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KARS YORESINDE YEMLERDE AFLATOKSIN B1 DUZEYLERININ ELISA
YONTEMI ILE ARASTIRILMASI *

Die mit Hilfe von ELISA-Verfahren durchgefiihrten Untersuchungen Zur Bes-
timmung der Menge von Aflatoxin B1 in den Futtermitteln im Kars-Gebiet

Abdullah DOGAN** Murat BAYEZIT*

OZET

Bu cahismada Kars yoresinde tiiketilen yemlerde alfatoksin kahntilarinin bulunup bulunmadigi ELISA yontemi ile
aragtirildi.

Arasgtirma materyali olarak toplam 100 adet yem numunesi kullanildi. Bu yemlerin 40 adedini besi yemi, 20 adedini
karma yem, 20 adedini siit yemi ve 20 adedini de ot numunesi olusturmustur. Ot, besi yemi, karma yem ve siit yemi
Kars'ta satilan yem torbalarindan teknigine uygun. 100 g miktarinda naylon posetler icine alinarak laboratuvara getirildi.
Yem numunelerinden 30 g'r tartilip, iyice ufalanarak un haline getirildikten sonra bundan alinan 20 g numune metanol.
fosfat tampon ve dimetilformamid karisinn ile ekstrakte edildi ve sulandirma soliisyonu ile uygulama hacmine getirildi.
Aflatoksin B1'in standartlan hazirlanarak yemlere ppb oranlarinda katild: ve yem numuneleri gibi ekstrakte edildi. Daha
sonra bu ekstraktlar belirli hacimlerde yiizeyi antikor ile kaplanmig polisitrolperlenlere uygulandi.Yikama yapildiktan
sonra sirastyla konjugat ve substrat ile inkiibasyona birakildi ve olugan yesil rengin yogunlugu okuyucuda 405 nm dalga
boyunda 6lciilerek absorbans ve konsantrasyon degerleri tespit edildi. Olglim sonucu numunelerin % 30'unda hi¢ af-
latoksine rastlanmazken, numunelerin % 62'sinde 10 ppb'nin altinda ve % 8'inde ise 10 ppb ve tizerinde aflatoksin B1 ka-
lintilart tespit edildi.

Kars yoresinde tiiketilen yemlerde aflatoksin kalintilarimin yaygin oldugu, fakat yemlerin biiyiik bir cogunlugunun hay-
vanlarm sagh@in etkilemeyecek diizeylerde aflatoksin B1 tagidigr sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksin, Yem, Diizeyi, Kars.

ZUSAMMENFASSUNG

In der hier vorliegen Arbeit wurde beabsichtigt herauszufinden, ob die in Kars verbrauchenen Futtermitte in Aflatoxin
B1 enthalten.

In dieser Arbeit wurden 100 Futterproben, die aus 40 Ernahrungsfutter, 20 gemischten futter, 20 Milchsfutter und 20
Krautsproben bestehen. Die hundert-gramigen Futterproben wurden ins labor hingebracht und analiziert 30 g von den
hundert-gramigen Futterproben wurde, genommen und hinterher gemahlt. Dann wurden 20 g von gemabhlten Futter-
proben in methanol, Phosphatpuffer und metilformamid extrahiert. Der Extrakt wurde in der Verdiinnungssolution fiir die
Anwendung angefertigt. Aflatoxin Bl wurde standardisiert, mit Futter gemischt und hinterher extrahiert. Dieser Extrakt
wurde dann mit Polysytrolperlen, deren Oberfliche mit bestimmten Volumen von Antikor bedeckt worden sind. in Kon-
takt gebracht Hinterher wurden die Polysitroperlen gewaschen und erst mit Konjugat, danach mit Substrat inkubiert. Die
entstandene griine Firbung wurde als 40 5 nm gemessen, dann wurde die Werte der Adsorbtion und der Konsantration
festgestellt.

Nach der Messungen wurden beobachtet, dass 30 % von den untersuchten Proben Aflatoxin nicht enthalten. Dabei
wurde festgestellt, dass 62 % der analizierten Proben unter 10 ppb und 8 % der untersuchten Proben tiber 10 ppb Afla-
toxin enthalten. Diese Ergebnisse brachten den Beweis, dafy sich Aflatoxin B1 in Futtermitteln im Kars-Gebiet verber be-
finden. aber die Menge von Aflatoxin B1 ist so gering, daB das die Gesundheit der Tiere nicht beeinfluft.

Schliisselwort:: Aflatoxin, Futter, Mengen, Kars.

