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TURKIYE’ DE BAZI ILLERDEN TOPLANAN BALIK YEMLERINDE TOTAL
AFLATOKSIN, AFLATOKSIN B; VE TOTAL FUMONISIN KALINTILARININ
ARASTIRILMASI
Kirikkale Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ebru YILDIRIM
Ortak Danigman: Prof. Dr. Emine BAYDAN
Temmuz 2021, 49 sayfa

Mikotoksinler yem ve yem ham maddelerinde bulunabilen, kalint1 sorunu da yaratan,
tiikketildiginde insan ve hayvanlarda akut ve kronik nitelikte zehirlenme ve hatta 6liime yol
acan kimyasal maddelerdir. Bu calismada Ankara, Antalya, Elaz1g, Erzurum, Gaziantep,
Giresun, Izmir, Konya, Manisa, Mugla, Sakarya, Samsun, Trabzon, Tunceli olmak {izere
Tiirkiye’ nin 14 ilinden yem iiretim fabrikasi ve balik tesislerinden rastgele 2019-2021 yillart
arasinda toplanan 87 balik yemi numunesinde total aflatoksin (AF), AFB1 ve total fumonisin
kalintis1 arastirilmigtir. Yemlerin kantitaf analizinde ticari kitler kullanilmigtir. Analizleri ise
mikroplate okuyucu kullanarak yapilmistir. Analiz edilen 87 yem numunesinin 86’sinda
(%98,85) total AF kalintisina rastlanmistir. Pozitif ¢ikan numunelerin ortalama +standart
sapmasi 8.776+4.178 pg/kg olarak bulunmus en kiiciik ve en biiylik degerler ise sirasiyla
1.023 ve 17.566 pg/kg olarak saptanmistir. Bu degerler FDA tarafindan onerilen kabul
edilen smir olan 20 pg/kg altinda bulunmustur. Bu 86 yeme AFB; yoniinden yapilan
analizde 6 tanesinin okunabilir degerin altinda pozitif sonu¢ verdigi tespit edilmistir.
Olcilebilir diizeyde olan yemlerin (80 adet) ortalama+ standart sapma degeri 4,292+2,952
ug/kg olarak bulunmustur. En kiigiik diizey 1,08 pg/kg en yiiksek diizey 17,48 ug/kg olarak
Olclilmiistiir. AFB; s6z konusu oldugunda ise sadece toplanan yemlerin sadece yemlerin
sadece 4 (%4,65)” tinde degerler 10 ug/kg ustiinde saptanmistir. Toplanan yemlerde 20
ug/kg istinde deger saptanmamuistir. Analiz edilen 86 yem numunesinin 49’unda (%56.98)
total fumonisin (B1+B2+B3) kalintisina rastlanmustir. Pozitif ¢ikan numunelerin ortalama
+standart sapmast 0.3028+0.2584 mg/kg olarak bulunmus en kiigiik ve en biiyiik degerler ise
sirastyla 0.0107-0.9278 mg/kg olarak saptanmistir. Bu degerler fumonisin (B1+B2) i¢in
oOnerilen kabul edilen sinir olan 10 mg/kg altindadir. Caligmanin sonucu insan ve hayvan
sagligimi korumada yardimci bir parametre olacaktir.

Anahtar Kelimeler: AFB1, balik, kalinti, total aflatoksin, total fumonosin, Turkiye, yem



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF TOTAL AFLATOXIN, AFLATOXIN B: AND TOTAL

FUMONISIN RESIDUES IN FISH FEED COLLECTED IN SOME PROVINCES OF

TURKEY
Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology and Toxicology, Master's Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru YILDIRIM
Co-Supervisor: Prof. Dr. Emine BAYDAN
July 2021, 49 pages
Mycotoxins are chemical substances that can be found in feed and feed raw materials, which
cause residual problem and cause acute and chronic intoxication, even death in human and
animals when consumed. In this study, total aflatoxin (AF), AFB: and total fumonisin
residues were investigated in 87 fish feed samples which were randomly colected from feed
mills and fish facilities in 14 provinces named Ankara, Antalya, Elaz1ig, Erzurum, Gaziantep,
Giresun, Izmir, Konya, Manisa, Mugla, Sakarya, Samsun, Trabzon, Tunceli, between the
years 2019-2021 in Turkey. The quantitative analysis of the samples was carried out using
commercial Kits and analysed by microplate reader. Total AF residues were found in 86 (%
98.85) of 87 samples. The avarage value + standart deviation for total AF in positive samples
was found as 8.776+4.178 ug/kg ranged from 1.023-17.566 pg/kg, and these values were
less than the tolarable limit (recomended by FDA) 20 pg/kg. These 86 samples were
analysed for the detection of AFB1, and it was determined that 6 of the 86 samples were
below detectable level. The mean + standart deviation value of the measurable samples (80
samples) were 4,992+2,952 ug /kg. The lowest level was 1.08 pg /kg, while the highest
value was 17,48 pg /kg. In the case of AFB: values above 10 pg/kg were determined in only
4 (%4,65) of the samples. No value above 20 pg/kg was detected in collected feeds. Total
fumonisin (B1+B2+B3) residues were found in 49 (%56.98) of 86 samples analysed. The
avarage value + standart deviation for total fumonisin in positive samples was
0.3028+0.2584 mg/kg ranged from 0.0107-0.9278 mg/kg. These values were below the
tolerable limit of 10 ppm for fumonisin (B1+B2). It was suggested that although mycotoxin
residues were detected in the collected feeds, these values remained below the tolerable
values. The result of the study will be a helpful parameter in protecting human and animal
health.

Key words: Keywords: Aflatoxin B1, fish, feed, residue, total AF, total fumonisin, Turkey.
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1.GIRIS.

Su iiriinleri yetistiriciliginin biiyliyen ve gelisen bir endiistri olmasi sebebiyle,
balik refahi gliniimiizde 6nemli bir konu haline gelmistir. Stres, hastalik, gibi verimi
digliren faktorlerin ~ goriilmemesi, yeterli bir biiyime ve direng ig¢in
baliklar iyi beslenmeli, ve diyet ihtiya¢ kalemleri karsilanmalidir (Oliva-Teles 2012).
Balik yemi, su friinleri endiistrisinde ana maliyet kalemlerinden en Onemlisidir
(Chavanne, Janssen ve Hofherr, 2016; Enyidi, Pirhonen, Kettunen ve Vielma, 2017).
Buyuk ticari su drunleri tarleri icin uygun maliyetli yemler formile edilebilir
(Lovell, 1991). Su iiriinleri yetistiricigi Tiirkiye’ de 1965-1970 yillarinda sazan
tiretimi ve daha sonra alabalik {iretimi ile baglamistir. Daha sonra ¢ipura ve levrek
iiretimi uygulamaya konmus ve giderek kendini gelistiren bir sektor haline gelmistir
(Emiroglu Isgéren, Tolon, Giinay ve Yapici, 2019). Bu sektdr gelistikge sektdriin
ihtiyacini karsilamak icin gerekli kaliteli, temiz ve ekonomik yem iiretim ihtiyact da
artmistir. Gergekten de yetistiricilikte iyi bir verim ve kaliteli tirlin igin kaliteli yeme
ithtiya¢ vardir. Bu da yemdeki hammaddenin se¢iminden, tasima ve depolama da

dahil tiim sartlarin optimize edilmesiyle saglanabilir (Kop ve Korkut, 2002).

Mikotoksinler toksik ve karsinojenik maddeler olup, bircok mantar tiri
tarafindan {retilirler ve zirai TUriinlerin {izerinde c¢ogalabilirler. Aflatoksinler,
fumonisinler, okratoksin A, deoksinivalenol, patulin ve zearelenon gibi bircok
mikotoksin tlirli bulunmaktadir (Whitaker, Slate ve Johansson, 2005). Mikotoksinler
ilk olarak 1960’ I1 yillarda Ingiltere’de hindilerde karsilasilan toplu zehirlenme ile
ciddi ve 6nemli bir problem olarak degerlendirilmeye baslanmistir (Kaya, 2014).
Mikotoksinler kanser olusumunun en 6nemli nedenlerinden biridirler. Yem ve yem
ham maddeleri ile alinmas1 karaciger ve bobrek hastaligina ve bagisiklik sisteminin
baskilanmasina neden olan kronik nitelikli bozukliklara neden olabilir (Anater vd,
2016). Mikotoksinlerin su triinleri yetistiriciligindeki 6nemi ilk olarak Amerika
Birlesik Devletlerinde (ABD) kuluchanede yetistirilen gokkusagi alabaliklarinda
(Onchorynchus mykiss) ortaya ¢ikan endemi ile ortaya ¢ikmistir. Baliklarda meydana
gelen Oliimlerin aflatoksikozis nedenli oldugu, aflatoksiskozisin kaynaginin ise

aflatoksinlerle kirlenmenin sekillendigi pamuk tohumu kiispesinin neden oldugu



ortaya konmustur. Daha sonra okratoksin A, deoksinivalenol, fumonosin gibi
mikotoksinlerde tarif edilmistir (Manning, 2005).

Baliklarin toksin iireten mikotoksinlere maruz kalmasi biliylime oranlarinda
azalma, karaciger hasari, bagisiklik cevabin diismesi, 6lim oraninin artmasi ve
yetistirilen balik kalitesinde siirekli ve kademeli distlislere neden olup, balik
yetistiriciligi sektoriinii ciddi problemlerle karsi karsiya birakacaktir (Marijani vd
2017). Mikotoksin kirliliginin sonuglari insan tiilketimine sunulan diger hayvan
tiirlerinden farkli degildir; bu nedenle hayvan yemi ve {iretimi, depolanmasi, hayvan

yemlerinin kontroli son derece énemlidir. (Anater vd, 2016).

Balik Yemi ve Beslenmedeki Onemi

2011 yil1 Diinya Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) paylastig1 verilere gore diinyada
sazan ailesi, kum midyesi, beyaz bacakli karides, Nil Tilapiasi, Atlantik som balig
tiirleri kiiltiir balik¢iliginda hem {iretim hacmi hem de finansal hacim bakimindan
basi1 gekmekle beraber birgok tiirde kiiltiir balikgilig1 yapilmaktadir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) verilerine gore Tiirkiye’ de en cok iiretilen tiirler; alabalik, ¢ipura,
levrek, midye, sazan bahigi tiirleridir. (TUIK, 2021). Giiniimiizde arastiricilar
tarafindan cesitli tiirler kiiltiir ortaminda yasam kabiliyetlerine yonelik calismalarla
sektore yeni tiirlerin kazandirilmasina ¢alisilmaktadir (Yavuzcan , 2010).

Kiiltiir balik¢ilig1 sektoriinde toplam maliyetinin % 50-70’ini kullanilan yem
maliyet olusturmaktadir. Kullanilan yem kalitesi yumurta fertilizasyon orani,
yumurtadan ¢ikma ve yasama giicii, bilylime ve yemden yararlanma orant (FCR)
performansi dolayisiyla yetistirme siiresi, et kalitesi gibi {iretimin her siireci i¢in
etkili olup nihai Grin maliyetini belirler (Korkut, Karamanoglu, Kop ve Firat,
2015).

