi duyulan konular arasinda yer

almaktadirlar (2).

Mikotoksinler, mantarlar 6ldiikten sonra da yem ve besinlerde uzun bir siire
kalirlar. Bu maddelerde goriilebilir bir kiiflenme olmadiginda bile, mikotoksinler
tehlikeli diizeyde bulunabilirler. Pisirme ve isleme uygulamalar sirasinda, dzellikle
aflatoksinler basta olmak iizere, mikotoksinlerin énemli bir kisminin parcalanmadan

kalmasi1 konunun 6nemini daha da artirmaktadir (2, 4).



Mantarlar bitki veya hayvan hiicrelerinin yiizeyinde ya da i¢inde yasarlar ve
onlara lifli-tozlu bir goriiniis kazandirir ve bu durum besin veya yemlerin kiiflenmesi
olarak bilinir. Besin veya yem maddesindeki mantar sayisina gore de o maddenin
kalitesi hakkinda az cok fikir yiriitiilebilir. Buna gore 1 g’indaki toplam mantar
sayist 5.000’e kadar olan besin veya yem hammaddeleri son derece iyi; 5.000-50.000
arasinda olanlar iyi; 50.000-500.000 arasinda olanlar orta; 500.000’in iizerinde
olanlar ise zayif kaliteli ve son derece tehlikeli olarak kabul edilirler. Bunlardan iyi
kalitede olanlar depolandiklarinda asir1 kiiflenme ve mikotoksinle kirlenme tehlikesi
tasirken; 1 g besin veya yemdeki mantar sayist 1.000.000’u astiginda ise kiiflenme
gozle goriilebilir hale gelir. Mantar sporlart hava ve su ile yayilarak kiiflenme
meydana getirir. Sporlar ¢cogalmalarina uygun olmayan sart veya yerlerde yillarca
canli kalabilirken; c¢ogalmalarin1 tesvik eden ortamlarda cok hizli bir sekilde
tireyerek besin ve yem maddelerinin kiiflenmelerine ve mikotoksinlerle

kirlenmelerine yol agmaktadirlar (2).

Giliniimiize degin varligt ortaya konmus mantar tiirlerinden 220-225
kadariin mikotoksin olusturdugu, 20-25 dolayinda mikotoksin grubunun da besin
ve yemlerde dogal olarak bulundugu tespit edilmistir. Mikotoksinlerle kirli yemleri
yiyen hayvanlardan elde edilen besinlere gecen ve bu sekilde son tiiketici
durumundaki insanlara kadar ulasabilen kalintilar1 vasitasiyla halk sagligi agisindan
biiyiik tehlike olusturlar. Giiclii zehir etkisi yapmalarimin yaninda, bazi
mikotoksinlerin son derece giiclii karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve bazilarinin

da Ostrojenik etkileri vardir (2, 4).

Dogal kirletici olarak besin ve yemlerde bulunabilen, insan ve hayvanlarin
sagligi yoniinden 6nem tasiyan mikotoksinlerden bazilar1 sunlardir: aflatoksinler,
okratoksinler, zearalenon, sitrinin, patulin, kojik asit, sterigmatosistin,
trikotesenler, PR toksin, slaframin, penisillik asit, sporidesmin, ergot alkaloidleri,
streoviridin, alternariol, tenuazonik asit, rubratoksinler, sikloklorotin, luteoskirin,
rugulosin, tremorin A, okzalik asit gibi (2, 4). Mantarlarin baslica toksijenik tiirleri ve

onlarin sentezledikleri mikotoksinleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir (2, 5, 6).



Gegmis yillarda mikotoksikozis olgular1 ispat edilebilmesine ragmen, A.
flavus ile kirlenmis yer fistig1 tiikketilmesinden sonra safra kanallarinda hiperplazi ve

akut karaciger nekrozundan 100.000 hindinin 6ldiigii 1960’a kadar yogun mikotoksin

arastirmalar yapilmamistir (5, 6).

Cizelge 1.1: Baglica toksijenik mantar tiirleri ve 6nemli mikotoksinler (2, 5, 6).

Mantar Tiirleri Mikotoksinler
Aspergillus flavus; A. parasiticus; Penicillium puberulum Aflatoksinler
A. flavus Siklopiazonik asid
A. ochraceus, P. viridicatum; P. cyclopium Okratoksinler
A. clavatus; P. patulum; P. expansum Patulin
Fusarium culmorum; F. gramineatum; F. sporotrichioides Deoksnivalenol

F. roseum; F. sporotrichioides; F. poae; F. nivale
F. sporotrichioides; F. graminearum, F. poae

F. culmorum; F. graminearum, F. roseum

F. moniliforme

Acremonium coenophialum; Claviceps purpurea
A. lolii; Acremonium loliae

Phomopsis leptostromiformis

P. rubrum

A. ochraceus

P. citrinum

Sporidesmium bakeri (Pithomyces chartarum)

Trikotesenler (T-2 toksin)
Diasetoksiskirpenol
Zearalenone (F-2 toksin)
Fumonisinler

Ergot alkaloidler
Lolitrem alkaloidler
Fomopsinler
Rubratoksinler

Penisillik asit

Sitrinin

Sporidesminler

Tim hayvan tiirleri ve

insanlarda zehirlenme yapabilmeleri,

ayrim

gostermeksizin hemen her cesit besin ve yemde kirlenmeye yol agmalari, maymunlar
da dahil pek cok hayvan tiiriinde karsinojenik olmalar1 ve kiiflii yemleri yiyen
hayvanlarin et, siit, yumurta gibi iiriinlerinde kalintilarina rastlanmasi sebepleriyle,
aflatoksinler halen insanlarda, epidemiyolojik olarak karsinojen olabilmeleri basta
olmak iizere, yogun bicimde arastirilan en énemli mikotoksin grubunu teskil ederler
2).