GIRIS

Mikotoksikozis, uzun siireden beri insan ve
hayvan sagligini tehdit ettigi bilinen mantar tok-
sinlerinin  sebep oldugu o©nemli bir ze-
hirlenmedir (1,2). Mikotoksinlerin alinmasi
sonucu cok eskiden beri epidemi tiiriinde ha-
staliklarin ortaya c¢iktigi bilinmektedir (3-7).
Bunlar icerisinde en eski olan1 ve en fazla tanin-
ant Claviceps purpurea’nin besin madde-lerinde
tiremesi neticesinde olusan toksinlerin sebep

oldugu Ergotizm'dir (8-11). Bu hastaliga 6ncel-
eri St. Antonius-Feuer adi verilmistir (10). Gan-
grenoz ve sinirsel belirtiler diye iki tipte semp-
tomlar gostererek ortaya ¢ikan bu hastaliga iki
cesit ergot alkaloidleri sebep olmaktadir. Bun-
lardan liserjik asit tiirevlerinin halusinojen et-
kinligi de mevcuttur. Ergot alkaloidlerinden er-
gokristin ve ergotamin bugiin tipta doguma yar-
dimcr olmak amaciyla kullanmilmaktadir (8).

Bu ¢alisma Kafkas Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir (Proj. No 95/3).
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji Bilim Dali, Kars-Tiirkiye.
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Giiniimiizde insan ve hayvanlarda ze-
hirlenmelere neden olan veya ila¢ olarak kul-
lanilan ¢ok sayida mikotoksin ve mikotoksin
sentezleyen mantar tiirleri ortaya konmustur.
Yapilan ¢aligmalarla 300'den fazla mantar ti-
riintin yaklasik 200 ¢esit mantar toksini trettigi
tespit edilmistir (10,19). Bunlar arasinda ergot
alkaloidleri (Ergotamin, ergokristin, ergosin, er-
gokriptin, ergokornin vs), aflatoksinler (Af-
latoksin Bl, B2, GI, G2, MIl vs), ste-
rigmatosistin, siteroviridin, sitrinin, ochratoksin,
zearalenone, trikotesenler (T-2 toksin, ne-
osolaniol, nivalenol, fusarenon vs), roridin, mi-
otoksin vs. sayilabilir (1,2,12-15).

Bu mikotoksinleri tiiketen insan ve hay-
vanlarda énemli toksikolojik problemlere rast-
lanilmaktadir (20). Mikotoksinlerin dnemlile-
rinden olan sitreoviridin, solunum sisteminde ve
kaslarda felglere neden olup, Dogu Asya'da go-
riilen Kalp-Beriberi hastahgmdan sorumludur
(10,13.21). Bazi Penicillium tiirii mantarlarca
sentezlenen Ochratoksin ve Sitrinin, tubuler
nekroze sebep olan 6nemli mikotoksinlerdendir
(5,18,22). Cok sayida mantar tiirii tarafindan
olusturulan zearalenon, insan ve hayvanlarda
fusariotoksikozise neden olmasimin yani sira bu-
nu bir tiirevi olan zeranol anabolizan amacla
kullanilmaktadir. Fusariotoksikoziste klinik be-
lirtiler olarak gebe hayvanlarda abortus, go-
nadlarda tiimorler, vulvada 6dem ve normalin
iki ya da ii¢ kati biiyiikliigiine ulasacak tarzda
hipertrofi  goriilir (10,14,16,19,23).  Stach-
ybotryotoksikozisde ise hastalik tablosu atlarda
kronik sekilde ii¢c fazda ortaya ¢ikar. {1k faz bir
ay stirer ve cilt, dudak ve agiz bolgesinde nek-
rozlarla kendini gosterir. Ikinci faz 5-10 giin sii-
rer ve klinik belirti olarak kan tablosunda bo-
zukluklara rastlanilir. Leukosit ve trombosit sa-
yisinda dnemli derecelerde azalmalar dikkati ge-
ker. Uciincii safha ise en faza alti giin siirer ve
kural olarak oliimle sonlanir. Viicut 1sis1 41
°C'ye kadar yiikselmig olup ishal ve kalp vu-
rumlarinda yavaglama dikkati ceker ve bunlari
olim izler (10,24).

Bugiin ¢cok sayida mikotoksinin insan ve hay-
vanlar icin toksik etkili oldugu tespit edilmigtir
(20.21,24-26). Bunlar icerisinde en fazla ta-
nimani ve tzerinde en fazla aragtirma yapilan
aflatoksinlerdir. Aspergillus flavus'un tiremesi
esnasinda ortaya c¢ikan bu toksinin 18 cesidinin
~bulundugu bildirilmistir (14,18,27). Sunlar ige-
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risinde en 6nemlisi Aflatoksin B 1'dir.

Aflatoksinler 1960 yilinda ilk aflatoksin ze-
hirlenmesi olan Tukey X disease olarak ad-
landirtlan civcivlerin toplu 6lim olaylarinda
hayvanlarin tiikettigi yemlerden izole edilmistir
(10). Daha sonra yapilan ¢ok sayidaki aras-
tirmalarda  aflatoksinlerin  zehirlenmelerdeki
onemi ortaya konmustur (14,17,27-29).