Balik beslemede her tiir kendine 6zgii besin ihtiyaci, beslenme davranisi gosterir.
Kiiltiir balik¢iliginda yetistirilen tiirlerin %85°1 karnivor beslenme 6zelligi gdsteren
tlrlerdir. Bu turlerin beslenmesinde hayvansal protein ve yiiksek enerji ihtiyaglari
karsilamak i¢in iiretilen yapay yemlerde zengin formiilasyon gelistirilmesini zorunlu

kilmistir. Bu igerik balik unu ve yagi gibi arzi sinirhi ve yiiksek enerji degerlerine



sahip pahali yem hammaddeleriyle saglanabilmektedir. Balik unu balik yemleri i¢in
temel bilesendir. Bazi tiirler i¢in rasyonda % 60’a varan oranlarda kullanilir. 2011
yili FAO verilerine gore diinya balik unu arzinin 4 te 1’ini tek basma Peru
saglamaktadir. Bunun disinda Sili ve ABD bu iirliniin baslica ihracatcisidir.
Muhteviyatinda kullanilan yem hammaddelerinin pahali olmasi, kiiltiir ortami
icerisinde suda yemin fire vermemesi i¢in yemin konsantre halde olmasi1 gerekliligi
ve kullanilan 6zel {iretim teknolojileri nedeniyle balik yemleri maliyeti diger hayvan

yemi maliyetlerinden yuksektir (Kutlu, 2010).

Balik unu ve yaginin isletme maliyetlerine yiiksek girdi fiyatlarina neden olmasi,
diinya iretiminin %60’1n1 saglamasiyla bir anlamda tiretimde tekellesen Giiney
Amerika iilkelerinde siklikla goriilen firtina gibi gevresel felaketler neticesinde 1950
yilindan gilinlimiize 3 kere lretimin %90’a varan oranlarda azalmasi gibi iriin
tedariginde ciddi istikrarsizliklarin goriilmesi arastiricilart bu {irtine bagimlilig
azaltmak icin ikame {iriin arayigina itmistir. Mezbaha artiklar1 hayvansal protein
kaynaklari, maya ve bakteri gibi tek hiicre proteinleri ve yagh tohum kiispeleri ve
tahillar bitkisel protein kaynaklar1 olarak bu rasyonlarda yerini almigtir (Bilgiliven ve

Can, 2018).

Balik yemlerinde protein ihtiyaci i¢in tercih edilen bitkisel Grlnler; soya, pamuk,
aycicegi, kolza ve kanola gibi yagl tohumlu bitkilerin kiispeleri ve misir gliitenidir.
Bitkisel ikame yemlerin icerdikleri antibesleyici faktorlerin 1s1l islemle ayristirilmas,
enzim ilaveleriyle sindirilebilirliginin arttirllmasi ve cesitli cezbedici yem katki
maddeleriyle karnivor tiirlerin yeme isteksiz davranmalarinin oniine gegilmesi ve
onerilen ikame kullanim oranlarinin asilmamasit kosuluyla yeme eklenmesinin
rasyondaki balik unu noksanligini enerji ve protein bakimindan telafi edip ekonomik
fayda saglamaktadir (Erdogan, 2008). Misir gliiteni sindirilebilirliginin yiiksek
olmasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilir. Bu hammaddenin balik unu alternatifi
olarak tercih edildigi yem formiilasyonunda sentetik lizin takviyesi sarttir (Yesilayer,
Kaymak, Goren, ve Karsli, 2013). Misir gliiteninin hangi oranda ikame olarak
kullanilabilecegine yonelik bir Olgekleme caligmasinda Japon pisi baliklarinin
rasyonlarina %40 oraninda misir gliitenin katilmis ve bu deney grubunun canh
agirlik artist ve yemden yararlanma oraninin, rasyonunda %75 balik unu bulunan

kontrol grubu degerleriyle istatistiki olarak esdeger kabul edilebilecegi tespit



edilmistir (Kikuchi, 1999). Soya kiispesi, soya protein konsantresi sirastyla %45 ve

% 70 oraniyla zengin bir bitkisel protein kaynagidir. Isil islem uygulamalariyla
antibesin niteligindeki maddelerin elimine edilmesiyle baliklar i¢in sindirilebilirligi
arttirillabilmektedir. Kabuksuz aycicegi tohumu kiispesi %40 oranindaki protein
degeriyle icerigindeki 1si1l islemle antibesin faktorlerinden arindirildiginda ve
rasyonun lizin igerigi yeterli diizeye tasindiginda balik unu ikamesi olarak %70’e

varan oranlarda kullanilabilmektedir (Erdogan, 2008).

Balik ve hayvan yemlerinde kalite ve kontrol {izerinde durulmasi gereken ve her
asamas1 dikkat ve itina gerektiren uygulamalar biitiinlidiir. Yemlerin kalitesinde ve
icerigindeki olumsuzluklar hem ekonomik kayiplara hemde saglik sorunlarina neden

olabilmektedir (Kop ve Korkut, 2002).



Mikotoksinler

Conidia

Slergmarta

Conidiophore

Sekil 1.1. Aspergillus mantar1 (Anon, 1).

Mantarlar tarafindan olusturulan, diisiik doz maruziyetlerde dahi toksik etki
olusturabilen ikincil metabolitlerdir.(Sekil 1.1.) Yem ve gidalarda eser miktarlarda
(mg - pg) bulunurlar. Mikotoksin terimi etimiyolojik tanimda Yunanca’da mantar,
mantara ait anlamina gelen myco, Latincede organik zehir anlamina gelen toxicium
+ in kelimelerinden olusmaktadir (Sahin ve Korukoglu, 2000). Mantarlar tarafindan
olusturulan biitiin ikincil metabolitler mikotoksin olarak degerlendirilemez. Yararl
fungal metabolitler antibiyotik kaynaklar1 olarak, siit iirlinleri, firincilik ve fermente
trtiinlerin  Uretiminde kullanilir, sadece ikincil metobolitlerinin toksik etki
gosterenlerine  mikotoksin  denilmektedir. 1930-40° 11 yillarda antibiyotik
calismalarinda kullanilan bir¢ok mantar tiirii toksik etkilerinin tespit edilmesiyle
guinimiizde Mikotoksin olarak kabul edilmektedir (Ozkaya ve Temiz, 2003). Topal
Seminur (2003) Tiirkiye’nin dominant fungal florasinda mikotoksin yapici
mantarlarin profilini ¢ikarmak kapsamli TUBITAK MAM’ da, koruma altina almmis
toplam 1317 izolat tizerinde yapilmis 4971 mikotoksin analizinde 6rneklerin

%32.5’inin pozitif sonug verip toksin olusturabilme 6zelliginde oldugu , % 2. 5” inin



stipheli pozitif sonu¢ verdigi ve % 65’inin negatif sonug¢ vererek toksik Ozellik
gostermedigini bildirmistir (Topal Seminur, 2003)

Mikotoksin iiretebilen mantarlarin hepsi toprak kaynaklidir ve yerkabugu
florasinda dogal kirletici olarak yaygin halde bulunur (Oguz, 2017). Hava olaylarinin
etkisiyle atmosfer katmanlarinda da tespit edildigi bildirilmistir (Girgin vd 2001).
Mikotoksin olusturucu mantarlarin gelisimleri i¢in gerekli sartlar olustugunda bu
mantarlarin bulundugu gida, yem ve yem hammaddeleri bu toksin metabolitleri ile
kirlenir (Oguz, 2017). Bu mantar bitki, hayvan hiicre ylizeyi ve / veya hiicrelerinin
icinde saprofit yasam 6zelligi gosterirler. Bu maddeler lizerinde mantarlar sporlariyla
cogaldiklarinda ve saprofit yasam dongiilerinde gosterdikleri enzimatik ve kimyasal
reaksiyonlar sonucu olusan mantar florasinin neden oldugu bozulmalar gerek
mikroskobik incelemede gerekse gozle goriilebilir yapida tozlu ve lifli bir yapida

goriinlimle kiiflenme adiyla tanimlanmis duruma sebebiyet verirler (Kaya, 1984).

Gida ve yem olmak iizere yetistirilen tarim {Uriinlerinin ylizde 25’1 hasat
déneminden tiikketime kadar olan her bir siire¢te mantar infestasyonuna ugramis olup
asirl mikarda mikotoksinle kirlenmis olabilmektedir (Orug, 2006). Bu kirlenmenin %
70’ 1 tarlada, % 30 ‘u depolama islemleri sirasinda gergeklesir. Labaratuarlarda
yapilmis yemlerde mikotoksin taramasi kapsamli analizlerde kalint1 barindiran yem
oraninin %25-40 diizeyinde oldugu bildirilmistir Ayni1 mantar tiirii birden fazla
cesitte Mikotoksin liretme kabiliyetine sahip olabilir. Nem orant % 9 ve {izeri olan
yem maddeleri mantar infestasyonu i¢in uygun yasam sartlar1 sagladiklarindan yem
tizerinde farkli mantar tiirlerinin istilas1 gerceklesmis olabilir. Bu haliyle mikotoksin
taramas1 kapsamli bir yem analizinde sadece tek c¢esit mikotoksine rastlamak nadir

bir durumdur (Y1ildiz, 2017).

Bu tarim driinlerine invaze mantarlarin 6limi halinde dahi, metabolitleri
dayaniklihgin1  koruyabilmektedir. Onemli miktardaki mikotoksinler bu tarim
driinleri nihai irlinlere dontisiirken gecirdigi islemlerde ya da tiiketim Oncesi
pisirmede yok edilemeden kalabilmesi nedeniyle tiiketicilerine hayati tehlike arz
edebilecek miktarlarda uzun siire etkinligini siirdiirebilmektedir (Ekici ve Yarsan,
2009) Bu o6zelliklerinin yanisira Mikotoksin bulunan yemlerle beslenen hayvanlarin

stit, yumurta, yagli kas dokularinda kalint1 olusturabilmeleri taginabilir 6zellikte



olduklarint gosterir. Yemde mikotoksinlerle Kkirlenmeye birgcok faktor etki eder
(Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Yem hammaddelerinde mantarlar 15 °C ¢ogalmaya baslar. Cogu mantar tiiriiniin
optimal ¢ogalma 30 °C’ de gerceklesir. Ancak Fusarium nivale gibi 0 °C den 55 °C
derecelere kadar bu etkinligini genis sicaklik aralifinda siirdiirebilen mantar tiirleri
de vardir (Kaya ve Yarsan, 1995). Mantarlarin gelisebilmeleri i¢in gerekli sicaklik
ile, mikotoksin sentezledikleri sicaklik arasinda bir iliski olmamakla birlikte, mantar
tdrlerinin Ureyebilmeleri ve mikotoksin sentezleyebilmeleri i¢in belirli sicakliklara
bagimli olmasi, bulunduklar1 bolgenin iklim Ozelliklerinin belirledigi ortalama
sicakligina bagimli oldugu, aynit mantar tiirii ve mikotoksinin olusturdugu tehlike
boyutlarinin, bulunduklara farkli iklim kusagindaki bolgelere gore degisebildigi
anlamina gelir (Kundake1 ve Ak, 1993).