Kiiflenmeyle besin maddeleri ve yemlerde, gozle goriilebilir renk ve sekil

degisiklikleri yaninda, ortamda iireyen mantar topluluguna bagli olarak gelisen



enzimatik ve kimyasal tepkimeler sonucu hizla bozulma baslar. Boylece, besin ve
yemler su ve kuru madde kaybederler; basta nisastali maddeler ve yaglar olmak iizere
besin unsurlar1 parcalanir, besleyici ve enerji degerleri azalir ve teknolojik
ozelliklerini kaybedebilirler. Mikotoksinlerin bu besinleri tiiketen hayvanlarda ve
insanlarda siklikla zehirlenmelere sebep olduklart bilinmektedir. Evcil hayvanlar
mikotoksinlerle bulagmis yemlerle beslendiklerinde sadece kendileri mikotoksinlerle
kirlenmekle kalmay1p bu tiir zehirleri et, siit, yumurta gibi iiriinleriyle dolayli yoldan

insanlara da yansitirlar (4, 7).

Mikotoksinler insan ve hayvanlarda ciddi zehirleyici etkiler olustururlar.
Mikotoksinlere bagli siddetli mikotoksisite; alinan zehirin miktari, yas, beslenme
durumu, kisinin viicut direnci ve diger kimyasal maddelerle sinerjizm gibi durumlara
bagh olarak olusmaktadir. Mikotoksinler insan ve hayvanlarda belirli hastaliklara
sebep olurlar. Insanlarda zehirlilik belirtisi mantar tiirlerine gore degisiklik gosterir.
Baz1 mikotoksinler akut toksik etkili, bazilar1 belirli kanser tiirlerinden sorumlu

olmasi1 nedeniyle, beslenme ve gida giivenligi konular1 son derece 6nem tasimaktadir

Q).

Besinlerden kaynaklanan cok cesitli zehirleyici faktorler arasinda mantar
invazyonlar1 ve dolayisiyla mikotoksinlerden ileri gelen yem ve besin kirlenmeleriyle
sikca karsilagilmaktadir. Bu kirlenmelerin neden oldugu olaylar gerek toplum sagligi
gerekse hayvan sagliglr ve ekonomik isletmecilik yonlerinden giiniimiizde {izerinde
en ¢ok durulmasi gereken konuyu olusturmaktadir. Son yillarda, insanlarda goriilen
karaciger kanseri olgulariyla kiiflenmis besin tiiketimi arasinda sebepsel bir iligki

bulunabilecegine iliskin goriisler giderek yayginlagsmaktadir (2, 6).

1.2. Mikotoksinlerin Etki Sekilleri

Mikotoksinler dogrudan veya metabolik degisiklikler sonucu olusan metabolitleri

araciligiyla etkilerini olustururlar. Bunlar; DNA kalibt ile etkilesim; kalip ¢ikmast,

yazimi ve ¢evirisinin engellenmesi; hiicre zar1 gecirgenliginin degistirilmesi; hiicre



solunumunun etkilenmesi ve hormonal etkidir (2).

Mikotoksinler ve DNA kalib1 arasindaki etkilesmeler sonucu DNA’da bilgi
aktarim sirast degiserek, bilesiklerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin dogmasina
sebep olarak, protein sentezini degisik asamalarda bozabilirler. Aflatoksinler
DNA’dan mRNA sentezini, patulin gibi bazi mikotoksinlerde RNA polimerazin
etkinligini bozarak etki ederler. Aflatoksin B; (AFB;) ve patulin RNA sentezi ve
zincir uzamasi asamalarini, trikotesenler ise ribozomun gorevini bozarak protein
sentezine mani olurlar. Sitrinin, rubratoksinler ve moniliformin gibi baz
mikotoksinler hiicre zarinin gecirgenligini degistirerek etki ederler. Mikotoksinlerin
cogu hiicrelerde karbonhidrat metabolizmasim1 bozmak suretiyle, aflatoksinler basta
olmak {iizere sikloklorotin, rubratoksin, sitrinin ve trikotesenler glikojen ve yag
metabolizmasin1 bozmak suretiyle etki ederler. Bazi mikotoksinler oksidatif
fosforilasyon zincirini etkilerken, zearalenon gibi bazi mikotoksinlerde canlida,

Ostrojene benzer bir sekilde, 6strojen reseptorlerine baglanarak etkilerini olustururlar

Q).