Aflatoksinlerin olusumunda 6nemli bir yere
sahip olan Aspergillus flavus havada, toprakda.
canli veya olii hayvan ve bitkiler tizerinde he-
men her zaman bulunan bir mantardir. De-
polanmig tahillarin ve diger bir¢ok tarim triin-
lerinin ¢iiriimesinden sorumlu bir ajandir. Ure-
mesi i¢in uygun ekolojik sartlarin bulunmasi
zorunludur. Besi yerinin birlesimi mantarin ge-
lisimini  dogrudan etkiler. Mantarlar kar-
bonhidratlar1 ve 6zellikle de sekerleri severler.
Ortamda sakkarozun bulunmasi ile aflatoksin
tesekkiilii arasinda dogru bir oranti tespit edil-
migtir. Yapilan caligmada besi yerine % 3.5 ora-
ninda sakkarozun katilmas: aflatoksin olu-
sumunu hizlandirdigi hatta bu yogunlugun %
8'e cikarilmast aflatoksin tesekkiiliinii daha da
artirdigr belirlenmistir (12,30). Protein icerigi
yiiksek olan baklagillere nazaran karbonhidrat
icerigi fazla olan tahillarda aflatoksin olugumu
daha fazladir. Meyveler de sik stk af-
latoksinlerle kolayca kontamine olurlar. Toksin
tiretiminde etkili olan diger faktorler ortammn
pH's1, 1s1, nem ve oksijen yogunlugudur. Ya-
pilan calismalarda aspergillus parasiticus'un be-
si yerlerinde en iyi pH 10.5'de iiredigi tespit
edilmigtir. Toksin {iremesi i¢in en uygun pH
8.5'tir. Ist mantarlarin {iremesinde etkili ol-
makla beraber mantar tiirlerinin iireme ye-
teneklerine gore 6nemli derecede degisiklikler
arzetmektedir (12,30). Aflatoksin olugsmasi i¢in
gerekli optimum 1s1 derecesi 25-30 °C ci-
varindadir. Nem oranmin yiiksek olmasi hem
mantar tremesini hem de mikotoksin olug-
masini tesvik eder. Nem oraninin % 80-90 ci-
varinda olmast mikotoksin olusumunu oldukca
hizlandirmaktadir (29,30). Ortamda oksijenin
varhgr mikotoksin  olusumunu  tegvik et-
mektedir. Mantarlar cok kiiciik oksijen yo-
gunluklarinda mikotoksin sentezleyebilirler.
Ancak ortamda hic oksijenin bulunmamasi, yal-
nizca karbondioksit ve azot gazinin bulun-masi
mikotoksin tesekkiilii icin yeterli degildir. As-
pergillus versicolor'un sterigmatosistin
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olugabilmesi tizerine yapilan bir calismada %
20 oksijen, % 60 azot ve % 20 karbondioksitli
ortam ile % 10 oksijen ve % 90 azot ihtiva eden
ortamlarda mantar ve toksin tiremesi arastiril-
mustir.  Karbondioksit bulunan ortamda hem
mantar tiremesi hem de mikotoksin tespit edil-
mesine ragmen yalnizca oksijen ve azot bulu-
nan ortamda mantar iiremesi gozlenmesine kar-
s toksinin olugmadii tespit edilmistir (12,30).

Yem orneklerinde aflatoksinlerin bulunup bu-
lunmadigr laboratuvar analizleri ile ortaya kon-
masima ragmen mantarlarin tiredigi yemlerde
cozlenebilecek bazi degisiklikler mikotok-
sinlerin yemlerde bulunabilecegi siiphesini ve-
rebilir (10,17,30-32). Bunlar, yemlerin kokmast,
renklenmesi, yiiksek oranda nemli olmasi, bir-
birine yapisik yuvarlak topaklar halinde bu-
lunmas1 ve yemlerde insektlerin goriilmesidir
(30). Yemlerin aflatoksinlerle kontamine ol-
mast, aflatoksinlerin dig sartlara karsi dayanikli
olmast dolayisiyla uzun stire bekletilseler dahi
tiiketiciler i¢in her zaman tehlike arzederler
(14,17,23,29).

Aflatoksinler renksiz veya sari renkte, suda
az ¢oziinen buna karsin etanol ve kloroform gibi
coziiclilerde kolay ¢oziinen 1s1ya dayanikli kim-
yasal bilesiklerdir. 300 °C'nin altindaki 1silarda
parcalanmadiklari halde giines 151¢1na karst ol-
dukca hassastirlar  ve kolay parcalanirlar
(11,14,25,28,33).

Aflatoksinler sindirim kanalindan kolayca
emilerek kan dolagimma gecerler. Karacigerde
metabolize edildikten sonra ilk 24 saat ice-
risinde % 85-90'1 idrar ve siit ile organizmayi
terk eder. Alinmalarindan 6-9 giin sonra ise vii-
cuttan tamamen atilirlar (27,34-37).

