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Ozet

Arastirma, Ege ve Marmara Denizi'nden avlanilan midye ve istiridyelerde fel¢ yapici ve ishal yapict kabuklu su urinu
toksinlerinin bulunup bulunmadigini, varsa insan ve hayvan saghdi agisindan risk olusturacak duzeylerde olup olmadigini, hangi
bélgelerde ve hangi mevsimlerde rastlanildigini ortaya koymak amaciyla yapildi. Analizler Mayis, Temmuz ve Kasim aylarinda
toplanan 72 grup midye ve istiridye 6rnegi tzerinde yapildi. Yontem olarak bu tip zehirlenmelerin tespitinde en gtivenilir test
olarak kabul edilen “fare biyolojik metot” kullanildi. Analiz sonuglarina gére ishal yapict kabuklu su Urunu toksinlerine hig
rastlanmadig, felg yapici kabuklu su tiriini toksinlerinin ise izmir ve Balikesir'de ilkbahar sonu ve yaz aylarinda bulunabilecegi,
ancak insan ve hayvan sagligi acisindan risk olugturacak miktarlarda olmadigi gérulda.

Anahtar sozciikler: Dinofisistoksin, Fare biyolgjik metot, Istiridye, Midye, Okadaik asit, Saksitoksin

The Investigation of The Presence of Paralytic and Diarhetic Shellfish
Toxins in Commercially-Cought Mussels and Oysters from Aegian and
Marmara Seas

Summary

The aim of this study was to research whether there were paralytic and diarhetic shellfish toxins in mussels and oysters
that were commercially-cought from Aegian and Marmara Seas, and in case of presence, to evaluate whether these toxins
were hazardous for human health, and to assert the seasons and regions in which these toxins were abundant. Samples from
72 group of mussels and oysters which were collected in May, July and October were analyzed in the study. ‘Mouse Biological
Method’, which was accepted as the most certain test for such toxication tests, was used as the main method. The data
showed that diarhetic shellfish toxins were not found in any region, but paralytic shellfish toxins may be found in izmir and
Balikesir during summer and at the end of spring. In addition, the amount of toxins did not carry risk for human health.

Keywords: Dinophysistoxin, Mouse biological method, Mussel, Oyster, Ocadaic acide, Saxitoxin
GiRiS

Dinoflagellate tirleri, ¢ok degisik tiirde dogal toksin  kabuklu su Griini zehirlenmesi (NKZ), amnezik kabuklu su
Uretebilir. Algler tarafindan da tretilebilen bu toksinlerle  Grlini zehirlenmesi (AKZ), ishal yapici kabuklu su Griini
kontamine kabuklu su irinlerinin tiiketilmesi sonucu, fele  zehirlenmesi (iKZ), ciguatera balik zehirlenmesi ve
yapici kabuklu su Grini zehirlenmesi (FKZ), nérotoksik  azaspirasid kabuklu su Griini zehirlenmesi meydana gelir *.
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Kontamine kabuklu su driinlerini tiiketen insanlarda
gorilen zehirlenmeler sonucunda FKZ toksinleri tespit
edilmistir . Ayni toksinler tath su siyanobakterilerince de
Uretilmekte olup *?, bu toksinlerle kirlenmis sulari icen
insan ve hayvanlarda da saglik agisindan istenmeyen
etkiler meydana getirmektedir ®. Tum dinyaya dagilim
gostermis olan bu organizmalar igme su kaynaklarinda
da yaygin olarak bulunmaktadir. Zehirli toksinlerin igme
sularindaki diizeyleri kabuklu su Griinlerindekinden daha
dusaktdr 2.

FKZ toksinleri; 1siya ve soguga *, asit ortama, pisirme
ve haslama islemlerine dayanikli, bazik ortamda ise da-
yaniksizdir. Tetrodotoksin gibi guanidium bilesigidirler >°
ve tetrohidropurin yapisi igerirler 2. Protogonyaulax tiriu
dinofilagellatalardan orijin alan saksitoksin, gonyatoksin
1, gonyatoksin 2, gonyatoksin 3, gonyatoksin 4 °,
gonyatoksin 5, gonyatoksin 6, gonyatoksin 7 ve neo-
saksitoksin olarak anilan dokuz farkli tip izole edilmistir.
En zehirlileri saksitoksin ve gonyatoksin 3’diir #*%, Oldii-
ricli dozlari tire ve canlinin agirligina gore degisir *2.
Toksinler, sinir ve kas hiicre zarlarinda sodyum kanalla-
rini bloke ederek sodyum gecisini *****® ve cevresel sinir
iletimini engellerler . Solunum felcine **, solunum
glgllgine, yuz felcine *ve kan basincinin diismesine
sebep olurlar 7.