1.3. Aflatoksinler ve Ozellikleri

Insanlarda ve hayvanlarda karsinojenik, teratojenik, mutajenik ve zehirleyici etkiye
sahip aflatoksinler baslica Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius) tiiri
mantarlar tarafindan dogal olarak iiretilen sekonder metabolitlerdir (4,8,9).
Aflatoksin terimi; AFB;, AFB,, AFG;, AFG,;, AFM, ve AFM, diye bilinen 6 ana
bilesigi kapsamaktadir. A. flavus sadece aflatoksin B’yi iiretirken, A. parasiticus ve

A. nomius ise aflatoksin B ve G’yi tiretirler (2, 6, 10, 11).

Etki giiclerine gore azalan siralama AFB;>AFG;>AFB,>AFG, seklindedir.
AFB; ve AFM;’in yiiksek derecede hepatotoksik, mutajenik ve karsinojenik riske
sahip oldugu deneysel olarak da gosterilmistir. Aflatoksinler arasinda en giiclii

hepato karsinojenik ve en zehirli olan AFB,’dir (2, 6, 12).



Aflatoksin bilesiklerinin isimlendirilmesinde ultraviyole (UV) 1s1ik altinda
yaydiklar floresans ve siitle ¢ikarilma durumu esas alinmigtir. B (blue) serisindekiler
UV 151k altinda mavi, G (green) serisindekiler ise yesil floresans yayarlar. AFB; ve
B, ile kirlenmis besinlerin ve yemlerin insanlar ve hayvanlar tarafindan
titketilmesiyle siit ve siit iirlinlerine gegebilen metabolitlere siit (milk, M) toksinleri
ad1 verilmistir. Aflatoksin M; (AFM,) ve AFM,, sirasiyla, AFB; ve AFB, nin siitle

atilan metabolitleridir. (1, 6, 8).

Laktasyon donemindeki hayvanlar ve insanlar AFB; ile kontamine
yiyeceklere maruz kaldiklarinda, alinan AFB,; sitokrom P450 enzimi tarafindan
hidroksilasyona ugratilarak metabolit halinde AFM; olarak siitle atilmaktadirlar (9,
13-17).

AFB, biyotransformasyon sonucu kendisinden 10 kez daha az karsinojenik
etkiye sahip olan AFM;’e doniistiiriilir. (18). AFB;’in ilk alinmasindan 12-24 saat
sonra siitte AFM; saptanabilir. AFB; alinmasi durduruldugunda, siitteki AFM;
diizeyi azalarak 72 saat sonra belirlenemeyecek diizeylere ulagmaktadir (1, 19).
AFB,| alinmasi ile siitle ¢ikarilan AFM; arasindaki oran %1-3 arasinda belirlenmistir
(1, 20), ancak bu oran Veldman (21) ve Pitet (22) tarafindan % 6 olarak rapor
edilmistir. Genel olarak hayvan yemlerinde bulunan Aflatoksin B;’in %0,3-6,2’sinin
site gectigi belirtilmektedir (9). Kaya (23), inceledigi 38 ¢ig siit Orneginin
%5,7’sinde 0,0004 ppm diizeyinde AFM,; bulundugunu rapor etmistir. Ozdemir
(24), analiz edilen 110 keci siitii 6rneginin 93 (%84,54)’tinde farkli diizeylerde
(5,16-116,78 ng/LL) AFM; bulundugunu bildirmistir.

AFB|, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansina gore 1A sinifi kanser maddesi
olarak siniflandirilirken, AFM; 2B simif1 (insanlar i¢cin muhtemel kanser maddesi)

olarak belirlenmistir (25).

Mantarlarin gelismesi ve aflatoksin sentezlemeleri ortam ile yem ve besin
maddelerinin rutubet icerigi, 1s1, havalandirma, tane besinlerde mekanik hasar,

pH ve diger bircok faktore bagimlilik gosterir. Bunlar i¢cinde en 6nemlileri ortamin



15181 ve rutubet ile besin ve yemlerin nem icerigidir.

Rutubet c¢esitli driinlerde, ozellikle Aspergillus tiirleri olmak iizere,
mantarlarin iiremeye bagladiklant kritik nem orami genellikle %9 ve yukansidir.
Aflatoksin olusturan mantarlar, 12-40°C arasinda (6zellikle 24-32°C) ve >%15
rutubet iceren, basta misir, pamuk tohumu ve yer fistig1 olmak {izere, hemen her cesit
tahillar, yem ve yem ham maddeleri ile besinlerde kolaylikla tireyerek mikotoksin
sentezlerler. Normal 1silarda son derece dayanikli olan aflatoksinlerin tiimiiyle
parcalanmalart i¢in 300°C’nin iizerindeki sicakliklara gerek vardir. Bu sebeple,

pastorizasyon ile siitlerdeki aflatoksin miktarinda azalma olmaz (2).

Yem ve besinlerle alinan aflatoksinler sindirim kanalindan sinirh 6lgiide
emilirler. Dolagima gecgen toksinler plazmadan ¢abuk ayrilirlar, baglica karaciger ve
kaslarda dagilim gosterirler. Viicuda giren AFB;’in %85-90’1 ilk 24 saat i¢inde disk1
(%75°1), idrar (%15-20’si) ve siitle degismemis metabolitleri halinde atilir. Digkiyla
bu olgiide atilmasi agizdan alinan toksinin sindirim kanalindan simirh oOlgiide
emildigini gosterir. Aflatoksinler viicutta ¢esitli metabolik degisiklige maruz kalirlar.
AFB; molekiilii C4’de hidroksillenerek AFM; sekillenir; aym tepkimeye AFG;
molekiilii de maruz kalir ve AFGM; olusur (2).