Aflatoksin Bl organizmada demetilasyon ile
aflatoksin  Pl'e, hidroksilasyonla Aflatoksin
Ql'e ve Aflatoksin Ml'e, hemiasetat kon-
Jjugasyonu ile Aflatoksin 2a'ya, siklopentan hal-
kasinin rediiksiyonu ile Aflatoksikole (Af-
latoksin Ro) ve epoksit tesekkiilii ile Aflatoksin
B1-8.9-epoksit'e doniisiir. Tiimoral etkisinden
Aflatoksinin epoksit tiirevinin sorumlu oldugu
kabul edilir. Bu tiirev genetik yapilara kargi
yliksek derecede affinite gostererek DNA'yi
baglar ve 2,3-dihidro-2-(guan-7-yl_-3-hydroxy-
Aflatoksin B1 olusturur (14,28).
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Hayvan tiirleri aflatoksinlere kars: yas, seks,
tlir, beslenme sartlari, doz, sicaklik ve besin
maddesinin tiirline gore farkh duyarhhk gos-
terirler. Ancak hayvanlarda zehirlenmelere ne-
den total aflatoksin miktar1 10-100 ppm ara-
sinda degismektedir. Aflatoksinlerin LD50 de-
gerleri sicanlarda 7 mg/kg, kobaylarda 1,4 mg/
kg, piliglerde 6,5 mg/kg ve buzagilarda 1,8 mg/
kg'dir. Gokkusagr alabalginda her giin verilen
4-8 ppb 12 ayda, 0,8 ppb ise 20 ayda tii-
morlerin olusmasima neden olmaktadir (11,14).

Akut aflatoksin zehirlenmelerinde karaciger
hasarma bagh olarak yaygin sarihk ve ka-
namalar dikkati ceker. Karacigerde nekroz
odaklar1 ve yag birikmelerine rastlanir. Kronik
olaylarda ise biiyiime hizinda ve yemden ya-
rarlanmada 6nemli Olciilerde  diisme, ka-
raciferde bozukluk, immun cevapta ve bobrek
fonksiyonlarinda bozulmalar gériiliir. Strese
uyum yetenegi azalir. Kanatlilarda yumurta ve-
rimi ve kulugkadan canli civeiv ¢ikma orani dii-
ser (11,14,22,23,25).

Aflatoksikozisin  teshisi  siipheli  ma-
teryallerden (yem, yumurta) aflatoksin ka-
lintilarinin  laboratuvar calismalart ile ortaya
konmasiyla yapilir. Bu amagla ¢ok sayida yon-
temlerden faydalanilmaktadir (2,17,31,32).

Kars yoresinde hayvanciligin  ekonomide
onemli bir yeri vardir. Insanlar gegimini hay-
vancilikla saglamaktadirlar. Kig aylarmm yo-
rede uzun siirmesi (5-7 ay) nedeniyle hayvan
beslemede kullanilan yemlerin kalitesi ve-
rimliligi dogrudan etkiler. Kis aylarinda hayvan
beslemede kullanilan ot y1ginlart ve diger yem-
lerin’ verimliligi etkileyen mjkotoksinler yo-
niinden arastirilmasi, bu yonde yapilabilecek gi-
risimlerin temelini olusturur.,

Bu galismada, Kars yoresinde tiiketilen yam-
lerde Aflatoksin B1 kalintilarmm bulunup bu-
lunmadiginin ELISA yontemi ile arastirilmasi
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Bu calismada materyal olarak toplam 100
adet yem numunesi kullanildi. Numunelerin
40 adedini besi yemi, 20 adedini karma yem
20 adedini siit yemi ve 20 adedini ise ot olus-
turdu. Numuneler piyasadan rastgele
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teknigine uygun olarak toplandi. Ot numuneleri
yigmim kesim yiizeyinden tiiketime hazir ola-
nindan aliarak laboratuvara analiz edilmek
tizer getirildi.

Ara¢ ve Geregler: Bu ¢alismada, mikropipet,
polisitrolperlen (pleyt), mikser, karistirict ve
ELISA okuyucusu (Metertech-960) ile diger ru-
tin laboratuvar sarf malzemeleri kullanildi.

Soliisvonlarin I’l(lerl[llZﬂl[lSl

- ABTS (2,2'-Azino-di(3-etilbenzotiyazolinsul-
fonat-6) (Merck) stok soliisyonu: 0.1 g ABTS 5
ml'lik suda ¢ozdiiriildii ve I'er ml'lik hacimler
halinde -20 °C'de kullanim i¢in bekletildi.

- ABTS Kullanma Soliisyonu: 9.8 ml sitrat
tampon, 0.1 ml 0.12 mol/l'lik hidrojen peroksit
ve 0.1 ml ABTS stok soliisyonu iyice ka-
ristirtlarak kullanima hazir hale getirildi.

- Hidrojene Peroksit (Merck) Soliisyonu: 0.12
mol/l olacak sekilde hazirlandi. Bu amag icin
0.15 ml % 30'luk hidrojene peroksit 9.85 ml dis-
tile su ile sulandirildi. Giinliik hazirlandi.

- Reaksiyon Durdurma Soliisyonu: 25 ml %
98-100'lik stilfiirik asitten (Merck) alinip hacmi
100 ml'ye tamamlandi.

- Sitrat Tampon Soliisyonu: (0.05 mol/l, pH
4) 4.8 ¢ sitrik asit monohidrat (Merck) 450 ml
distile suda ¢ozdiiriildii. Yaklagik 20 ml 1 mol/l
Na-karbonat ile pH 4.0'a ayarlandi. Sonra hacmi
500 ml'ye su ile tamamlandi. 6 °C'de sakland:.