Kabuklu su driinleri, toksin tGreten mikroorganiz-
malari tasimak suretiyle zehirlenmeye sebep olurlar .
insanlardaki 6ldiriicii dozu 0.3-1 mg kadardir *°%2 Sy
Urlinlerinin yenilebilir et kismi i¢in belirlenen en dusik
saksitoksin miktari 80 ng/100 g’dir >,

iKZ’leri gida zehirlenmelerinin 6zel bir tipidir. Bu
zehirlenmeyle ilgili Dinophysis tiri dinoflagellatalardan
orijin alan Y okadaik asit, dinofisistoksinler ve pekteno-
toksinler ve yessotoksinler olarak anilan 4 farkl toksin
grubu saptanmistir %,

Bu grup toksinler, mide bagirsak ve iskelet sistemi
Uzerine etkilidirler *°. Farelere periton ici yolla uygulanan
pektenotoksinlerin karaciger nekrozuna, yessotoksin-
lerin ise kalp kasinda hasar yaptigl tespit edilmistir.
Azaspirasidler dahil %, toksinlerin timi mide-bagirsak
kanali belirtileriyle karakterize ishal yapici kabuklu su
UrlinG zehirlenmesine sebep olurlar *. Tolerans dizeyi
0-60 nug/100 g'dir .

Fare biyolojik metot, toksisitenin belirlenmesi igin
kullanilan en gilvenilir testtir ve bu test bir kontami-
nanttan daha fazlasinin degerlendirilmesini de saglar.
Antikor 6lciimlerine dayanan testleri de icine alan diger
bircok metot, dontsim faktorlerini kullanarak hesap-
lanan toksisitenin hangi toksin yogunluklarinda oldu-
gunun tahminini saglamaktadir *. Etik ve teknik neden-

ler fare deneylerine alternatif olarak yeni tekniklerin
bulunmasini tesvik etmistir. Fakat antikor ve saksitoksin
cipleri kullanilarak yapilan yeni testlerin ¢ok fazla is yiki
getirdigi belirtilmistir . Kabuklu deniz Grinlerinde
FKZ toksinlerini izleme su anda uluslararasi akredite
“Association of Official Analytical Chemists (AOAC)” fare
biyolojik metodu kullanilarak yapilmaktadir. Fare biyo-
lojik metodunun FKZ toksinlerinin analizleri igin kullanil-
masinin gerekliligi Avrupa Komisyonu direktiflerinde de
belirtilmistir *,

FKZ toksinlerinin fare biyolojik metotla analizlerinde
sonuglar; 100 g kabuklu su Uriinu etinde pg saksitoksin
olarak hesap edilir ve saksitoksin tespiti icin elde edilen
stzlintlinlin fareye enjeksiyonundan sonra bir saat slrey-
le fare 6lumlerinin gozlenmesi ile degerlendirilir 2%,
Stzuntl islemi genellikle 0.1 N HCI ile gergeklestirilir ve
pH degeri tercihen 2.5-3’e ayarlanir. PH ayarlamasi igin
HCI asit (5N HCI) ve NaOH (0.1 N NaOH) kullanihr. Ornek
5 dak kaynatilir, sonra sogutulur ve tekrar pH ayarlamasi
yapilir **. ishal yapici kabuklu su Griini toksinlerinin
fare biyolojik metotla analizlerinde sonuglar; kabuklu su
Urind etinden elde edilen stzlintilerin farelere enjek-
siyonundan sonra 24 saat sireyle fare 6limlerinin goz-
lenmesi ile degerlendirilir ***,