Aflatoksinler dogrudan etkili degildirler, karacigerde ugradiklarn metabolik
degisiklikler sonucunda olusan AFB;-8,9 epoksit tiirevleri ile etkili olurlar. Klinik
olarak zehirli ve karsinojenik etkileri hemen tiimiiyle bu etkin metabolitleri ile
ilgilidir. Sekillenen epoksit tiirevleri 6zellikle karacigerdeki DNA, stoplazmadaki
steroid hormon reseptorleri, enzimler gibi bir¢ok biiyiik molekiile kovalent olarak
baglanirlar. Steroid hormon reseptorlerine baglanmalari ribozomlarda bozulmalara
yol acabilir. Etkin aflatoksin molekiilleri DNA ve RNA polimerazlarin etkinligini
hizli sekilde engelleyerek protein ve enzim sentezi azalir. Ayrica aflatoksinler

bagisiklik sistemi, seker, enerji ve yaglarin metabolizmasini da etkilerler (1, 2, 9, 26).

Siit ve siit iirtinleri, basta cocuklar olmak iizere insanlarin beslenmesi igin

esastir. Bu nedenle bir¢ok tilkede oldugu gibi iilkemizde de, siit, peynir ve diger siit



tiriinlerindeki AFM; icin tolerans limitleri onceden belirlenmistir. Avrupa Birligi ve
Codeks Alimentarius, kurutulmus veya islenmis siit tiriinleri ile siv1 siitte AFM;’in
maksimum diizeylerinin 50 ng/kg’t asmamasi gerektigini belirtmistir (27).
Amerika’da ise siitteki AFM; diizeyinin 500 ng/kg’dan daha yiiksek olmamasi
gerektigi belirtilmistir (28). Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne gore siit
ve triinlerinde 0.05 ppb (50 ng/l), bebek mamalarinda 0.02 ppb (20 ng/l) maksimum
limittir (29). Farkh iilkelerdeki baz1 gidalarda bulunan AFM; limitleri Cizelge 1.2°de
verilmistir (2, 11). Ulkemizdeki baz1 gidalar igin Tiirk Gida Kodeksi tarafindan kabul
edilen aflatoksin limitleri de Cizelge 1.3’te gosterilmistir (29). Bir c¢ok iilke
tarafindan diizenli kontroller yapilmasina ragmen aflatoksinsiz siit iiretimini

basarmak her zaman miimkiin olmamaktadir.

Cizelge 1.2: Cesitli Avrupa iilkeleri ve ABD de siit ve siit iiriinlerindeki maksimum AFM;
limitleri (2, 11).

Maksimum Limit

Mikotoksin Ulkeler (ug/kg veya pug/L; ppb)  Gidalar
Isveg 0,05 Stvi siit iiriinleri
Avusturya 0,05 Siit
Almanya 0,05 Siit
0,01 Cocuk besinlerinde
kullanilan siit
Hollanda 0,05 Siit ve iiriinler
0,02 Tereyagi
0,20 Peynir
AFM, ?elgika 0,05 Siit
Isvicre 0,02 Bebek mamast
0,05 Siit ve siit dirtinleri
0,25 Peynir
ABD 0,5 Siit
Cek Cumhuriyeti 0,1 Cocuk siitii
05 Eriskin siiti
Fransa 0,03 Cocuk siitii
0,05 Eriskin siitii

0,2 Siit tozu




Cizelge 1.3. Baz1 gidalar icin Tiirk Gida Kodeksi tarafindan kabul edilen AFM; limitleri

7.
Kabul Edilebilir En
Aflatoksin Tipi Gida Maddesi Yiiksek Deger
(ug/kg veya pg/L; ppb)
Peynir 0,25
Siit 0,05
AFM, Siit tozu 0,5
Bebek mamalar1 ve devam 0,02

formiilleri

Diinyada insan siitlerinde AFM; meydana gelmesi ile ilgili az sayida bazi
aragtirmalar bulunmaktadir (13, 14, 16, 30-35). Tiirkiye’de konu ile ilgili herhangi

bir arastirmaya rastlanilmamustir.

Mikotoksinli gida maddeleri, lilkemizde oldugu gibi bir¢ok iilkede de insan
sagligr acisindan biiyiik sorun olarak degerlendirilmektedir. Giinliik yasantimizda sik
goriilen ve hemen hemen her ¢esit gida maddesinde iireyebilen kiifler, son yillarda
tizerinde 6nemle durulan bir arastirma konusu olma 6zelligini tasimaktadir. Anne
siitlerinde AFM, diizeyleri ile ilgili Afyonkarahisar ilinde daha 6nce yapilmis bir
arastirma olmamasi dolayisiyla, bu calisma ilimizde yapilan ilk arastirma olma

ozelligini tagimaktadir.

Bu calisma ile, Afyonkarahisar ilinde dogum yapmis annelerden alinan siit

orneklerindeki AFM, diizeylerinin ELISA yontemi ile belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Deney Kurgusu

Calisma materyali olarak, Afyonkarahisar ilindeki saglik kuruluslarinda dogum

yapmis goniillii annelerden temin edilen 200 adet anne siitii 6rnegi kullanildi.