- Sodvum Karbonat Soliisyonu: 10.6 g Na-
karbonat (Merck) 100 ml suda ¢6zdiirtildii.

- Fotal Dana Serumu (FCS) Tastyan (%3)
Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS): 9 ml fotal da-
na serumu (Sigma) alindi ve hacmi PBS so-
liisyonu ile 300 ml'ye tamamlandi.

- % 1'lik PCS Tagtyan PBS: 15 ml fotal dana
serumu  alnip hacmi PBS ile 1.5 I'ye ta-
mamland.

- Bikarbonat Tampon (0.1 mol/l, pH 9.6) So-
liisyon A: 10.6 g Na-karbonat 1 litre suda ¢oz-
diiriildii. Soliisyon B: 8.4 g Na-hidrojen kar-
bonat (Merck) | litre suda ¢ozdiiriildii. Soliisyon
B soliisyon A ile pH 9.6'ya ayarland:
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- FEkstraksiyon Soliisyonu: 70 ml metanol
(Merck), 29 ml PBS ve | ml Dimetilformamid
(Sigma) karistirildi ve doért numunenin ekstrak-
siyonunda kullanildu.

- Ekstrakt Sulandirma Soliisyonu: 7 ml me-
tanol, 92 ml PBS ve | ml dimetilformamid ka-
rigtirtlarak hazirlandi.

- Fosfat Tampon Soliisyonu: /PBS, 0.01 mol/
1, 0.15 mol/l NaCl, pH 7.4), 0.27 g potasyum di-
hidrojenfosfat (Merck), 1.43 g disodyum hid-
rojenfosfat (Merck) ve 8.55 g NaCl (Merck) |
litre suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

- PBS-Twen-Yikama Soliisyonu: (0.1 mol/l,
pH 7.4, 0.05 % Twen), Soliisyon A: 0.54 g po-
tasyum dihidrojenfosfat 17.1 g NaCl ve 1 ml
Twen 20 (Merck) 2 litre suda ¢ozdiiriildii. So-
liisyon B: 2.86 g diNa-hidrojenfosfat, 17.1 ¢
NaCl ve 1 ml Twen 20 2 litre suda ¢ozdiiriildii.
Soliisyon B soliisyon A ile pH 7.4'e ayarlandi.

- Afl. BI Stok Soliisyvonu: 1 mg Aflatoksin
Bl (Aldrich) 10 ml kloroformda (Merck) ¢oz-
diiriileek hazirlandi (0.1 mg/ml).

- Afl. Bl Calisma Soliisyonu: Afl. B1 stok so-
lisyonundan 0.1 ml alinip 10 ml'ye tamamlands
(1 pg/ml). Bu soliisyondan 0, 1, 2, 3, 4, 8 ve 10
ug/kg numune olacak sekilde yemlere katildi.
(Bu deger 1 pg/kg i¢in 0.02 ml/20 g numuneye
denk gelir.)

Metot

Bu calisma Bliithgen und Mitarb (31)'in bil-
dirdikleri ELISA yontemine gore yapildi. An-
tiserum Bl ve fotal dana serumlari ile po-
lisitrolperlenler hazirland:.

Ekstraksiyon: Standart hazirlanmasi igin giines
1518ma ince serilerek 10 giin birakilan ve muh-
temel aflatoksin kalintilarin1 gidermek amaciyla
bes kez kloroformla ekstrakte edilip kurutulan
yem numunelerine sirasiyla 0, 1, 2, 4, 8, 10
ppb'lik konsantrasyonlarda aflatoksin ¢alisma
soliisyonundan ilave edildi. Numunelerdeki klo-
roform buharlastiktan sonra ekstraksiyon ya-
pildi. Ekstrakt sulandirma soliisyonu ile ekstrakt
5 ml'ye tamamland1 ve oda isisinda, karanlikta
uygulama icin sakland.



Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg.
1999, 5(1): 63-70

30 g numune iyice ufalandiktan sonra 20 gra-
mi1 bir behere alindi ve iizerine 100 ml eks-
traksiyon soliisyonu ilave edildi. Mikserde 3 da-
kika karistirildi, siiziildii. Bu stiziintiiden 0.3 ml
alimp hacmi ekstrakt sulandirma soliisyonu ile
15 ml'ye tamamlandi.

Uygulama: 15 ml hacime getirilmis standart
ya da numune ekstrakti plak kuyularma (2) ve-
rildi. Plaklar bir kap icerisinde 1giktan korunarak
oda 1sisinda bir saat siireyle makinede ka-
ristirildi. Sollisyon pipetle almarak atildi ve per-
lenler bir kez PBS-Twen-Yikama Soliisyonu ile
yikandi. Konjugat her kuyuya pipetlendi. Plaklar
igiktan  korunarak 1 saat oda isisinda ka-
ristirtlmadan  saklandi. Konjugat pipetle emi-
lerek atildi ve plak kuyular ii¢ kez PBS-Twen-
Yikama Soliisyonu ile yikandi. Sonra Kromojen
substrat Soliisyonu (ABTS kullanma soliisyonu)
ile plaklar inkiibe edildi.