Mikotoksinler tropikal ve subtropikal iklim 6zelliklerinin goriildiigii tilkelerde
gida ve yem icin yiiksek tehlike gosterir. Ulkemizde yetisen tarim mabhsiilleri icin
buludugu iklim 6zellikleri bakimindan nispeten bu yiikseklikte tehlike gostermese de
mikotoksin kirliligine yonelik diger faktorler nedeniyle kritik 6nem arz eder. Bunun
yaninda tarim iriinlerinin kiiresel dolasimda olmasi konuyu kiiresel olgekli bir
problem haline getirmektedir. Ulkemiz i¢in basta soya ve misir olmak iizere birgok
tahilin arzin talebi karsilamamasi ya da ekonomik fayda gozetilerek ithal edilerek
farkl: iilkelerden tedarik edildigi bilinmektedir (Oguz, 2017). Bunun yaninda Avrupa
Birligi tlkeleri arasindaki ticarette iilkelere giris yapacak gida ve yemdeki
olumsuzluklar1 raporlayan ve uygunsuz lriinleri sinirdan red eden RASSF’a (Rapid
Alert System For Food and Feed, Gida ve Yem Hizli Alarm Sistemi) gore 2012
yilinda aflatoksin nedeniyle en ¢ok bildirim alan iilke Tiirkiye’dir. Bu durumun

Takip eden yillarda ihracat rakamlarina negatif etkileri gézlenmistir (Oraman, 2014).

Iklim etkisinin yaninda tahillar asgari diizeyde de olsa yasamsal faaliyetlerini
stirdiirmektedir. Yapmis olduklar1 solunumla tahillarda kizisma ad1 verilen 1s1 ve nem
artist  gozlenir. Ileriki asamalarda tahila kirli kahverengi goriintii veren
mikroorganizma aktivitesinin etkin oldugu ¢iirlime problemi goriiliir. Hatta tahillar
bu etkenlerle 70 °C sicakliklara ulagip yanma adi verilen komiirlesmis bir yapiya

ulasabilir (Sumiahadi, Miilayim ve Acar, 2020).



Tahillar ve kuru katki maddeleri bilesenlerinde % 12 ve altindaki oranlarda su
icerirler. Yemde kullanilan tahil danelerinin igerdigi nem miktar1 mahsiil kalitesinin
belirleyicisidir. Dane igeriginin su orani %13.5 olmasi hasat zamaninin geldigine
isaret eder. Tahillar ve katki maddeleri bilesenlerinde % 12 ve altindaki oranlarda su
icerirler. Tarla kifleri %22-25 su igerigine sahip tahillari, depo kiifleri ise %14 ve
Uzeri su igeren tahillar1 enfekte edebilir. Bu suyun bir kismi higbir biyokimyasal
reaksiyona girmeyen diigikk aktiviteli bagli sudur. Reaksiyona girebilen, bagh
olmayan su ise besin maddelerinin mantarlarin enzimatik tepkimeleriyle
yikimlamasiyla aciga c¢ikar. Yem hammaddeleri iizerinde mikroorganizmalarin
yasamsal faaliyetlerinde gosterecekleri tiim etkinliklerinde gerekli su miktari; su
aktivitesi olarak isimlendirilir ve aw ile gosterilir. Uriiniin aw degeri iizerindeki
mikroflora ¢esitliliginde 6nemli bir faktordiir. Mikotoksin tremesi icin Grinan 0,85
aw lizeri su aktivitesi gdstermesi gerekir. Balik yemlerinde kullanilan tahillar 0,60 —
0, 85 aw (su miktar1) su aktivitesi degerleriyle orta nemli; balik unu ve diger
mezbaha kaynakli unlar 0,90 — 1,00 (aw) degerleriyle nemli 6zellik gosterir (Ergln
vd, 2004; Kara 2010; Sert, 2011).

Mikotoksinlerin sentezinde sicaklik ve su aktivitesi i¢in optimal kosullar tiirlere
Ozgidiir. Bu degerler: aflatoksinler i¢in 25-30 °C, 0.99 aw; fumonisinler igin 15-
30°C, 0.9-0.995 AS; zealerenon igin 25 °C, 0.96 aw’dir (Tiirkessiz, 2020 )

Su aktivitesine yonelik bir diger etken hasat zamani olan Haziran-Eylil
aylarin yagishh ge¢mesi ve tahilda yeniden nemlenme problemini ortaya
cikarmasidir (Oguz, 2017). Havadaki bagil nem temas ettigi subustrati ayni nem
oranina ulastirarak denge durumu alma egilimindedir. Atmosferik bagil nemin fazla
oldugu durumda su buhar basinci artarak subsratin su aktivitesini yiikseltir ve
mikotoksin sentezi i¢in uygun ortam olusur (Tunail 2000). Yiizde 50 iizerindeki bagil
nem mantarlarda spor olusumu icin yeterlidir. Bagil neme karis1 fungal etkinliklerin
hassasiyeti tiire 6zgii degistiginden mikolojik tanimlamada tiir tayini ig¢in ayirict

tanida onemlidir. Ornegin aflatoksin i¢in %85 ve iizeri bagil nem gereklidir. Bagil

nem arttik¢a sentezlenen mikotoksin de artar (Ayhan, 2000).
Diener ve Davis’in yaptiklar1 ¢alismada nispi nemin %83 0l¢iildiigii deney
ortami kosullarinda 84 giin boyunca bekletilen tahillarda yapilan taramalarda

AFB1+AFB;ve AFG1+AFG; tespit edilemezken, ayn1 yem hammaddesindenelde



edilmis numunede nispi nemin % 85 oldugu ortamda 21. giinde yapilan taramada
AFB1+AFB: 1.3 pg/g ve AFG1+AFG: 1.6 pg/g dlgiilmiistiir. Calismanin devaminda
nispi nemin %87-92-99 oldugu deney ortami kosullarinda adi gegen toksinlerin

miktarinin nispi nemle beraber arttig1 gézlenmistir (Diener ve Davis, 1970).

Mantarlar aerobik mikroorganizmalar olmasi bakimimnda Oz’ e baglimhidir.
Ortamda %1 oraninda O oldugunda dahi kiif ve mikotoksin olusturabilir. Ortamdaki
CO2 yogunlugunun %10 degerlere ¢ikmasiyla sayilart ve kolonileri baskilanir. Bu
yogunluk %20 oldugunda ise gelisimleri tamemen durur (Kaya ve Yarsan, 1995;

Sert, 2011)

Mantarlar turlere gore ¢esitlilik gosterse de pH 2 — 7.5 seviyesinde ¢ogalirlar
Ancak bazik substratlara nazaran hafif asidik degerlerde yasamsal faaliyetlerinde
gosterdikleri biyokimyasal etkinlikleri i¢in daha uygun ortamdir. pH degisikliklerine
kolaylikla adapte olduklarindan mikotoksin kirliligi sekillenmis gida ve yemler
tiketildiginde mide asidi tarafindan yikimlanamaz. Ekolojik faktorlerin yaninda
mikotoksin olusumuna etki eden bircok faktor de bulunmaktadir. Akar, bocek ve
kemirgenler dane yapisina hasar vererek biitlinliigiinii bozar. Zararlilarin neden
oldugu ve diger mekanik etkilerle biitlinliigli bozulmus danelerde mikotoksin
olusumu 5 kat fazla goriiliir. Gida ve yemlerin tarlada baslayan seriiveninde
depolama islemine kadar ki siliregte; kimyasal gilibreleme ve ilaglamadaki eksik
uygulamalarla, dogru zamaninda hasat edilmeyen mabhsiil, dogru ve uygun siirelerde
yapilmamis kurutma, serme, islemleri mikrofungal floranin olusumu ve ¢ogalmasi

icin uygun ortam hazirlar. (Tiryaki, Secer ve Temur, 2011)

Karma yem kullanimi, entansif yetistiricilik uygulamalarinin ortaya ¢ikmasiyla
hayvanlarin besin ihtiyacin1 ekonmik fayda gozetilerek en zengin igerikle saglama
esasina dayanir. Uretici firmalar isin dogasi geregi bu yemlerin hammaddelerini en
ucuz zamanlarinda satin alip, depolama stratejisi izler. Bu durum depolarda fungal
mikrofloranin yasamsal faaliyetleri i¢in substrat zenginligi olusturur. Bu
hammaddeler katma degerli tiriinler elde etmek iizere; tiire, yasa, cinsiyete, beslenme
sekline, agiz morfolojisine gore degiskenlik arz eden formiillerde bir dizi fabrikasyon
isleminden gecerek birbirine karistirilir. Bu da fungal mikrofloranin sentezledigi
toksinleri kaginilmaz olarak diger yem bilesenlerine yayar. FAO karma yemlerin

%40’ 11 mikotoksin baridirdigini belirtmistir (Demirel Sentiirk ve Demirel, 2020).



Glinlimiizde tahillar modern depolama tesislerinde genellikle ¢elik, sac, beton
malzemeden imal edilmis yatay ve dikey silolarda depolanmaktadir. Ancak
depolamanin iklimin uygun oldugu bolgelerde agik alanlarda da yapildig:
bilinmektedir. Bu yontemde toprak alti ve ilizerinde saman, musamba, polietilen
malzemelerle dokme ve yi1gin halinde depolanmaktadir. Ké6tii sartlarda bir depolama
iirtin miktarinda ve irlindeki besin degerinde azalmayla birlikte kalite diizeyinde
diisiislere neden olmaktadir. Tahil {riinlerinde hasat ve hasat sonrasi kayiplar
hakkinda fikir vermesi agisindan; Lucia ve Assennato (1994) Giiney Asya’nin
geleneksel tiikketiminde c¢ok Onemli bir yeri olan c¢eltik tiizerine yaptiklar1 bir
calismada {irlinlin tiiketiciye sunalmasindan onceki hasat, ambalajlama, harman-
dévme, kurutma, depolama, tasinma iglemlerinde tiim mabhsiiliin %37’ sine varan
oranlarda miktar olarak fire verdigini bildirmislerdir. Uygun olmayan kosullarda
depolanan tahillarda; 1s1 artistyla kizisma, embriyo kisminda kdk ve yaprakegik
olusumu gozlenmesiyle c¢imlenme, yiiksek orandaki nem ve yanlig istiflenen
tanelerin birbirine yapismasini ifade eden tutukluluk hali, c¢ilirime ve yanma

sorunlariyla karsilasilir (Sumiahadi vd., 2020).

Barindirdigi bu risklerle bu maddeleri depolayan gida ve yem iiretim
isletmelerinde hijyene yonelik 6nleyici ve diizenleyici faaliyetler halk sagligi, hayvan

refah1 ve iilke ekonomisinde hayati 6neme sahiptir (Polat, 2012).
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1.3 Mikotoksikozis

Mantarlarin hayvanlarda olusturdugu paraziter infestasyona mikosiz, mantarlarin
metabolitleri olan mikotoksin mazuriyetiyle sekillenen klinik tabloya ise
mikotoksikozis denir. Giiniimiizde izole edilmis 100 mantar tiiriine ait 400 farkl
mikotoksin tespit edilmistir (Nizamlioglu ve Con, 2010). Bunlar arasidan 20-25
tanesinin insan ve hayvanlarda siklikla zehirlenmelere neden oldugu bilinmektedir
(Kaya, 1984). Mikotoksinler tarim {irlinlerinin miktar ve kalitesine verdikleri
ekonomik zararlarin yaninda, bu triinleri tiilketen hayvanlar i¢in patojen olmalarimin
yanisira hayvansal gidalarda kalintt birakirlar. Bu nitelikteki {irlinlerin insani
tilketime sunulmast konuyu halk sagligi problemine doniistiirmektedir (Yarsan,
2012).