2.2. Analiz Yontemleri

Eyliil 2005-Nisan 2006 tarihleri arasinda dogum yapan kadinlardan, anne siitleri
hijyenik kurallara dikkat edilerek, agz1 kapakli koyu renkli cam siselere sagildi. Siit
ornekleri 1siktan korunarak ve soguk zincire uyularak laboratuvara getirildi. Analiz
yapilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi. Orneklerdeki AFM,
diizeyleri kompetitif ELISA ile aflatoxin M; Ridascreen (36) ticari test kitleri
kullanilarak bildirilen yontemle Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali laboratuvarinda ELISA okuyucusu

kullanilarak belirlendi.

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Anne siitii 6rnekleri Ridascreen® Aflatoksin M, ticari test kitinde belirtilen sekilde
analiz i¢in hazirlandi. Bu amagla anne siitii 6rnekleri bir vorteks yardimiyla
homojenize edildi. Bu homojenattan 5 ml alinarak santrifiij tiiplerine aktarildi ve
sonra sogutmal1 santrifiijde 10 dakika 3500 rpm’de 10°C 1s1 altinda santrifiij yapildi.
Santrifiij isleminden sonra iist tabakada olusan krema tabakasi pastor pipeti
yardimiyla aspire edildi. Yagsiz supernatant (ayrilmis siit) anne siitii dogrudan test

icin kullanildi.



2.2.2. Kimyasal Maddeler

Aflatoxin M; ELISA Ridascreen (Ridascreen®, aflatoxin M; r-biofarm, Art.
No.:R1101. Germany) ticari test kiti asagidaki maddeleri icermektedir:

e Aflatoksin M, standart soliisyonu (0, 5, 10, 20, 40 ve 80 ppt),

e Konjugat (peroksidaz konjugatl aflatoxin M),

e Substrat (iire peroksidaz icerir),

¢ Kromojen (tetrametilbenzidin icerir),

e Stop reaktifi (1 M siilfiirik asit icerir),

e Buffer 1 (numune diliisyon buffer),

e Buffer 2 (konjugat diliisyon buffer).

2.2.3. Cihazlar

e ELISA Okuyucusu: Thermo Labsystems Multiskan Spektrum, 1500.
e Vorteks: MS2 Minishaker, IKA.

e Sogutmali santrifiij: Niive NF 1000R.

e Mikropipetler: Biohit (20-200 ul, 100-1000 pl).

e Pastor pipetleri.

2.3. Test Prosediirii

Standartlar ve Ornekler i¢in yeterli sayida U tabanli AFM, antikorlar ile kaplanmig
mikropleytler kullanildi. Bu mikropleytlere AFM; standart soliisyonlarindan (0, 5,
10, 20, 40 ve 80 ppt) ve yagi alinan anne siitii drneklerinden 100’er pl pipetlendi.
Oda 1sisinda ve karanlik bir ortamda 60 dakika (dk) inkiibasyona birakildi.
Kuyucuklardaki sivi  disarn1  bosaltilldi, sivinin  tamamen  kuyucuklardan
bosaltildigindan emin olmak i¢in pleyt bas asagr sekilde emici kagit iizerine birkag
defa vuruldu. Kuyucuklara 250 pl distile su ile dolduruldu ve tekrar bosaltildi.

Yikama prosediirii ayn1 miktardaki distile su ile 1 kez daha tekrarlandi. Diliie edilmis



enzim konjugatindan (enzim konjugat, buffer 2 ile 1:11 oraninda diliie edilir) 100 pl
ilave edildi. Oda 1s1sinda ve karanlik bir ortamda 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 ul substrat ve
50 ul kromojen ilave edildi. lyice karistirilarak oda 1sisinda ve karanlhkta 30 dk
inkiibe edildi. Bagli enzim kojugati renksiz kromojeni mavi renge doniistiirdii. Bu
islemden sonra her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi. Stop soliisyonun
ilavesi rengi maviden sartya doniistiirdii. Kuyucuklar iyice calkalanarak 450 nm
absorbansta hava blenkine kars1 60 dk i¢inde okundu. Absorbanslar orneklerdeki

AFM;, konsantrasyonu ile ters orantilidir.

2.4. Degerlendirme

AFM; standartlar1 ve anne siitii 6rneklerinin absorbans degerleri R-Biopharm GmbH
(R-Biopharm GmbH Dolivostr. 10 D-64293 Darmstadt Germany) tarafindan
hazirlanan 6zel bilgisayar programi Ridasoft Win (Version 1.44 Copyright® R-
Biopharm) ile degerlendirildi. Anne siitii 6rneklerindeki AFM; diizeyleri pg/ml (ppt)

olarak belirlendi.

Diliisyon faktorii (siit i¢in 1) dikkate alinarak sonuglar ppt (pg/ml) olarak
hesaplandi. Ridascreen® AFM; ticari test kitinin en diisiik belirleme limiti siit
ornekleri i¢in 5 ppt’dir. Bu nedenle, anne siitii 6rneklerindeki AM; diizeyi 5 ppt’nin
altinda kalan numuneler negatif olarak degerlendirildi. Geri kazanim kremasi alinmis
siitlerde %95 olarak Ridascreen® Aflatoksin M, ticari test yonteminde

bildirilmektedir.