Bu calisma ile, Ege ve Marmara Denizi’nden avlanilan
midye ve istiridyelerde fel¢ yapici ve ishal yapici kabuklu
su Urldnd toksinlerinin bulunup bulunmadiginin, varsa
insan ve hayvan saghgi agisindan risk olusturacak diizey-
lerde olup olmadiginin, hangi bolgelerde ve hangi mev-
simlerde rastlanildiginin ortaya konulmasi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Calismada, 1999 yilinda Ege ve Marmara Denizi’'nden
avlanilan midye ve istiridyeler kullanildi. Midye ve isti-
ridye &rnekleri, Ege Denizi’nin izmir, Balikesir (Ayvalik)
ve Canakkale sahilleri ile Marmara Denizi’nin Canakkale,
Balikesir (Bandirma) ve istanbul sahillerinden, Mayis,
Temmuz ve Kasim aylarinda ikiser defa olmak lzere her
noktadan toplam alti kez toplandi. Kis mevsiminde mid-
ye ve istiridye avlanilamadigi i¢cin ornek toplanmadi.
Toplanan her grup ornek en az elliser adet olmak Uizere
toplam 36 grup midye ve 36 grup istiridye 6rnegi
toplandi.

Toplanan bu 6rnekler, 18°C’de muhafaza edilerek
analizleri 1999 yil icerisinde tamamlandi ve yerel etik
kurul ilkelerine uyuldu.

FKZ Toksin Tespiti

Midye ve istiridye 6rneklerinin ayiklanan 150 g kadar
et kismi parcalandiktan sonra, 100 g 6rnek bir behere



tartildi. Uzerine 100 ml 0.1 N HCI asit ilave edilerek iyice
karistirildi. Karisim, pH metre ile pH’si 2.5’a ayarlandi.
Hafif ateste bes dakika kaynatildi. Oda sicakligina kadar
sogutuldu. pH’sI tekrar 2.5’a ayarlandi. Karisim, dereceli
kaba aktarilarak distile su ile 200 ml’'ye tamamlanarak
karistirildi. Santriftj tiplerine bir miktar alindi ve 3000
devirde bes dakika santrifiij edildi. Her stzlintliden, 18-
21 agirhgindaki Gg adet test faresine periton ici yolla
birer ml enjekte edildi. Fareler birer saat gdzlem altinda
tutuldu. Olim gériilen érneklerde 0-80 pg/100 g mik-
tarlarinda FKZ toksinlerinin bulundugu tespit edildi.

iKZ Toksin Tespiti

Midye ve istiridye 6rneklerinin i¢ kisimlarindan 20-25
g bir cam balona tartildi. Ornek, bir parcalayicida par-
¢alandi ve sonra 20 g tartildi. Tartilan 20 g 6rnek (izerine
100 ml aseton ilave edilerek, karistirici vasitasiyla bes
dakika karistirildi. 500 ml’lik bir balon icerisinde Ustteki
sivi kismi stizge¢ kagidi yardimiyla stzilerek alindi. Bu
islem ¢ defa yapildi. Elde edilen stiziintii (yaklagik 300
ml) 40-50°C’de bir evaporatorda buharlastirildi. Asetonik
faz tamamen buharlastirildiktan sonra 15 ml distile su ile
tekrar siispanse edildi. 100 ml’lik ayirma hunisinde 50
ml etil eter ile stzlintl islemi gergeklestirildi. Eter ile su
fazinin siizlintl islemi 2 kez tekrar edildi. Eter stizln-
tileri 1 balon iginde toplandi. Evaporatorda buhar-
lastirildi. Son kalintiya 4 ml %1’lik Tween 60 ilave edi-
lerek, %1’lik Tween 60 icinde ¢ozdirildu. Her si-
ziintliden, 18-21 g agirhgindaki ¢ adet test faresine
periton ici yolla birer ml enjekte edildi. Fareler, 24 saat
gdzlem altinda tutuldu. Olim gériilen 6rneklerde 0-80
nug/100 g miktarlarinda iKZ toksinlerinin bulundugu
tespit edildi.
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BULGULAR

FKZ toksini bulunup bulunmadiginin ortaya konul-
masi icin; Ege Denizi, izmir kiyilarindan Temmuz ayinda
toplanan 2 grup midye ve Mayis ayinda toplanan ikinci
grup istridye 6rneginden elde edilen sliziintilerin fare-
lere enjeksiyonu sonucunda her 1 gruptan birer fare
olima gorildi. Balikesir kiyilarindan, Mayis ayinda ikinci
defa toplanan midye ve Temmuz ayinda toplanan birinci
grup istiridye orneginden elde edilen slzintinin fare-
lere enjeksiyonu sonucunda birer fare olimi goéralda.
Canakkale kiyilarindan toplanan midye ve istiridye
orneklerinin analizinde hicbir fare 6lima gorilmedi.
Marmara Denizi, Balikesir kiyillarindan Temmuz ayinda
toplanan birinci grup midye ve istiridye 6rneklerinden
elde edilen slzuntdilerin farelere enjeksiyonu sonucunda
birer fare 6limi gorildi. Toplanan diger midye ve
istiridye orneklerinden elde edilen stzlintilerin farelere
enjeksiyonu sonucunda higbir fare 6limi gorilmedi
(Tablo 1).