Mikotoksinlerin etkileri etkenin tiir ve susuna gore de farklilik gostermektedir.
Gokkusagi alabaliklarinin parenteral yolla maruz birakildiklart okratoksin A’nin ayni
yolla maruz kalinan okraoksin B’ ye gore 10 kat daha toksik etkilerinin oldugu

belirtilmistir (Ekici ve Yarsan, 2009).

Mikotoksikozis hayvanda maruziyet diizeyi ve siiresine bagli olarak akut,
kronik ve latent (sekonder) formlarda seyreder. Akut formda mukoz membranda
sarilik, kusma, ishal, istahta azalma, viicut bosluklarinda 6dem, karaciger-bobrek ve
dalak deformasyonlari, bagirsakta kanamalar, norolojik anomaliler, konvulsiyon ve
oliim goriilebilir (Ozkaya ve Temiz, 2003). Diger tiirlerden farkli olarak ratlarda
intestinal tiimdrler, domuzlarda genital dejenerasyonlar olusturabildigi tespit
edilmistir (Yentiir ve Er, 2012).

Uzun sure, slrekli ve sub-letal dozlarda mikotoksik etkenlere maruz kalan
hayvanlarda ortaya c¢ikan kronik ve latent karakterli formlarda yagda ¢6ziinebilen
mineral ve vitaminlerin emiliminde azalma ile birlikte yemden / besinden yararlanma
orani diiser, demineralizasyon goriiliir. Albumin ve globulin diizeyinde azalmalar
sekillenerek immunsupresif etki ortaya ¢ikar. Tiim bu etki mekanizmalarinin yaninda

protein sentezinin de engellenmesiyle birlikte bliylimede gerilik, canli agirlikta
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azalma sekillenir. Nekropsi bulgularinda kas dokularda sararma, karacigerin
renginde acilma veya renksizlesme ve yag birikimi gozlenir (Ozkaya ve Temiz,
2003)

Mikotoksikozis etkenle maruziyet siiresine, maruz kalinan miktara ve tiir
hassasiyetine bagli olarak akut, kronik ve ikincil formlariyla seyredebilir. Akut
formda; hepatitis, hemoraji, nefritis, agiz ve bagirsak epitelinde nekroz, beyin ve
akciger yangisi, opistotonus, 6liim semptomlar1 gézlenir. Kronik formda biliyiimede
gerilik, reproduktif etkinlikte azalma, et, sit yumurta veriminde azalma gozlenir.
Ikincil formda ise immun sistemin baskilanmasi, infeksiyon duyarliiginda artis,
teratojenik etkilerle karsilasilir (Aydin 2007; Ekici ve Yarsan, 2009). Mikotoksik
zehirlenmelerin sagaltiminda etkili bir tedavi protokolii bilinmemektedir; bu gibi
zehirlenmelerde genellikle hayvanin = Onlindeki yemin uzaklastirilmas: ve
semptomatik tedavi uygulamalar1 yapilmaktadir (Kaya 1984 Yentiir ve Er 2012).
Ulkemizde Ulusal Kalint1 izleme Programina gore gida ve yemlerde mikotoksin
kalintis1 resmi kontrol kapsamli analizlerde Ankara, Kayseri ve Elazig Gida Kontrol

Laboratuvar Miidiirliikleri yetkilendirilmistir.(Ulusal Kalint1 izleme Plani, 2017).

Aflatoksinler

Tim diinyada yem ve gidada bulunan mikotoksinler arasinda en Onemlisi
aflatoksinlerdir (Yildirim, Macun, Yalginkaya, Kocasar1 Sahindokuyucu, Ekici,
2018). Kiif mantarlar1 olan Aspergillus parasiticus 'un tim suslar1 ve A4.flavus 'un bazi
suslarinin  bu metobolitleri iiretebilme o6zelligi bilinmektedir. 1987 yilinda bu
aflatoksin iiretme oOzelligi gosteren iki yeni tiir mantar tespit edilmis ve A.
pseudotamarii ve A. nominus isimleri ile klasifikasyonda yerini almistir (Aktug ve
Beklevik, 2001)

Aflatoksinlerin By, B2, Gi, G2, M1 ve M2 ana fraksiyonu olmakla beraber tespit
edilmis 17 farkl alt aflatoksin tiirevi vardir (Yaroglu ve Giil 2007). Bu 6nemli 6 ana
bilesigin toksik etkileri biiyiikten kiigiige dogru sirasiyla AFB1, M1 ve Gy, B2, G2, M2
seklindedir (Merako, 2010). (Sekil.1.2.)
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Sekil 1.2. Baslica 6 ana aflatoksin tiirevinin kimyasal yapisi. (Kaynak: Ozkaya ve Temiz, 2003)

Total aflatoksin tanimi AFB1, AFB2, AFG: ve AFG: toksinlerini kapsar. Bu
mikotoksinler UV g1k altinda verdikleri floresans renk o©zelliklerine gore
gosterdikleri rengin Ingilizce bas harfi kodlanarak ve toksik etkinligini gdsterecek
sekilde numaralanarak adlandirilmistir. Mavi renk gosteren AFBi1, AFB: den daha
toksik ozellik gostermektedir. Ayni sekilde yesil renk veren AFG1, AFG: den daha
toksiktir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu’nun (International Agency for
Research on Cancer; IARC) genetik, epidemiyolojik, deneysel veriler 15181nda insan
kanser etkenlerini listeledigi gruplamaya gore aflatoksinler Grup 1 kanserojenik

maddelerdir (Ismail, Riaz, Gong, Akhtar ve Sun, 2019).
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Aflatoksin B1

1993 yilinda aflatoksin B1’ 1 yeterli kanit elde edilmis birinci sinif insan kanseri
etkeni olarak, AFM; ise Sinif 2B muhtemel insan kanseri grubunda tanimladigin
aciklamistir.  Avrupa Birligi’nin “Gida Maddelerinde Bazi Kontaminantlarin
Maksimum Diizeylerini Belirleyen Komisyon Direktifi” aflotoksinlerin genototoksik
etkilerinin gdzlenebilir olmamasi, bu etkilerin ortaya ¢ikisinin kusaklar arasi oldukga
uzun donemi kapsamasi bakimindan, kabul edilebilir giinliik tiiketim limitlerinin tam
anlamiyla belirlenmesinin miimkiin olmadigin1 bildirmektedir (Ozkaya ve Deniz,
2003). AFB; tek basima mutajenik olarak aktif degildir. Esas olarak steroidle veya
ksenobiyotiklere benzer sekilde karacigerde metabolize edilir ve aflatoksikol,
aflatoksikol Hi ve AFQ: gibi metabolitleri bulunmaktadir. Aflatoksinler lipofilik
bilesiklerdir ve metabolizmalar1 3 asamada gergeklesmektedir. AFB1 esas olarak faz
1 metabolizmasinda yer alan sitokrom P450° ye bagli monooksijenaz (CYP)
tarafindan aktive edilir. AF B1-9-9-epoksid (AFBO) en toksik metabolittir. AFB1’ in
kanserojenik ve mutajenik etkisinin DNA gibi hticresel nukleofiller icin elektrofilik
ve oldukga reaktif AFBO’ nun afinitesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Do
ve Choi, 2007). AFB1 dogal bir karaciger kanserojenidir. Hepatit B viriisii ile kronik
ile enfekte bireyler hapatoselliiler karsinom riski ¢ok daha artmaktadir. Kanama, akut
karaciger hasari, 6dem ve 6liim ile karakterize olan akut aflatoksikoz diyetle yiiksek
dozlarda aflatoksin bulunmasindan kaynaklanabilir. 2004 ve 2005 yillarinda Kenya’
da ytizlerce akut aflatoksikoz olgusu ve 125 6liim afatoksin ile bulasi olusmus misir
ve misir irlinlerinin tiikketimi ile iligskilendirilmistir (Khlangwiset, Shephard ve Wu,

2011)

Yaygin goriilen bir mikotoksin olan aflatoksinlerin baliklar arasinda en duyarlt
tir alabaliklardir. 1960’1 yillarda Gokkusagi alabaliklarinda goriilen karaciger
kanserine bagli 6liimleri arastiricilar tarafindan yemlerde kullanilan pamuk tohumu
kiispesi ile iligskilendirmis ve rasyondan bu {riinii ¢ikararak vaka sayilarini

azaltmiglardir (Aktiire, 2005).

1968 yilinda hastalik etmeninin rasyonda pamuk tohumu olmadigi, pamuk
tohumu kispesine kontamine olan AF Bi mikotoksini oldugu tespit edilmis ve

diyetteki 1 ppm’ den diisiik dozlarki mazuriyetle bu etkenin 4-6 ay iginde 6lim
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oraninda artigsa neden oldugunu bildirmislerdir. 1 ppb miktarinca AF By ile kirlenme
ger¢eklesmis yemin gokkusagi alabaliklarina etkisini inceledigi bu c¢alisma
aflatoksinlere alabaliklarin bilinen diger balik tiirlerine nispeten asir1 duyarh

olduklarini gostermektedir (Sinhuber, Wales, Ayers, Engebrecht, ve Amend, 1968).

Aragstiricilar, aflatoksinlere farkli balik tiirlerinin duyarlilik seviyesi ile DNA
baglanma oranlar1 arasinda anlamli bir iliski oldugunu ileri siirmiisler. Bu
kiyaslamay1 saptayabilmek adma gokkusagr alabaligi ve Coho salmonundan
ekstrakte ettikleri karaciger DNA larinin lizerine yaptiklari caligmada; gokkusagi
alabalik karacigerinden elde edilen DNA larda anlamli derecede daha yliksek

baglanma oran1 gézlemlemislerdir. (Nakatsuru, Qin, Masahito ve Ishikawa, 1990).

Dokuz aylik 60 g agirliginda Shasta susu gokkusagi alabaliginda, AFB1 ve
AFG: in medyan 6ldiiriicii dozlarmi (ODso) belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, 10 giinliik bir dénemde periton i¢i ODso degerleri AFB;1 ve AFG; igin
sirast ile 0,81 mg/kg ve 1.90 mg/kg olarak bulunmustur. Caligmadaki arastirmacilar
oral yolla verilen aflatoksinlerin baliklar tarafindan geri ¢ikarildigi igin pratik olarak
hesaplanmadigint bildirmislerdir (Bauer, Lee ve Sinnhuber, 1969). Kanal yaymn
baligina periton i¢i ve oral olarak 12 mg/kg verilen AFB31, 10 glinliik bir periyod
boyunca ODso degeri 11,5 mg/kg %95 giiven arahiginda 9,5-13.3 mg/kg olarak
hesaplanmistir. Hayvanlarin durumu ciddi olanlarin solungaglari karacigerleri,
bobrekleri, mideleri ve bagirsaklart asiri solgun bulunmustur. Yine can g¢ekisen
hayvanlarin hematokritleri, hemoglobin konsatrasyonlar1 ve eritrosit sayilart normal

hayvanlarikinin %10’ u kadar bulunmustur (Jantrarotai, Lovell, ve Grizzle, 1990).