2.5. istatistik
Anne siitlerinden elde edilen verilerin minimum, maksimum, ortalamalar1 ve

yiizdeleri Zar (37) tarafindan Onerilen yonteme gore hesaplandi.



3. BULGULAR

Bu calismada, Afyonkarahisar merkezi ile bagli yerlesim bolgelerinde ikamet eden
ve ilimiz saglik kuruluslarinda dogum yapan kadmlardan temin edilen toplam 200

adet anne siitii ornekleri AFM; yoniinden analiz edildi.

3.1. Yerlesim Yerlerine Gore Anne Siitlerinde AFM; Diizeyleri.

Kadinlarin ikamet ettikleri (kOy, kasaba, ilce ve merkez) bolgeler dikkate alinarak

yapilan gruplandirmalara gore siit orneklerinde bulunan AFM; diizeyleri Cizelge 3.1

ve Sekil 3.1 ve 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Yerlesim yerlerine gore anne siitlerinde AFM;, diizeyleri.

Aflatoksin M;
Yerlesim - = Ortalama *
bolgesi Ornek sayisi <5 pg/ml (ppt) >5 pg/ml (ppt) Min-Max
Koy 43 39 (%90,7) 4 (%9,3) 7.72
5,66-12,15
Kasaba 76 64 (%84,2) 12 (%15,8) 9.71
5,68-12,53
flge 13 13 (%100) 0 (%0) -
Merkez 68 63 (%92,6) 5 (%7.4) 7.92
6,79-9,87
Toplam 200 179 (%89,5) 21 (%10,5) 8,45
5,66-12,53

" <5 ppt AFM, icin negatif.
* Pozitif ornekler igin

Toplam anne siitli orneklerinin 179 (%89,5) adedinde AFM; varlig1 tespit
edilemezken, 21 (%10,5) ornekte ise farkli diizeylerde (5,66-12,53) AFM,

bulunmustur.

Kadinlarin yerlesim yerlerine gore gruplandirarak yapilan incelemelerde



koylerdeki 43 anne siitii 6rneginin 4’iinde (%9,3), kasabalardaki 76 anne siitii
orneginin 12’sinde (%15,8), merkezdeki 68 anne siitii 6rneginin 5’inde (%7,4) farkh
diizeylerde AFM; tespit edilirken (P>0.05), ilcelerden saglanan 13 adet anne siitii

orneginin ise hig birisinde tespit edilememistir.
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Koy Kasaba ice Merkez
Yerlesim Yerleri
—e— Aflatoksin M1 <5 pg/ml —=— Aflatoksin M1 >5 pg/ml

Sekil 3.1. Yerlesim yerlerine gore anne siitlerinde AFM;, diizeyleri
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Sekil 3.2. Yerlesim yerlerine gore anne siitlerinde pozitif AFM, diizeyleri

3.2. Egitim Durumuna Gore Anne Siitlerinde AFM; Diizeyleri
Kadinlarin egitim durumlar1 (okur yazar degil, ilk 6gretim, lise, yiiksek okul) dikkate
alinarak yapilan gruplandirmada ise siit orneklerinde bulunan AFM; diizeyleri

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.3-3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.2. Egitim durumuna gore anne siitlerinde AFM; diizeyleri.

Aflatoksin M,
Egitim Durumu  Ornek sayisi <5 pg/ml (ppt)”  >5 pg/ml (ppt) Ortalama *
Min-Max
Okur yazar degil 6 4 (%66,7) 2 (%33,3) 6.18
5,66-6.71
[k gretim 175 156 (%89,1) 19 (%10.,9) 8.92
5,68-12,53
Lise 8 8 (%100) 0 (%0) -
Yiiksek okul 11 11 (%100) 0 (%0)
Toplam 200 179 (%89,5) 21 (10,5) 8,45
5,66-12,53

" <5 ppt AFM, icin negatif.
* Pozitif rnekler igin



Kadinlarin egitim durumlarina gore gruplandirarak yapilan incelemelerde

okur yazar olmayan 6 anneye ait siit orneginin 2’sinde (%33,3), ilkdgretim diizeyinde

egitim alan 175 anneye ait siit 6rneginin 19’unda (%10,9) farkh diizeylerde AFM;

tespit edilirken (P>0.05), lise diizeyinde egitim alan 8 ve yiiksek okul diizeyinde

egitim alan 11 anneye ait siit 6rneklerinin ise hi¢ birisinde tespit edilememistir.

180 -
160 -
140 ~
120 +
100 +
80 +
60 -
40 +
20 +

Ornek Sayisi

156

o

— 11

a &) =0
Okur Yazar iIkdgretim Lise Yiksekokul
Ded —o— Aflatoksin M1 <5 pg/ml —&— Aflatoksin M1 >5 pg/ml

Sekil 3.3 Egitim durumuna gore anne siitlerinde AFM; diizeyleri.
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Sekil 3.4. Egitim durumuna gore anne siitlerinde pozitif AFM, diizeyleri.