Fotometrik olgiim: 405 nm dalga boyunda
absorbans ve konsantrasyon degeri olgiilerek
makineden sonuglar alindi.

BULGULAR

ELISA okuyucusunda elde edilen absorbans
degerleri logaritmik linear egriye tasinarak so-
nuclari konsantrasyon degeri ile ayni olup ol-
madigim kontrolii yapildi. Cihazdan elde edi-
len konsantrasyon degerlerinin dokiimleri alindi.
Her numune iki kuyucuga konarak kon-
santrasyon degerlerinin birbiri ile hem kontrolii
yapildi hem de cihazin okuma dogrulugu kont-
rol edildi.

Numunelerin ortalama olarak tasidiklar af-
latoksin miktarlar1 ve bunlarin bireysel olarak
yem cinsine gore smiflandirilmasi Tablo 1'de
gosterilmigtir.

Aflatoksin B1 tespit edilen numunelerin yem-
lere gore yiizde oranlari Tablo 2'de sunulmustur.

Tablo 2'de goriildiigii gibi analiz edilen toplan
100 numunenin % 30'unda hig aflatoksin B1 ka-
Imtisina rastlanmazken, % 62'sinde 10 ppb'den
az ve yine %8'inde 10 ppb ve iizerinde af-
latoksin kalintis1 tespit edilmistir.

-

67

Dogan, Bayezit

Tablo 1. Yem cinsine (siir) gore ortalama af-
latoksin B1 diizeyleri (ppb).

Tabella 1. Durchschnittliches Niveav von Aflatoxin
B1 (ppb) im Futter in Abhéingigkeit von den Un-
terschiedlichen Futtermittel beim Rind.

Numune Besi Karma Siit Ot
No Yemi Yem Yemi
| 8.8 7.3 8.6 6.6
2 8.4 7.6 8.3 8.2
3 8.3 9.0 8.3 53
4 8.7 8.9 8.6 9.1
5 9.2 9.1 8.9 5.2
6 94 X 9.2 9.1
9.8 0 7.6 |
8 7.6 0 X 0
9 8.0 0 4.4 0
10 9.0 1.6 X 0
11 6.8 T2 0 0
12 8.0 7.8 0 0
13 8.4 8.7 0 0
14 8.5 0 0 0
15 7.7 0 6.3 8.7
16 9.1 8.6 0 8.0
17 8.9 0.7 0 4.4
18 9.5 % 0 7.4
19 5.8 X 49 83
20 9 X 0 7.2
21 8.6
22 7.6
23 9.2
24 8.8
25 8.3
26 6.2
27 8.6
28 9.4
29 X
30 X
31 0...

- Numune sayisiin 40'a kadar devam ettigini,

... Bundan sonra devam eden numunelerde af-
latoksin kalintilarinin bulunmadigini,

x: Kalinti miktarinin 10 ppb ve iizerinde oldugunu
gosterir.
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Tablo 2. Yem cesidine gore aflatoksin B1'in oranlari (%).
Tabella 2. Das Aflatoxin B1 - Niveav in Abhingigkeit von der verschiedenen Futtersorte

Aflatoksin Diizeyi (ppb) Besi Yemi Besi Yemi  Besi Yemi - Ot Toplam
0 %25 %25 %40 %35 %30
10 ppb'den az %70 %55 %50 %65 %62
10 ppb ve iistii %55 %20 910 %10 %8

TARTISMA ve SONUC

Aflatoksinler, yem ve diger besin maddeleri
iizerinde kendilerinin tireyebilmesi icin uygun
sartlar buldugunda hizla tireyerek mikotoksin
adi verilen metabolitlerin olugsmasina neden
olan ¢cok onemli mantar toksinleridir. Af-
latoksinlerin ¢ok sayida metabolitlerinin ar-
asinda en tehlikelisi, en fazla goriileni ve do-
layistyla iizerinde en fazla caligilani aflatoksin
B1'dir. Aspergillus flavusun ana metaboliti ol-
mast dolayisiyla aflatoksin B1'in tespit edildigi
numunelerde diger aflatoksinlerin bulunmasinin
sart olmadigi, ancak diger aflatoksin bulunan
numunelerde mutlaka aflatoksin Bl'in  bu-
lunacag bildirilmigtir. Bu sebeple yemlerde af-
latoksin B1'in bulunmas: aflatoksinler igin ¢ok
onemli bir kriterdir (1). Toksik etkilerinin yiik-
sek olmasi veteriner hekimlikte aflatoksinlere
kargi ekonomik éneme sahip civcivlerin ve di-
ger kanatlilarin oldukca duyarli olmasi af-
latoksinlerin  hayvan yemlerinde belirli di-
zeylerin altinda bulunkasi veya bu degerlerin
bilinerek gerekli goriilen tedbirlerin alinmasi ol-
dukca biiyiik bir 6nem tasir (22,23). Bu ¢a-
lismanin amact da bu yone hizmet etmektedir.