Alabalik ODso degeri 0.5 mg/kg olmasi diisiik dozlarin ne denli dliimciil etkili
oldugunu gostermektedir. Alabaliklar akut aflatoksikozise oldukg¢a duyarlidir. 80 ppb
diizeyinde aflatoksik kirlenmenin oldugu rasyonla beslenen alabaliklarin 3-10 gun
siiresinde 6ldiigii bildirilmistir (Merako, 2010).Y1iiksek doz aflatoksin ile kisa siireli
maruziyetin olusturacagi akut aflatoksikozin etkilerini balik kaslarindaki toksik
kalintilar iizerinden inceleyen bir ¢alismada 50 ppb ve 100 ppb toksin iceren
yemlerle 30 dakika beslenen iki grup baliktan 6 sar tanesini hemen oldiiriip 48 saat
icinde histopatolojik incelemeye tabi tutulmustur. Karacigerde solgun renk ve dnemli

deformasyonlar gbzlemlemistir (Hussein, Gabal, Wilson ve Summerfelt, 1993).
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Aflatoksinlerin toksik zararlari karaciger ve bobregi hedef alir. Nigethe vd
1992 yilinda yaptiklari sindirim kanali yoluyla aflatoksine maruz kalmis alabaliklarin
cesitli organ ve dokularda aflatoksin konsatrasyonlarina yonelik yapmis oldugu
taramada en yiiksek konsantrasyonu karacigerde tespit ederek bu durumu
dogrulamistir. Bu aflatoksinlerin karaciger hiicrelerine yiiksek affinitesi oldugu ve
karaciger sindirim enzimleri ile absorbe olabilme 06zelligi kazanan aflatoksin
tirevlerinin burada yogunlastigi seklinde acgiklanabilir (Larsson, Ngethe,
Ingebrigtsen ve Tjalve, 1992).

Mikotoksinler karsinojenik, mutajenik, teratojenik patojenilere neden olur.
(Ekici, 2017). Gokkusagi alabaliklari, somonlar ve lepisteslerde aflatoksinlerin timor
olusumunu uyardiklar1 bilinmektedir. 0.4 ppm’ den daha diisiik dozlarda dahi
rasyonlarinda bir yildan az zamanda karaciger kanserine neden oldugu gosterilmistir.
Sofralik baligin biiyiimesi ve piyasaya sunum agirligmma ulagmasinda yani larval
donem beslemeden baligin hasat zamanina kadar olan ortalama siire alabalikta 8 ay,
cipurada 12 ay ve levrekte 20 aydir. Ekici ve Yarsan’in belirttigi durum bu haliyle
degerlendirildiginde yetistirilen balik 6émriiniin, diyetteki sub-letal dozdaki kirliligin
aflatoksikozisin karsinojen etkisini gosterecegi mazuriyet siiresi i¢in yeterli oldugunu
ve karsilasilabilecek mikotoksik tehlikeyi ifade etmesi bakimindan 6nemlidir (Ekici

ve Yarsan, 2009).

Bu duzeydeki (0.4 ppm) Aflatoksin B1 bulunan yemle beslenen baliklardaki
hepatotoksik etkileri karaciger parenkim hiicrelerinin olagan hiicre morfolojisini
bozarak, gdrev yapamaz hale getirmesi seklinde goriilir. Bunun yaninda safra
kesesinde biiylime, anoreksi, yag dejenerasyonu ve petesiyal hemoraji belirtileri
goriilir (Aydin, 2007). Baska bir calismada rasyonda bulunan 10-20 ppm
duzeyindeki aflatoksine 1-2 giin maruz kalinmasinin bile hepatokarsinom olusumunu

baslatmak i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (Nakatsuru vd , 1990)
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Cizelge 1.4.1. Baliklarda aflatoksikozise iliskin yapilan énceki calismalar_

vetteki irlili ivet Siiresi| Gelisen S lar | Kaynal

<1 ppb belirtilmemis Biiyiimede yavaslama, Sinhuber vd (1968)
Istahsizlik

8-20 ppb 4-6 ay Oliim oraninda artis Sinhuber vd (1968)

1yl Hepatik timor, Hendricks ve Barley

Belirtilmemis Solungagcta solgun renk (1989)
HCT degerinde azalma

20 ppb 1 giin %3 prevalansta hepatoma Nakatsuru vd

20 ppb 5 glin %12 prevalansta hepatoma (1990)

20ppb 10 gun %10 prevelansta hepatoma

20 ppb 20 glin %40 prevelansta hepatoma

20 ppb 30 gun %36 prevalansta hepatoma

0.4 pbb 15ay %14 prevalansta hepatoma  Royes ve Yanong

20 ppb 8 ay %58 prevelansta hepatoma (2004)

20 ppb 12 ay %83 prevalansta hepatome

Kaynak: (Aktlre, 2005)

Fumonisinler

Fusarium (genel olarak Fusarium verticilloides ve Fusarium proliferatum) tari
mantarlar tarafindan iiretilen mikotoksinlerden olan fumonisinler, Giiney Afrika’ da
insanlarda Osafagus kanserinin goriilmesiyle kesfedilmistir. Olusan kanserin

nedeninin fusarium ile infekte musirlarin yenmesi sonucu olustugu saptanmistir

(Altinok ve Dikilitag 2011; Kaya 2014)
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HO
FB,:R1=0H,R2=OH
0 FB,:R1=0H,R2=H
07 > OH

FBZ: R1=H,R2=OH

Sekil 1.3. Fumonisin fraksiyonlarinin kimyasal yapisi (Anon, 2).

Fumonisinler 20 karbonlu propan 1,2,3 trikarboksilik asit diesteri ile primer amino
grubu igeren bir pentahidroksikosan igerirler. Yapilar1 sfingozine benzemektedir
(Y1ildiz ve Sert 2004). Sfinganin ve sfingozine yapisal olarak ¢ok benzemeleri hiicre
membraninin 6nemli bir bileseni olan sfingolipidlerin biyosentezinin durmasina
neden olmaktadir. Bu durum hiicre ile ilgili bircok bozukluga yol agabilir (Girgin vd.
2001). Sfingolipidler hiicre membraninin 6nemli bir yapist olmasinin yanisira,
seramid, sfingosin ve sfingosin - 1 - fosfat gibi metabolitleri hiicre buyumesi ve
farklilagsmasi, yaslanmasi ve apoptozun diizenlenmesinde yer alan biyoaktif sinyal

molekiilleri olarak dikkat gekmistir (Bartke ve Hannun 2009).

Fumonisinler A, B, C ve P olmak (izere 4 ana grupta toplanmaktadir; simdiye
kadar 15 farkli fumonisin rapor edilmistir. En sik rastlanilan fumonisin tiirii
fumonisin By’ dir (FB1). Fumonisin Bi’ in neden oldugu toksik etkiler, Ci
atomundaki primer amin grubuna baglanmaktadir. Bununla beraber toksisitenin
altindaki hlcresel mekanizmalar; oksidatif stres, apoptoz, ve sitokin ekspresyonunun
degismesidir. FB1 toksisitesi hiicreden hiicreye ve hiicrenin koken aldigi dokunu
tiriine gore degisebilmektedir (Stockmann-Juvala ve Savolainen 2008). Fumonisin
B1 nedeni ile sfingolipid metabolizasyonunun kesintiye ugramast mevcut sfingoid
artisina neden olabilir ve 1- fosfatlar degisebilir. Bilesik sfingolipidler ve seramidin
biyosentezi bu durumda azalir. Sfingolipidler uygun miktarda oldugunda apoptoz
olay1 ger¢eklesir ancak fumonisinler seramid sentazin inhibisyonu ile hiicre 6liimiinii

kisitlayabilir. FB1 neden oldugu kanserojen etki ve apoptozun nedeni oksidatif stres
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ve lipid peroksidasyon olabilir. Bu durum karaciger ve bobrek tiimorlerinin de ana

nedeni olabilir (Farhadi, Nowzori ve Kachuei, 2019).

Fumonisin kalintisinin bulundugu yemle beslenen ciftlik hayvanlarinda gesitli
morfolojik, hiicresel ve biyokimyasal bozukluklar olugmaktadir. Domuzlarda, kiimes
hayvanlarinda, gastrointestinal sistem, beyin ve akcigerlerde lezyonlar ¢iftlik
hayvanlarin bagisiklik sisteminin baskilanmasi gibi etkiler belli basgli bilinen
bulgulardir (Marin, Magan, Ramos ve Sanchis, 2004; Braun ve Wink 2018). FB1
atlarda lokoensefalomalaziye, domuzlarda ise akciger 6demine neden olmaktadir. En
ciddi toksik etki ise kanserdir. Bu yiizden F. moniliforme kaynakli toksinler insanlar
icin Grup 2B kanserojen olarak siniflandirilmistir (Shier, 2000). FB1 kanseri
indiiklemesine karsin genotoksik degildir. Maruz kalan hayvanlarda hem akut hem
de kronik zehirlenmeye sebep olur. Etkilenen baslica organlar karaciger ve bobrektir,
ancak enfeksiyonun siddeti mantarin susana ve hayvanin tiirline baglidir.
Bagirsaklarda fumonisin igin baslica hedef organlardan biridir. Insanlarda néral tiip
hasar1, karaciger ve dsafagus kanseri, kemirgenlerde karaciger ve nefron toksisitesine
neden olmaktadir (Kamle vd. 2019). Yavru somonlarda fumonisin etkilerini arastiran
Carrera Garcia (2013) 0, 1, 5, 10 ve 20 mg/kg FB1 uygulamas: yaptigi somonlarda
buytime performansi, yem alimi, O6liim oranlart ve Kkaraciger histopatolojisini
degerlendirmis 10 haftalik calismanin sonucunda degerlendirilen parametreler
arasinda bir fark bulamamistir. Bagka bir ¢alismada kanal yayin baligi Ictalurus
punktatus 0,7; 2,5; 5, 10, 20, 40, 80 ve 240 mg / kg FB1 saglayan moniliforme
kiiltiirlii misir kiifiinii igeren sekiz diyetle 12 hafta beslenmis, 40 mg/kg ve iizeri FB1
beslenenlerde biiyiime, yem tiiketimi ve yemden yararlanmada azalmalar, karaciger
glikojeninde artis, sinir liflerinde vakuolizasyonda artig; 80 ve 240 mg/kg FBI ile
beslenenlerde hemotokrit degerlerde diisiis saptanmistir (Li, Raverty ve Robinson
1994). Lumbertdacha vd (1995), 1 yash kanal yayin baligina 10 hafta ve 2 yagh
kanal yayin baligina 14 hafta boyunca 0,3, 20, 80, 320 ve 720 mg /kg FB1 icerecek
sekilde Fusarium moniliforme igeren musir kiiltiirini diyetle vermis; sonugta 20
mg/kg’ dan yiiksek diyetle beslenen baliklarda FBi’ in toksik oldugunu
gostermislerdir. Tuan, Manning, Lovell ve Rottinghaus (2003) Nil tilapi’ ye 8 hafta
boyunca 0, 10, 40, 70, ve 150 mg/kg FB: igeren diyet vermisler; 40 mg/kg veya daha

yuksek FB: igeren diyetle beslenen baliklarin daha disiik ortalama agirlik kazanimi
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oldugunu; hemotokrit degerlerin 150 mg/kg FB; i¢eren yemle beslenen baliklarda

diistiiglinti saptamislardir.