iKZ toksini bulunup bulunmadiginin ortaya konulmasi
icin; midye ve istiridye 6rnekleri tizerinde yapilan analiz-
lerde farelere yapilan enjeksiyonlar sonucunda higbir
fare 6lim gorulmedi (Tablo 2).

TARTISMA ve SONUC

Kabuklu su Griini zehirlenmesi tim dinyanin bir
problemidir. Diinya genelinde proteinli besin maddesi
ihtiyacinin artmasi ile su Uriinlerine yonelimin hiz kazan-
mas! nedeniyle bu zehirlenmelere maruz kalma riski de
artmaktadir. Ciddi planlama, diizenli olarak kabuklu su

Tablo 1. Ege ve Marmara Denizi'nden toplanan midye ve istiridye 6rneklerindeki saksitoksin bulgulart (6len fare sayisi/stiziintii

uygulanan fare sayist)

Table 1. Paralytic shellfish toxin findings in mussel and oyster samples obtained from Aegian and Marmara Seas (died mouse

number/mouse number processed extraction)

. & Ege Denizi Marmara Denizi
Ornek Cesidi Oanek - - Toplam
o Izmir Balikesir  Canakkale Canakkale  Balikesir Istanbul
Mayis-1 0/3 0/3 0/3 03 0/3 0/3 0/18
) o Mayis-2 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/18
uo'ezlgar::{] S;‘azrint“ Temmuz-1 13 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3 2/18
N Temmuz-2 13 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/18
y Kasim-1 0/3 0/3 0/3 03 0/3 0/3 0/18
Kasim-2 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/18
Mayis-1 0/3 0/3 0/3 03 0/3 03 0/18
) o Mayis-2 13 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/18
S'eﬁﬁéiﬁ S;‘azrint“ Temmuz-1 0/3 1/3 0/3 0/3 1/3 0/3 2/18
o an Temmuz-2 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/18
y Kasim-1 0/3 0/3 0/3 03 0/3 03 0/18
Kasim-2 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/18
Toplam 12 3/36 2/36 0/36 0/36 2/36 0/36 7/216
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Tablo 2. Ege ve Marmara Denizi'nden toplanan midye ve istiridye érneklerindeki IKZ toksin bulgulari (Olen fare/Siiziintii uygulanan

fare)

Table 2. Diarhetic shellfish toxin findings in mussel and oyster samples obtained from Aegian and Marmara Seas (Died mouse

number/Mouse number processed extraction)

. Ornek Ege Denizi Marmara Denizi

Ornek Cesidi e - - Toplam
ayst Izmir Balikesir  Canakkale Canakkale Balikesir Istanbul

Midye 6 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/108

Istiridye 6 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/108

Toplam 12 0/36 0/36 0/36 0/36 0/36 0/36 0/216

Urinlerinde toksin diizeylerinin izlenmesi ve yaygin halk
saglig programlari ile bu tir zehirlenmelerin 6niine
gegcilebilir *.

FKZ toksinlerinin tespitinde kullanilan ELISA, yiizey
plazmon rezonans biosensor deneyleri ve fare deneyleri
gibi testlerin kullanimi, son kullanicinin amaglarina yone-
lik olarak secilip kullanilmalidir ¥. Kromatografik metot-
lar her zaman toksisitenin givenilir indikatori degildir.
Fare deneyi AB direktiflerinde kabuklu su Grtnlerinin ana-
lizlerinde kullanilan gegerli metot olarak yer almistir .

iKZ toksinlerin identifikasyonu amaciyla 2002, 2006
ve 2007 yillarinda zehirlenme olgularinda toplanan
numunelerde fare deneyi, yiiksek performansh likid
kromatografisi ve protein fosfataz 2A inhibisyon testleri
kiyaslanmis ve uygulamalar sonrasi bu testler arasindaki
korelasyonlarin ¢ok yiksek oldugu saptanmistir **°,

Ham iKZ toksinleri Gizerinde 1978-1982 yillarinda
Osaka’da meydana gelen zehirlenmelerde rol oynayan
deniztaragindan asetonla ekstraksiyon yapilarak izole
edilen dinofisistoksin 1, dinofisistoksin 3, pektenetoksin
1 ve okadaik asit gibi toksinlerle siit emen fare ve tav-
sanlar lGzerinde ¢esitli calismalar yapilmis, ince bagirsak
incelemesinde epitelyum hasari ve lamina propriada
o6dem gorilmastar *.