Aflatoksinlerin yem ve diger materyallerden
analiz edilmesi ile ilgili olarak ¢ok sayida yon-
tem gelistirilmistir. Bunlar arasinda biyolojik
arastirma metotlari, ince tabaka kromatografisi,
yiiksek performansh likit kromatografi, gaz sivi
kromatografi ve immunokimyasal aragtirma me-
totlart sayilabilir. Bu yontemlerin duyarhligr ek-
strakte edilen numunenin tiiriine gore fark-
liliklar gosterse bile, amag itibariyle aynt sonuca
hizmet etmektedir (2,17,28,31,34).

Biyolojik arastirma metotlart canli materyal-
ler iizerinde yapilmaktadir. Hayvanlara yediri-
len siipheli numunelerde mikotoksinlerin belirli
diizeylerin iizerinde bulunmasi &liime neden ol-
maktadir. Bir cok toksik maddenin deney hay-

vanlarinda ayni sonuca neden olabileceginden
dolayr bu metot kesin teshis icin yeterli de-
gildir. Bu amag i¢in en fazla kullanilan test ma-
teryallerinin basinda bitkiler, bakteriler, proto-
zoonlar, tavuk embriyosu ve rat karacigeri ve
bobregi gelir. Aflatoksin Bl'e Bacillus spp.
duyarlihgr 0.05 mikrogram/ml, tavuk em-
briyosunun 0.05 mikrogram/yumurta'dir. Ince
tabaka kromatografisi 0.05-1 ppb, HPLC 0.1-1
ppb, immunolojik arastirma metotlarindan ra-
dioimmunoassay 0.8-6 ppb ve son yillarda iize-
rinde ¢alisilan ELISA 1 ppb yogunlugunda af-
latoksin  Bl'in analiz edilmesine olanak
tanimaktadir (2).

Ulkemizde aflatoksinlerin analizinde en fazla
ince tabaka kromatografisi kullanilmaktadir
(17,23,29). Yapilan literatiir taramalarinda
iilkemizde ELISA yontemi ile siitlerde af-
latoksin M1 analizine rastlandigir halde af-
latoksin Bl  analizinin  yapildigi  sap-
tanamamistir (34). Bu calisma bu yontemin
ilkemizde de aflatoksin analizinde kul-
lanilabilecegini gostermektedir.

Aflatoksinin ELISA ile ispati tekrarlilig,
geri almmm orani, pratikligi, dogrulugu, zaman
tasarrufu, spesifikligi ve gelisim potansiyelleri
gibi onemli avantajlar saglar. Yintemin duyar-
lilig1 oldukca yiiksektir. Yem numunelerinden
1 ppb oraninda aflatoksin B1 kalintlarinin ta-
ninmasina olanak verir. Ancak optimum ab-
sorbanst 405 nm dalga boyunda 0-10 ppb'lik
yogunluklar arasinda linear egri vermektedir
(9,31). Bu yiizden bu caligmada 10 ppb ve yu-
karisi seklinde bir siiflandirilmaya gidilmigtir.

Aflatoksinlerin  toksik etkileri nedeniyle
yemlerde bulunan miktarlarina bircok iilkelerde
bazi simirlandirmalar getirilmistir. Bu sinir de-
gerleri tizerinde aflatoksin ihtiva eden yem ve
diger besin maddelerinin hayvan ve insanlar
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tarafindan tiiketilmesine izin verilmedigi gibi bu
iilkelere girisleri de yasaklanmstir. Ulkemizde
stit tirtinlerinde aflatoksin B1 ve M1'in 0.5 ppb,
aida maddeleri ve tarim iiriinlerinde toplam afla-
toksin kalmtilarmin 20 ppb, cocuk mamalarinda
2 ppb, karma yemlerde 50 ppb'den daha yiiksek
miktarlarda bulunmasina izin verilmez. Diger
bazi iilkelerde aflatoksinlerin tolerans diizeyleri
ise soyledir: Belgika'da karma yemlerde 40 ppb,
Kanada'da insan besini olarak kullanilan madde-
ler icin 5 ppb, hayvansal yemlerde 100 ppb,
Fransa'da yem hammaddeleri icin 700 ppb,
Italya'da insan ve hayvan besini olarak - ha-
zirlanan besinlerde 50 ppb, ABD'de her cesit
hayvan yeminde 20 ppb'dir. Bu iilkede insan
besini olarak tiiketilen yemlerde aflatoksin ka-
[intilarinin -~ bulunmasma  izin  verilmez
(17,33,36,37).

~ Bu yontem siit ve siit tiriinlerinde, cocuk ma-

malarinda ve doku, organ kalintilari ile deneysel
calismalarda  aflatoksin  kalintilarmin  6l-
ciilmesinde smirlamalar dahilinde kesin  so-
nuglara varilacag igin kullanilabilir (28,34).
Yemlerde 0-10 ppb'lik konsantrasyonlarin iize-
rinde aflatoksin B1 diizeylerine sinirlandirma
getirildigi icin bu metot ile hic aflatoksin tespit
edilemeyenn ve 10 ppb'nin altinda aflatoksin B
tespit edilen yem numunelerinin tiiketimine izin
verilebilecegi halde 10 ppb ve iizeri icin kesin
bir degerin soylenmesine imkan tanimamak-
tadir. Dolayistyla bu dlgiimler i¢in yontemin ge-
listirilmesi gereklidir.