Fumonisinlerin optimum tireme sartlar1 10 ila 30°C sicaklik ve 0,93 aw su
aktivitesi (serbest su miktari) ile saglanir (Marin vd 1999). Hayvan yemlerinde
istenmeyen maddeler tebligine gore total Fumonisin (FB1+FB2)’ nin kabul edilebilir
en ¢ok miktar1 %12 rutubet igeren yeme gore: Misir ve musir iiriinlerinde 60 ppm,
tam ve tamamlayic1 maddelerde domuzlar, tektirnaklilar, tavsanlar ve ev ve siis
hayvanlarinin yemlerinde 5 ppm, balik yemlerinde 10 ppm, kanathilar, kuzular,
oglaklar ve 4 aydan kii¢iik buzagilar yemlerinde 20 ppm, 4 aydan biiylik yetiskin
gevisgetiren hayvanlar ve vizon yemlerinde 50 ppm olarak belirlenmistir (Tarim ve

Orman Bakanlig1 2014)

Calismanin Amaci

Mikotoksinler karsinojenik, mutajenik, teratojenik etkileri olan hayvanlarda verimde
azalma, hatta Oliimle sonuglanan durumlara neden olan, mantarlarin olusturdugu
toksinlerdir. Mantarlar yem ve yem hammdeleri {izerinde uygun kosullarda hizla iirer
ve canli organ ve sistemlerinde bozukluklara neden olur. Hayvancilikta bir¢ok sektor
(kanath, biiyiikkbas sektorii vs) bu durumdan etkilenebilir. Balikgilik sektorii de
ilkemizde gittik¢e biiyliyen ve dnem kazanan bir sektordiir. Bu calismanin amaci
Ankara, Antalya, Elazig, Erzurum, Gaziantep, Giresun, Izmir, Konya, Manisa,
Mugla, Sakarya, Samsun, Trabzon, Tunceli illerinden toplanan balik yemlerindeki
total AF, AFB1 ve total fumonisin diizeyini belirlemektir. Calismanin sonucu insan

ve hayvan sagligin1 korumada yardimci bir parametre olacaktir.
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GEREC VE YONTEM

Kullanilan Yem Materyali

Balik yemleri 2019-2021 yil araliginda Ankara, Antalya, Elazig, Erzurum,
Gaziantep, Giresun, Izmir, Konya, Manisa, Mugla, Sakarya, Samsun, Trabzon,
Tunceli olmak Uzere 14 farkli ilden 500 g’lik numuneler halinde toplanarak 87 adet
yem materyali olusturulmustur. Numuneler 17.12.2011 tarihli 28145 sayili Ulusal
Kalint1 izleme Plam1 Canli Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile
Bunlarin Kalmtilarinin izlenmesi I¢in Almacak Onlemlere Dair Yonetmelik ve
21.01.2017 tarihli 29955 sayili Yemlerin Resmi Kontrolii i¢cin Numune Alma ve
Analiz Metodlaria Dair Yonetmelik ile tariflenmis kistaslar ve 6rnekleme stratejileri
g6z Ontline alinarak toplanmigtir. (Tarim ve Orman Bakanligi, 2011, Resmi Gazete
No. 28145, Tarih: 17.12.2011) , (Tarim ve Orman Bakanligi, 2017, Resmi Gazete
No. 29955, Tarih: 21.01.2017) Numuneler ele gecer ge¢mez ultraviole 1sinlarin
zararlarindan korumak {izere mat renklerde posetlere koyulmustur ve analiz

asamasina gelene kadar -20 °C muhafaza edilmistir.

Yem numuneleri Tirkiye piyasasina sunulmus ithal ve yerel menseili toplam
13 iiretim onayli markanin balik tiirii ve yasina 6zel formiilasyonlarla ¢esitlendirilmis
iriin varyantlar1 ve bir isletmenin kendi ihtiyaci i¢in diizenli olarak {irettigi
yemlerden olusmaktadir. Uretim Onay izin belgeli numunelerin marka, iiretim tarihi,
son kullanma tarithi ve parti numalar1 kayit altina alinmistir. Toplanilan yem
materyali 50 ¢esit alabalik, 14 ¢esit cipura-levrek, 21 ¢esit levrek, 2 ¢esit sazan
yeminden olusmaktadir. Bu numunelerin 34 tanesi yavru balik yemi, 53 adedi ise
ergin baliklarin beslenilmesinde kullanilan yemdir (Cizelge 2.1.; Cizelge 2.2, Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Numunelerin toplandigi il ve sayilarin harita iizerinde gosterimi

Cizelge 2.1. Toplanan yem numunelerinin illere gore dagilimi

Mller Ornek sayisi
ANKARA 2
ANTALYA 19
ELAZIG 3
ERZURUM 3
GAZIANTEP 2
GIRESUN 15
[ZMiR 4
KONYA 5
MANISA 9
MUGLA 2
SAKARYA 4
SAMSUN 10
TRABZON 3
TUNCELI 6
Total 87
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Cizelge 2.2. Toplanan yem tipleri

Yem Turu Ornek sayisi
Balik Yemi (Adult) (Ergin) 53
Blyutme/Anag/Tam Yem

Yavru Balik Yemi 34
Total 87

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismada; kirtlimlari belirtilmis cihaz ve malzemeler kullanilmistir.

Hassas Terazi (KERN EMB 500-1 )

Otomatik Pipetler (ExpellPlus 10 pL-200uL)
Mikrosantrifuj tiip (Tarsons 1.5 mL)

Distile Su Cihazi (mindray MW-12A)

Mikroplate

Erlen Mayer, Beher. Balon Joje

-20°C Buzdolab1 (Beko BK9610)

Cam tipler

Bilgisayar, mikroplate okuyucu (BIOTEK 800 TS, USA)

YV V.V V V V V V V

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (EMSURE 2.5 LT)
Distile Su

» Fumonisin Standartlar1 (helica ) ( 6 farkli konsantrasyon : 0.0 — 2.5 -7.5-20.0-
50.0-150.0 ng/m L)

Konjugant A ( helica : Green: Streptavidin conjugated to peroxidase)

Konjugant B ( helica : Clear/White : Biotinylated Fumonisin)
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> Subustrat (helica : BLUE:TMB SUBSTRATE)
» Stop solusyonu (helica : RED)

» Yikama soliisyonu konsantrasyonu (helica : PBS-T POWDER, 1 Liter packet
Ph:7.4)

» Asetonitril (SIGMA-ALDRICH)

» Total aflatoksin Standartlar1 ( helica ) (6 farkli konsantrasyon 0 -0.02 — 0.05 —
0.1-0.2-0.4)

» Aflatoxin HRP Konjugat solusyonu (helica)

Yontem

Total AF analizleri HELICA Biosystems, Inc., HELICA: total aflatoxin-
981AFL01LM-96, AFB; analizi Ridascreen® Aflatoxin By 30/15 Art, No. R1211 ve
Fumonisin analizi HELICA: fumonisin 951FUMO01C-96 ticari kitleri kullanilarak
yapilmistir. Metodda prospektiislerde yazan prosediir takip edilmistir.

Total AF analizi

Numuneler kahve telvesi goriiniimii alana kadar porselen havanda doviilmiis ve her
bir numune 2 g’lik miktarda porsiyonlanmustir.Ekstrat ¢ozeltisi 160 mL asetonitril ve
40 mL distile su ile % 80 lik konsantrasyonda hazirlanmigtir. Bu sekilde her 2 g
numune i¢in 200 mL %80’lik asetonitril olacak sekilde; 1:100 oraninda ¢ozelti

olusturulmustur. (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Numunelerin ¢oziicii ile muamele edilmesi

24



Cozelti 10 dk boyunca calkalanmistir. Ardindan filtre kagidindan gegirilip elde
edilen ekstrakt gozelere aktarilmistir.

Gozelerden mikropipet araciligiyla 10 puL ekstrat mikroplate kabina aktarilmistir.
(Sekil 2.3.) Uzerine 90 pL distile su eklenerek mikroplate kabinda 1:10 ¢ozelti elde
edilmistir.

Son hesaplama ekstrakt 1:1000 oraninda seyreltilmistir.

Sekil 2.3. Numunelerin gozelerden plate kabma aktarilmasi.

Her bir numune i¢in farkli pipet kullanarak 100 pL miktarinda ekstrakt antikor kapli
mikroplate kuyucuklarina aktarilmis ve 30 dk oda sicakliinda inkubasyona

birakilmustir.
Ardindan mikroplate PBS-yikama soliisyonu ile plate yikayicida 3 kere yikanmustir.

Her antikor kapli kuyucuga 100 pL aflatoxin HRP- konjugant eklenmis ve oda
sicakliginda 30 dk inkubasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda mikroplate plate
yikayicida tekrar 3 kere yikanmistir.
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Devaminda her bir kuyucuga 100 pL subustrat soliisyonu eklenmis ve 10 dk
inkubasyona birakilmistir. Her inkubasyon siiresince plate {izeri 151k gegimeyen

nitelikte plastik materyal ile ortiilmiistiir.

Inkubasyon bitiminde her bir kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenmistir.
Mikroplate 450 nm opak dansititede okunmak tizere ELISA cihazina yerlestirilmis,

yapilan 6l¢iim sonrasi sonuglar kaydedilmistir.

AFB1 Analizi

Balik yemi numuneleri her bir numune i¢in etanolle yeniden yikanan havanda

doviilmiis ve 5’er gram seklinde porsiyonlanmustir.

Herbir numuneye erlen mayer iginde 25 mL %70 lik metonelle muamele edilmistir.

Tiim ¢ozeltiler 3’er dk boyunca kuvvetlice calkalanmaistir.
Extrat filtre kagidindan gecirilerek siiziintii elde edilmistir.

Stzlntl her bir numune igcin 1 mL distile suya ve 1mL suzlntl eklenerek

seyreltilmistir.

Mikroplate kabinda her bir kuyucuk i¢in farkli pipet kullanarak ilk 6 kuyucuga test
standartlart  eklendiklendikten sonra seyreltilmis siiziintiler 50 pL halinde

kuyucuklara konulmustur.

Ardindan her kuyucuga 50 puL konjugat ve 50 pL antikor eklenmistir. Plaka elle
sallanarak icerigin iyice karigmasi saglandiktan sonra oda sicakliginda ve plaka 15181n

zararl dalga boylarindan ortii ile korunarak 30 dk inkiibasyon icin beklenilmistir.

Sonrasinda mikoplate kabina kuvvetlice vurularak kuyucuklarinda bulunan sivi
bosaltilmistir. Emici kagitlar ile kalan sivi tahliye edilmistir. Ardindan yikama

tamponu ile plate yikayicida 3 kere yikanmistir. (Sekil 2.4.)
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Sekil 2.4. Plate yikayicida yikama islemi

Bu islemleri takiben her kuyucuga 100 pL subusrat eklenmistir. Hafifge sallayarak
karistirilmis ve 15 dk inkiibasyona birakilmistir.

Son olarak her bir kuyucuga stop soliisyonu eklenerek takip eden 15 dk iginde plate
ELISA cihazina koyulup 450 nanometre opak dansititede okundu. Sonuglar kayit

altina alinmistir.

2.4.3.Total Fumonisin Analizi

Ekstraksiyon islemi i¢in numuneler poselen havanda ezilmistir. Ezme isleminde
orneklerin birbiriyle bulasisina sebebiyet vermemek i¢in porselen dovecek
kullanilmis ve her islem sonrasi sirastyla distile su, etanol ve tekrar distile su ile

yikanip kurulanmistir.