Bu tip zehirlenmelerin daha ¢ok Mayis ve Eylil aylari
arasinda ve kirmizi renk degisikligi (red-tide) olayinin
meydana geldigi denizlerde goruldigi bildirilmekte-
dir #**% Shanghai’da yapilan bir ¢alismada kontamine
orneklerin hep Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda
oldugu tespit edilmistir **.

Ornekleme planinda kabuklularin zehirliligi ihmal
edilebilir bir diizeyden oldiirici bir diizeye bir haftadan
daha kisa siirede cikabilecegi géz 6niinde bulundurul-
malidir. Midyeler icin bu siire 24 saatten bile kisa olabilir.
Zehirlilik seviyesi hayvanin yasadigi cografik bolgeye, su
akintisina ve denizdeki renk degisikligi olaylarina gore
degisiklik gosterir .

Ege ve Marmara Denizi kiyillarinda, literatiir kayitla-
rinda belirtildigi gibi diinyanin gesitli bolgelerinde
meydana gelen kirmizi renk degisikligi olaylari pek
fazla gorilmemektedir. Sadece izmir Kérfezi’'nde
Protogonyaulax tamarensis’in sebep oldugu varsayilan
renk degisikligi az da olsa meydana gelmektedir *.

Tablo 1 ve 2'de goruldiugu sekilde FKZ toksini bulu-
nup bulunmadiginin ortaya konulmasi igin yapilan ¢alis-
malarda, Ege Denizi kiyillarindan toplanan midye ve isti-
ridye 6rneklerinin analizi sonucunda sadece Mayis ve
Temmuz aylarina ait 4 grupta (2 grup midye ve 2 grup
istiridye) birer fare 6lumi ve Marmara Denizi kiyilarin-
dan toplanan midye ve istiridye orneklerinin analizi
sonucunda sadece Temmuz ayina ait 2 grupta birer fare
6lumu gorilmus ve FKZ toksin varligl yoninden tim
sonuglar negatif olarak degerlendirilmistir. IKZ toksini
bulunup bulunmadiginin ortaya konulmasi icin ilkbahar,
yaz ve sonbahar mevsimlerinde toplanan 36 grup midye
ve 36 grup istiridye 6rneginden elde edilen sizintilerin
farelere enjeksiyonu sonucunda fare 6limui gorilmemis
ve tiim sonuglar iKZ toksin varligi yéniinden negatif
olarak degerlendirilmistir.

Sonuc¢ olarak Marmara ve Ege Denizi’'nden temin
edilen midye ve istiridye drneklerinin hig birinde Kz
toksin bulunmadigi, ayni bélgelerden alinan érneklerden
yapilan analizler sonucunda 6rneklerin bir kisminda FKZ
toksin bulunabilecegi, ancak bu dizeylerin insan saghgi
acisindan risk olusturacak diizeyde olmadigl sonucuna
varildi. FKZ toksin varhgi ydniinden, bolgesel olarak izmir
ve Balikesir kiyilari ile mevsimsel olarak da ilkbahar ve
yaz mevsimi dikkat cekmektedir.

Midye ve istiridyelerin degisik zaman dilimlerinde
farkli miktarlarda toksin icermeleri, bazilarinin sadece
gelisme donemlerinde toksin tasimalari ve bunu kisa
slire icerisinde viicutlarindan atmalari, bazilarinin ise
toksini uzun yillar biinyelerinde tasiyabilmeleri nede-
niyle ozellikle sahillerimizden temin edilen balik ve
kabuklu su Urtnleri tiiketimi asamasinda meydana gele-
bilecek zehirlenmelerin iyi takip ve kontroli icin, renk



degisikligi olayi gorilen sahillerin tespiti ve toplum
saghgl icin etkin izleme programlari kapsaminda bu
toksinlerin analizleri yapiimalidir.
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