4. TARTISMA

Bebekler i¢in anne siitiiniin ideal bir gida oldugu bildirilmekte ve normal biiyiime ve
gelisme icin anne siitii ile beslenmenin 6nemi gittikce artmaktadir (38). Anne siitii
besleyici ve cesitli enfeksiyonlardan korunmada gerekli olan pasif immuniteyi
saglama o6zelligi disinda annenin gidasiyla maruz kaldigi ¢ok genis kontaminantlar
da iz miktarda icerebilir (39). Diinyanin az gelismis ve gelismekte olan bazi
bolgelerinde dogal meydana gelen karsinojenik ve yiiksek derecede zehirleyici
ozellige sahip aflatoksinler anne siitlerinde de gozlenebilmektedir (13, 23, 31, 33).
Cocuklar diisiik viicut agirhiklar, yiikksek metabolik orani, detoksifikasyon
mekanizmasinin yeterince gelismemis olmasi, bazi doku ve organlarin gelisimini
tamamlamamasindan dolayr mikotoksinlerin etkilerine yetiskinlerden daha

duyarhdirlar (40).

Gidalardaki aflatoksin diizeylerinin kontrolii ve egitim altyapisina yeterince
onem verilmezse, besinlerin aflatoksinlerle kirlenmesi, sadece diisiik gelirli kirsal
bolgede yasayan insanlar i¢in bir problem olarak degil, zengin varlikli bolgelerde
yasanlarda da ciddi sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (16). Yapilan bu calismada
da annelerin yerlesim yerlerine ve egitim durumlarina gore anne siitlerindeki AFM;

oranlar1 arasinda bir fark bulunmamustir (P>0.05).

Insanlarm aflatoksinlere maruz kaldiklar1 ya gida analizi ya da biyolojik
sivilardaki aflatoksin diizeylerinin izlenmesiyle belirlenebilir. Biyolojik sivilardaki
(idrar, anne siitli, gobek kordon kani vb.) aflatoksin diizeylerinin izlenmesi gergek
maruziyetin tereddiitsiiz ve giivenilir bir indikatoriidiir. Biyolojik bir s1v1 olarak anne
siitliniin avantaji, emzirme doneminde kolayca elde edilmesi ve aflatoksinlere
bebeklerin maruz kalmalarinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok onemli ip ucu vermesidir

(13).

Aflatoksin analizleri i¢in TLC, HPLC ve ELISA gibi farkli metotlar
kullanilmaktadir. Siit ve siit iiriinlerinde AFM,; belirlenmesi icin cesitli teknikler

olmasina ragmen, ELISA yontemi ucuz, uygulamasi kolay, duyarli ve hizh



olmasindan dolay1 en faydali yontem olarak degerlendirilmektedir (6, 9, 41). Siit
icinde pikogram diizeyinde bulunan AFM;’i ELISA kullanarak hassas bir sekilde
6lcmek miimkiindiir (13). Test AFB; ile kros reaksiyon (%12,4 oraninda) gosterebilir
ancak AFM; analizi i¢in bu durum Onemli degildir. Ciinkii AFB,; siit ve siit
iriinlerinde genellikle bulunmaz. Siit drneklerinde ELISA metodu ile AFM;’i en
diisiik belirleme limiti 5 ppt’dir (41). Kim ve ark. (10), ELISA sonug¢larinin HPLC

bulgulari ile benzerlik gdsterdigini rapor etmislerdir.

Anne siitindeki AFM; varligi, annelerin diyetleriyle AFB;’e maruz
kaldiklarim1 ve benzer sekilde siit emen bebeklerin de diyetleri aracilifiyla
aflatoksine maruz kalabilecekleri bazi arastirmacilar tarafindan farkli tilkelerde
gosterilmistir (13, 14, 16, 30-35, 42). Ulkemizde bu konuyla ilgili herhangi bir veriye
rastlamlmamigtir. Afyonkarahisar bolgesinde ise anne siitleri kullanilarak AFM,’e

bebeklerin maruz kalip kalmadiklar1 bu ¢alismayla belirlenmistir.

Coulter ve ark. (14), Sudanli annelerden aldiklar1 99 siit 6rneginin 37’sinde
(%37,3) AFM; ve M, bulundugunu rapor etmislerdir. Siit 6rneklerinin 13 adetinde
AFM; tek basina ortalama 19 pg/ml, 11 tanesinde AFM,; ortalama 12,2 pg/ml ve 13
adetinde ise her iki aflatoksin birlikte belirlemislerdir. Wild ve ark. (30),
Zimbabwe’nin kirsal bolgesindeki koylerde yasayan kadinlardan topladigr 54
ornegin 6’s1n1 (%11) AFM, yoniinden pozitif, Fransa’daki kadinlardan elde edilen 42
siit Orneginin ise tamaminin negatif oldugunu rapor etmislerdir. El-Nezami ve ark.
(13), Avusturalya’nin Viktorya eyaletindeki hastanelerden saglanan 73 adet anne
siitii 6rnegin 11°nde (%15) ortalama 71 pg/ml (28-1031 pg/ml), ve Tayland’daki 11
Ornegin 5’inde (%45) ise ortalama 664 pg/ml (39-1736 pg/ml) AFM, tespit
etmislerdir. Navas ve ark. (31), Sao Paulo, Brezilya’da 50 adet anne siitii

orneklerinin sadece birinde 24 pg/ml (%2) AFM, 6l¢miislerdir.