Ardindan numuneler hassas terazi kullanilarak 20 ser gram seklinde
porsiyonlanmistir. Bu porsiyonlar 36 mL metanol ve 4 mL distile su ile hazirlanmis
cozict ile muamele edilmistir. Bu haliyle ¢6zelti 1:2 oraninda olusturulmustur.
Coziicii olarak kullandigimiz 9%90’lik metanol etkinligini arttirmak i¢in olusturulan
¢oOzelti bir miktar calkalanmistir. Coziicliden gecen kisim filtre kagidi ile stiziildiikten

sonra olusan extrakt mikropipet araciligiyla gozelere taginmustir. (Sekil 2.5.)
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Sekil 2.5. Ektratin filte kagidindan gecirilerek siiziintiiniin elde edilmesi

Her bir gézeden 10 pL ekstrakt plate kuyucuklarma aktarilmistir. Uzerine 190 pL
distile su konularak ¢6zelti 1:20 oraninda dilue edilmistir.

Fumonisin A Test Prosediirii uyarinca;

Yeni bir plate kabmma 100puL Konjugat A (Green: Streptavidin conjugated to
peroxidase) eklenmistir. Uzerine 100 puL Konjugat B (Clear/White: Biotinylated
Fumonisin) koyulmustur. Platedeki ilk 6 kuyucuga sirasiyla 0.0 - 2.5 - 7.5- 20.0 -
50.0- 150.0 ng/mL fumonisin standartlar1 koyulmustur.

Sekil 2.6. Fumonisin ELISA Test Soliisyonlar:
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Ardindan plate i¢inde 1:20 oraninda dilue edilmis ekstrattan her bir kuyucuk i¢in ayri

pipet kullanilarak 100 puL extrat 2 tip konjugat eklenmis plate’e koyuldu.

Hazirlanan yeni plateden her bir kuyucuk i¢in ayri mikropipet kullanilarak 100 pL
antikor kapl plate aktarilmistir. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

PBS-T POWDER Ph:7.4 1L Yikama soliisyonu hazirlandi. inkiibasyon sonrasinda

platewasher cihazinda 5 kere yikanmistir.

Ardindan plate kuyucuklarina mikro pipet yardimiyla 100 uL subustrat (BLUE:TMB
SUBSTRATE) eklenmistir . 10 dk inkiibasyon i¢in beklenilmistir.

Antikor-Antijen-konjugat-subustrat tepkimelerini durdurmak igin bir ¢esit zayif asit

olan Stop siiliisyonu (RED) her bir kuyucuga 100 pL miktarinda eklenmistir.

Son olarak icerisinde ektsrat (antijen) , antikor, konjugat, substrat ve stop sollisyonu
olan mikrotiter plate 450 nanometrede optik dansite Olcekli olarak okunmak Uzere
ELISA cihazina yerlestirilmistir. Standartlarla kiyaslanarak kantitatif miktar tespiti
yapilmistir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Ornekler mikroplaka okuyucuda (Biotek 800 Ts, ABD) 450 nm de okundu. Ilgili
firma tarafindan saglanan yazilimdan elde edilen standat egriye gore standartlarla
karsilastirilarak nicel dogrulama yapildi. Elde edilen veriler Tirkiye Cumhuriyeti
Tarim ve Orman Bakanligi’ nin (2014) hayvan yemlerinde istenmeyen maddelere
iliskin yaymladig1 toplam fumonisin (balik yemleri i¢in 10 mg/kg) i¢in agiklanan
mevcut kabul edilebilir smirlara gore yorumlanmistir. (Resmi Gazete No. 28977,
Tarih: 19.04.2014). Aflatoksin B; igin balik yemlerinde belirlenmis 6zel bir limit
bulunamamaistir. Bu ylizden bulunan degerler yine Tarim ve Orman Bakanlig’ nin
(2014) hayvan yemlerinde istenmeyen maddelere iliskin tebligde tam ve tamamlayict

yemler igin belirtilmis {ist limit ve Ulusal Kalint1 izleme Plani’nda yemlerde AF By
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icin limit deger adi altinda bildirilmis 10 pg/kg st smir diizeyine gore
yorumlanmistir. Total AF icin iilkemizde belirlenmis bir smir limit yoktur. Bu
sebepten dolay1 total AF FDA (Food Drug Administration, 2019)’ nin belirledigi tim
hayvan yemleri i¢in Onerilen 20 pg/kg gore degerlendirilmistir. Veriler aritmetik
ortalamatsatndart sapma degerleri olarak sunuldu ve degerlerin en kii¢iik ve en

biiyiik degerler kaydedilmistir.

30



3. BULGULAR

Yapilan analizler sonucunda total AF uygulanan standartlarinin r? degeri 0,985 olarak
saptanmistir. Analiz edilen 87 yemin 86 s1 (%98.85) aflatoksin kalintisina
rastlanmistir. Tim pozitif olarak Olclilen (86 yem) yemlerin ortalama+ standart
sapma degeri 8.776+4.178 pg/kg’ dir. En kiigiik diizey 1.023 ng/kg, en yiiksek duzey
17.566 ng/kg olarak olc¢lilmiistiir. Bu degerlerden higbiri 20 ppb degerinin iistiinde
bulunmamistir. Analiz edilen 34 yavru yemlerininin hepsinde aflatoksin
bulunmustur. Bu yemlerde total AF ortalama + standart sapma degeri 9.697+4,276
ug/kg, en kiiglik miktar1 2.388 pg/kg, en yiksek dizeyi ise 16,709 pg/kg olarak
Ol¢iilmiistiir. Ergin balik yemlerinde ise 53 yemin 52 (%98,11) inde total AF
kalintisina rastlanmistir. Ergin balik yemlerinin ortalama + standart sapma degeri
8.174+4.040 pg/kg’dir ve en kiiciik diizey 1.023 pg/kg, en yiksek diizey 17.566
ng/kg olarak olgtilmiistiir (Cizelge 3.1). Yavru ve ergin balik yemlerinde tespit edilen

total aflatoksin kalintilarinin miktarlarina gore dagilimi Cizelge 3.2° de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Balik yemlerindeki total AF dizeyleri (ug/kg)

Belirlenebilir Dizeyde Kalinti (ug/kg)

Yem Ornegi  Test
Edile Pozitif min-max Ortalama+SD Yasal siniri
n asan
n
n n (%)
Yavru balik
viu a1y 34(%100)  2.388-16,709 9.697+4,276
Yemi
Ergin balik 53 52(%98.11) 1.023-17.566 8.174+4.040 -
yemi
Toplam 87 86(%098.85) 1.023-17.566 8.776+4.178 -

n: 6rnek sayis1 SD: Standart sapma. Total AF i¢in yasal bir sinir yoktur, FDA ya gore total

AF icin tolere edilebilir sinir 20 pg/kg’ dir.
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Cizelge 3.2. Yavru ve ergin balik yemlerinde tespit edilen total aflatoksin
kalintilarimin miktarlarina gore dagilimi

Yem Ornegi Test Edilen(n) 0 0<-<5 5S-<10 10s-<15 15<-<
ppb ppb ppb 20ppb

Yavru balik 34 - 7 13 7 7

Yemi

Ergin balik yemi 53 1 11 29 7 5

Toplam 87 1 18 42 14 12

Total aflatoksin yoniinden yapilan taramada kalintiya rastlanilmamis bir numunenin
AFB;: yoniinden taranmasina gerek goriilmemistir. Yapilan oOl¢iimde kalan 86
numunenin tamaminin AFB;1 barindirdig: tespit edilmistir. Bunlar arasindan 6 adet
numunenin kalintt diizeyi 1 pg/kg diisiik olmasi nedeniyle taramada okunabilir
degerin altinda sonu¢ vermistir. Bu kalint1 diizeyinin sayisal verisi elde edilememis
orneklemeler ortalama ve standart sapma hesaplamalarinda deneyin sonug
verilerinde yaniltict etkisi olusturmamasi i¢in verilerin islenmesinde sadece kalinti
diizeyinin net sayisal verilerle tespit edilmis 80 adet numune degerlendirilmistir. Bu
haliyle dlzeyi tespit edilebilir yemlerin ortalamat standart sapma degeri
4,292+2,952 pglkg,” dir. En kiiglik diizey 1,08 pg/kg, en yuksek dizey 17,48 pg/kg,
olarak Olciilmiistiir. Bu yemlerin 4 adedi (%4,95) 10 ppb diizeyini asmistir. Yavru
balik yemlerinde (30 adet) ortalama+ standart sapma degeri 3,58+3,164 pg/kg olarak
hesaplanmistir. Bu yemlerin en disiik kalinti diizeyi 1,08 pg/kg iken, en yiksek
deger ise 14,75 pg/kg tir. 2014 tarihli Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebliginde
balik yemlerini kapsayan bir sinirlamaya rastlanilmamasi iizerine list limit degeri
yine ayni tebligde belirtilen tamamlayici yem ve tam yemlerde sunulan sinir olan 10
ug/kg referans alinarak degerlendirmeler yapilmistir. Yavru balik yemlerinde
numunelerin 3 tanesinin (%8,82) yasal iist limit olan 10 pg/kg degerini astig
belirlenmistir. Ergin balik yemlerinde (50 adet) ortalama+ standart sapma degeri
4,719+2,761 pg/kg,
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Olciilen en yiiksek kalinti diizeyi 17,48 pg/kg, en diisiik kalint1 diizeyi 1,13 pg/kg

belirlenmistir. Numunelerin 1 (%?2) tanesinin yasal sinir1 astigr tespit edilmistir.

(Cizelge 3.3).