Yurtdisinda ve iilkemizde yemlerdeki afla-
toksin kalintilart itizerine ¢ok sayida arastirma
yaptlmistir.  Almanya'da Hannover'de 1980-
1984 yillar1 arasinda analiz edilen toplam 1469
orneginden % 18.3'de mantar sporlarma rast-
lanmigtir. 1982 yilinda Almanya'da arastirilan
yem orneklerinin % 10.2'sinde aflatoksin B1 ka-
lintilart tespit edilmistir. ABD'de yapilan bir ¢a-
lismada 1976-1980 yillar1 arasinda 536 nusir
numunesinden 245'nin 1000 ppb'ye kadar afla-
toksin Bl kaltalarinin tespit edildigi bil-
dirtlmigtir. Yine aym iilkede 1964-1972 yillari
arasinda hasat edilen 1938 misir numunesinin
I'17'sinde degisik diizeylerde aflatoksin B
tespit edilmistir (14).

Kaya ve ark (23) yagh tohum kiispelerinde
yaptiklar1 bir calismada mikotoksin rastlanma
oraninin % 15 dolayinda oldugunu tespit etmis-

04

Dogan. Bayezit

lerdir. Yine ayni arastiricilar hayvanlarda ge-
lisme geriligi, verim azalmasi, yemden yarar-
lanmanin diismesi ve 6liimlere sebep olmasi sii-
pheleriyle analizi istenen yem ve yem ham-
maddelerinde yapilan analizler sonucunda hay-
vanlarda akut bir zehirlenmeye neden olmaya-
cak diizeylerde yaygm bir aflatoksin kalintisi-
nin bulundugunu bildirmiglerdir. Analiz edilen
270 yem ve yem hammaddesinin 100'tinde 0.1-
80 ppb arasinda aflatoksin B1 kalintisi tespit et-
mistir. Bu calismada analiz edilen toplam 100 .
adet yem numunesinin % 8'inde 10 ppb ve iiz-
rinde aflatoksin B1 kalintisina rastanmustir. 0-
10 ppb yogunlugunda aflatoksin tagiyan nu-
munelerin ise oran1 % 62'dir. Bu sonuclar diger
aragtirmalarda oldugu gibi yemlerin yiiksek
oranda aflatoksin ile kontamine olduklarinin bir
gostergesidir.

Bu calismada elde edilen sonuglara gore
tespit edilen degerlerin % 92'sinin hayvanlar ta-
rafindan tiiketilmesinin herhangi bir zaran
yoktur. % 8'1 icin aymt sonuglari sdylemek
miimkiin degildir. Akut ve subakut ze-
hirlenmelere yol agmayacak diizeylerdeki (200
ppb'nin altinda) aflatoksin kalintilar1 tagiyan
yemleri tiiketen hayvanlarda, ozellikle ka-
nathlarda bazi biyokimyasal degisikliklere rast-
lanmaktadir.  Pihtilasma  proteinlerinin = sen-
tezinin bozulmasi ve bagisiklik sisteminin de-
prese edilmesi gibi bir takim bozukluklara
sebep olabilir. Bagisikhik  sisteminin  zay-
iflamas1 hastaliklara kolay yakalanma ris-kini
yiikselterek isletmelerde biiylik oranlarda za-
rarlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur.

Yapilan analizler sonucunda 3 numune hari¢
digerleri i¢in tagidiklart aflatoksin kalintalarinin
tiiketilmesi hayvanlarda her hangi bir bo-
zuklugu sebep olmayacag@i soylenebilir. Ancak
aflatoksin kalintilarinin yemlerde bulunan diger
mikotoksinlerle veya diger bir takom olum-
suzluk faktorleri ile sinerjik etkilesmelere gi-
rerek zararh etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol oy-
nayabilecegi hatirdan ¢ikartlmamahdir (36).
Ayrica yemlerde bulunabilecek ¢ok kiigiik mik-
tarlardaki aflatoksin kalintilari hayvanlarin siit,
et ve yumurta gibi iiriinlerine gegerek tii-
keticilerin sagligin tehlikeye diisiirebilcek bo-
yutlara ulagabilir /35).

Sonug olarak analiz edilen yem nu-
munelerinin tagidigi (10 ppb ve iizeri haric)
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aflatoksin Bl miktarlarinin  hayvanlarin sag-
igmi  ve verimini olumsuz yonde et-
kilemeyecegi soylenebilir. 10 ppb ve lizerinde
aflatoksin B tespit edilen numuneler igin ise
kesin sonug ancak diger yontemler ile aflatoksin
B1 miktarlart belirlendikten sonra soylenebilir.
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