Birlesik Arap Emirligi’nin Abu Dabi sehrinde Saad ve ark. (16), tarafindan
analiz edilen 445 anne siitii Orneklerinin %99.5’inde  AFM; varligin1 rapor

etmislerdir. Yine Abdulrazzaq ve ark. (33), Birlesik Arap Emirligi’nde inceledikleri



140 adet anne siitii 6rneklerin pozitif olan 129’unda (%92) ortalama 560 pg/ml
(123,5-940 pg/ml) diizeyinde AFM; bulduklarim bildirmektedirler. Benzer sekilde
Sierra Leone’nin giiney bolgesinde emziren annelerden alinan 113 siit 6rneginde

%88 oraninda aflatoksin varligi Jonsyn ve ark. (32), tarafindan rapor edilmistir.

Zarba ve ark. (34), Gambia’da analiz ettikleri 5 adet anne siitii 6rneklerinin
%100’tintin AFM; acisindan pozitif oldugunu rapor etmislerdir. El-Sayed ve ark.
(42), Misir’da yaptiklart arastirmada emziren kadinlarin gogiis siitlerinde %20
diizeyinde (ortalama 2,72 ppb) AFM; saptamislardir. Yine Polychronaki ve ark. (35),
Misir’lh 388 anneden sagladiklart anne siitii 6rneklerinin 138’inde (%35,5), ortalama

13,5 pg/ml (10,3-21,4 pg/ml) diizeyinde AFM; tespit etmislerdir.

Siitlerdeki AFM; diizeyleri cografik bolge, iilke, mevsim ve beslenme
sekillerine gore degisiklikler gosterebilmektedir. Yapilan bu calismada diger
tilkelerdeki aragtirmalarla karsilastirildiginda anne siitlerinin  mikotoksinlerle

kirlenmesi yoniinden benzerlik géstermektedir.

Anne siitlerinde belirlenen aflatoksin varligi, kadinlarin gerek yasadiklar
bolgelerin farkli olmasi gerekse almis olduklar1 egitim diizeylerinin farkli
olmasindan etkilenmemistir. Koylerde ikamet eden annelerden alinan siit
orneklerinin %9,3’iinde ortalama 7,72 pg/ml, kasabada ikamet edenlerin %15,8’inde
ortalama 9,17 pg/ml, merkezde yasayan annelerden alinan siit Orneklerinin ise
%7,4’tinde ortalama 7,92 pg/ml diizeylerinde AFM, 6lciilmiistiir. {lcede ikamet eden
kadilardan alinan anne siitii 6rnek sayisinin az olmasi nedeniyle AFM; varlig
yoniinden pozitiflige rastlanilmamistir. Egitim durumlar1 yoniinden ise okur yazar
olamayan kadinlardan saglanan siit 6rnek sayisi1 az olmakla birlikte %33,3’iinde
ortalama 6,18 pg/ml, ilkdgretim diizeyinde egitim goren kadinlardan saglanan siit
orneklerinin %10,9’unde ortalama 8,92 pg/ml miktarlarinda AFM; ol¢iilmiistiir. Lise
ve yiiksek okul diizeyinde egitim goren kadinlarda ise AFM; belirlenememistir.
Yerlesim bolgeleri egitim diizeyleri dikkate alinmaksizin toplam 200 adet anne siitii
orneklerinin 179’u (%89,5) negatif olarak belirlenirken, 21 (%10,5) ornekte ise
ortalama 8.45 pg/ml diizeyinde AFM; oldugu tespit edilmistir.



Gecmis yillarda yapilan bazi ¢aligmalar, anne siitlerinde farkli yogunluklarda
ve yiizdelerde AFM; bulundugunu rapor etmislerdir. Yapilan bu calismada analiz
edilen anne siitii Orneklerinde belirlenen AFM; yiizdesi Navas ve ark. (31),
tarafindan bildirilen sonug¢lardan yiiksek bulunurken; Coulter ve ark. (14), Wild ve
ark. (30), El-Nezami ve ark. (13), Saad ve ark. (16), Abdulrazzaq ve ark. (33),
Jonsyn ve ark. (32), Zarba ve ark. (34), El-Sayed ve ark. (42) ve Polychronaki ve ark.
(35) tarafindan bildirilen sonuglardan olduk¢a diisiik diizeylerde oldugu
gozlenmektedir. Afyonkarahisar’daki sonuglarin diisiik olmast hem cografi
farkliliklardan hem de beslenme aligkanliklarinin farkli olmasindan kaynaklanmig
olabilir. Ciinkii sehrimizde yer fistifi ve benzeri yagh tohumlu gidalarla beslenme

aliskanlig1 oldukcga nadirdir.



5. SONUC

Sonug¢ olarak, cocuklarin ozellikle anne siitii aracilifiyla aflatoksinlere maruz
kalmalar1 s6z konusu oldugundan dolay1, annelerin beslenme aligkanliklarin1 mantar
tiremesine engel olacak sekilde diizenlemesi, basta anneler olmak iizere halkin bu
konuda egitilmesi ve gidalarda aflatoksin kirliligi olup olmadiginin zaman zaman

kontrol edilmesinin gerekli oldugu kanisina varilmistir.
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