Kalint1

diizeylerinin yem tiirlerine goére dagilimi cizelgede

gosterilmistir.(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. Balik yemlerindeki AFB1 duzeyleri (ng/kg)

Yem Ornegi

Yavru balik

yemi

Ergin balik
yemi

Toplam

Test
Edile

34

52

86

Belirlenebilir Dizeyde Kalinti (ug/kg)

Olciilebile Yasal siniri Asan
n 6rnek min-max Ortalama+SD

n (%)
N (%)

0,

30(%88,24) 1,08-14,75 35843164 o 0882)
50(%96,15) 1,13-17,48 4,719+2,761 1 (%2)
80(%693,02) 1,08-17,48 4,292+2952 4 (%4,65)

n: érnek sayisi , SD: Standart sapma. Resmi Gazete No: 2014/11, 10 pg/kg (10ppb)

Cizelge 3.4. Yavru ve ergin bahk yemlerinde tespit edilen AFB:
kalintilariin diizeylerine gore dagilimi

Yem Ornegi  Test Edilen(n) <ippb  1<-<5ppb 55 - < 10 ppb 10< - < 15 ppb 15 < - < 20ppb
Yavru balik 34 4 27 - 3 -

yemi

Ergin balik yemi 52 2 31 18 - 1
Toplam 86 6 58 18 3 1
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Yapilan analizler sonucunda total fumonisin uygulanan standartlarmin r? degeri 0,994
olarak saptanmistir. Analiz edilen 86 yemin 49’unda (%56,98) fumonisin kalintisina
rastlanmistir. Tiim pozitif olarak Olciilen (49 yem) yemlerin ortalama+ standart
sapma degeri 0.3028+0.2584 mg/kg, en kiigiik diizey 0.0107 mg/kg en yiiksek dlizey
-0.9278 olarak oOlclilmiistiir. Bu degerlerden hig¢biri 10 mg/kg degerinin iistiinde
bulunmamaistir. Analiz edilen 33 yavru yemlerininin 16 sinda (%48,48) fumonisin
varligt bulunmustur. Bu yemlerde ortalama + standart sapma degeri 0.3002+0.2638
mg/kg, en kiiciik miktar1 0,0139, en yiikksek miktar1 0.9278 mg/kg olarak
Ol¢iilmiistiir. Ergin balik yemlerinde ise 53 yemin 33° i (%62.26) inde total
fumonisin kalintisina rastlanmistir. Ergin balik yemlerinin ortalama + standart sapma
degeri 0.3040+0.2597 mg/kg’dir ve en kiiclik diizey 0,0107 mg/kg ve en yiiksek
diizey 0.9134 mg/ kg olarak 6l¢iilmiistiir (Cizelge 3.5). Yem tiirlerine gore kalinti
diizeyi dagilimi ¢izelgede sunulmustur. (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.5. Balik yemlerindeki total fumonosin diizeyleri (mg/kg)

Belirlenebilir Dlzeyde
Kalinti

Bulunan (mg/kg)

Yem Ornegi Test Yasal sinir
Edile Pozitif min-max Ortalama+SD Asan
n

n N(%)

n

Yavru balik -
33 16(%48.48) 0,0139-0.9278 0.3002+0.2638

yemi

Ergin balik 53 33 (%62.26) 0,0107-0.9134 0.3040+0.2597 -

yemi

Toplam 86 49 (56.98%) 0.0107-0.9278 0.3028+0.2584 -

n: ornek sayisi, SD: Standart deviation. Resmi Gazete No: 2014/11, 10 mg/kg
(10ppm)
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Cizelge 3.6. Yavru ve ergin balik yemlerinde tespit edile total fumonisin
kahintilarinin diizeylerine gore dagilimi

Yem Ornegi Test Edilen(n) 0 0< -<0,5ppm 0,55<-<1 ppm
Yavru balik 33 17 13 3

Yemi

Ergin balik yemi 53 20 25 8

Toplam 86 37 38 11

4. TARTISMA

Mikotoksinle kirlenmis yem ve yem hammaddelerinin hayvan tarafindan
tiketimi biliylime geriligi, bagisikligin gerilemesi, hastaliklara kars1 direncin
azalmasi, kronik ve akut zehirlenme ve hatta 6limle sonuclanabilir. Bu durum
hayvancilik endiistrisini kiiresel olarak etkiler. Mikotoksinler hayvansal {iretim
sistemleri i¢in Onemli bir tehdit haline gelmistir (Santos Pereira, Cunha ve
Fernandes, 2019). Mikotoksinler direk ya da indirek yollarla yem kaynagina bulagir.
Direk bulagsma kiifiin yem maddesinde iiremesi sonucu olusur. Hemen hemen tiim

yem maddelerinde liretim, depolama ve tasima sirasinda kiif liremesi meydana

gelebilir (Abdel-Wahhab ve Kholif, 2008).

Hayvan yemlerinde en sik rastlanilan mikotoksin aflatoksinlerdir.
Aflatoksinler Aspergillus flavus veya A. parasiticus suslari, toksin olusumuna
elverisli kosullarda trerler. Aflatoksinler AF Bi, Bz, Gi, Gz gibi tdrleri
bulunmaktadir (Nibbelink Stuart, 1986). Aflatoksinler temel olarak hayvanlarda
karaciger hasarina neden olmaktadir. Zehirlenme durumu hayvam tiiriinii, yasina,
cinsiyetine ve beslenme durumuna gore degisir. Aflatoksinler karaciger fonksiyon
bozuklugu hayvan veriminde diisme, bagisikligin baskilanmasina neden olur. Uzun

sire diisiikk konsantrasyonlarda aflatoksin iceren yemlerin tiketilmesi embryoda
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toksisiteye neden olmaktadir. Geng¢ hayvanlar aflatoksine daha duyarlidir.
Aflatoksikosisin klinik belirtileri sindirim bozukluklari, yem veriminin diismesi ve

anemidir (Dhanasekaran, Shanmugapriya, Nooruddin ve Panneerselvam, 2011).

Baliklarda aflatoksikoz 1960’11 yillarda Gokkusagi alabaliginda yiiksek
oranda aflatoksin iceren pamuk tohumu yagi iceren kuru peletlenmis gidalarin
kullanilmaya baglanmasindan dolay1 ortaya ¢ikmistir. Kiiltlirlenmis alabalikta yaygin
hepatokarsinom olusumundan sorumlu giiclii bir karsinojen olarak tanimlanan AF B1
dogal olarak meydana gelen en gii¢lii hayvan kanserojenidir. 0,01 ppb kadar diisiik
aflatoksin seviyeleri, kisa bir siire i¢inde alabalikta neoplastik degisikliklere neden
olur (Royes, 2001). Aflatoksinin etkisini deneysel olarak degerlendirmek amaciyla
yapilan bir ¢alismada Nil tilapia Oreochromis niloticus’ lara 6 veya 12 hafta boyunca
20 veya 100 ppb AFB: bulunan yem verilmis; 100 ppb AFB1’ in O. niloticus agirlik
kazanci, yem verimliligi, hemotolojik profili ve karaciger histopatolojisini olumsuz
yonde etkiledigi ortaya konmustur. Baliklarin hastaliklara karsit direncinde diisme
olabilecegi gosterilmistir (Mahfouz ve Sherif, 2015). Baska bir deneysel calismada
Dicentrarchus labrax L (levrek balig1) ¢ a AFB; in oral OD50 (96 saat OD50) degeri
olan 0,18 mg/kg verilmis ve anormal davramis ve zehirlenme belirtileri
gozlemlenmistir. 42 gilin  boyunca uygulanan 0,018 mg/kg AFB1 serum
transaminazlarda ve alkalin fosfataz aktivitelerinde artis, plazma proteinlerinde
diismeye neden olmustur. Arastiricilar balik kaslarinda yiiksek seviyede (Sppb) AFB1
kalintis1  saptamis, bu durumun insan sagligint olumsuz etkileyebilecegi
distintilmustiir (El Sayed ve Khalid, 2009).

Yaroglu ve Giil (2007) Erzurum ilinde topladiklar1 yavru alabalik yemlerinde
aflatoksin diizeylerini arastirmislar ve 24 adet numune de AFB: kalintisinin kabul
edilebilir diizeyde oldugunu belirtmislerdir. Altug ve Beklevik (2003) 1998-2000
yillar1 arasinda topladiklar1 85 adet balik yeminden 20 tanesinde 20 ppb ila 42,4 ppb
araliginda toplam AF kalintisi, 20 ppb’nin lizerinde total AF tespit edilen 6rneklerde
ise 18,4 ppb — 36,3 ppb arast AFB: tespit etmislerdir. Altug ve Beklevik’ in
bulgularinin aksine sunulan tez ¢alismasinda balik yemlerinin higbirinde total AF
degerleri 20 ppb degerini asmamistir. Kaymak (2000) Tiirkiye'deki balik yemi iireten
yem fabrikalarindan alinan alabalik yemleri aflatoksin Bi, B2, Gi|, G2 dlzeylerini

imminoaffiniti kolon yontemiyle (IAK) yiiksek performansli sivi kromatografisi
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(HPLC) yontemiyle analiz etmistir. Analiz sonucu 59 yem 6rneginin 29' unda 0,48-
3,46 ppb duzeylerinde toplam AF (B: +B2 +G: +G2) kalintilart bulmustur. Bu
duzeyler yasal sinir1 agsmamaktadir. Sunulan ¢alismasinda da 87 yemin 86’ sinda
total AF kalintisina ratlanmig; ancak diger caligmalarla uyumlu olarak saptanan
diizeyler 20 ppb diizeyini altinda bulunmustur. Aktlre (2005) Adana ve ilgelerinden
toplanan 33 adet balik yem 6rneginde Aflatoksin By ve toplam AF (B1 +B2 +G1 +G2)
diizeylerini aragtirmis. 8 Ornekte Aflatoksin Bi bulunmasina ragmen yemlerinin
hicbirisi yasal sinirt agmamistir. Bintvihok vd (2003) Tayland’ in dogu ve giiney
bolgelerinden 150 karides yeminde yaptiklar1 arastirmada en yiiksek 0,651 ppb
dizeyinde AFB: varligi tespit etmislerdir. Gongalves-Nunes (2015) vd, Brezilya
Piaui ilindeki balik c¢iftliklerine yonelik ham madde ve yem numunelerinde
Aspergillus, Penisilyum ve Fusarium tlrd mantarlarin kontaminasyonunu ve AFB:’
in kalint1 diizeyini belirlemek amaciyla yaptiklar1 aragtirmada, Aspergillus flavus ve
Penisilyum citrinum tiim Orneklerden yiiksek nispi yogunlukta izole etmislerdir.
AFB; ELISA yontemi ile belirlenmis, tiim numunelerde AFB; ¢ikmasina ragmen
diizeyi Onerilen smirin (20 pg/kg) altinda bulunmustur. Sunulan tez caligmasinda
bulunan AFB: kalintisina rastlansa da bu degerler 20 pg/kg degerinin altinda
bulunmus toplanan yemlerin sadece 4 (%4,65)’ tinde ise degerler 10 pg/kg ustiinde
saptanmistir. Barbosa vd (2013) Rio de Janeiro‘ dan topladiklar1 60 balik yemi
numunesinim %355’ inde AFB; kalintis1 bulmuslardir. Ancak bu kalintilar ELISA ile
Olciilebilen smirin altinda kalmistir. Marijani vd (2017) Dogu Afrika’ da topladiklar:
balik yemi numunelerinin %64,3° {iinde aflatoksin kalintisina rastlamislardir.
Arastirmacilar AFB:1 dlzeyini 2-806 pg/kg, AFB. duzeyini ise 2-74,5 pg/kg
diizeyinde bulmuslardir. Alinezdah vd (2011), alabalik yeminin ve bu yemin i¢indeki
yem ham maddelerin HPLC ile analizlerini yapmis ve pelet yem ve gliiten diginda
test edilen tiim bilesenlerin 1,83-67,35 pg/kg araliginda farkli seviyelerde AFB; ile
kirlenme diizeyinde olduklarim1 gostermislerdir. Soya fasiilyesi, balik unu ve
bugdayda AFB: diizeyleri yasal sinirin iistiinde bulunmustur. Portekiz’ de toplanan
87 levrek yeminde AFB: diizeylerine HPLC ile bakilmis ve yemlerde aflatoksin

kalintisina rastlanmamistir (Almeida vd 2011).
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Fumonisin B1 en zehirli fumonisindir. Fusarium verticillioides, Fusarium
proleferatum ve Fusarium nygamai tarafindan sentezlenir. Fumonisin kalinti
problemi en ¢ok misir ve yan iirlinlerinde meydana gelir. Yildirim, Manning, Lovell,
Grizzle ve Rottinghaus (2007), kanal yayin baliklarina 10 hafta boyunca 20 ve 40
mg/kg FB1 uygulamislar ve 20 mg/kg da yemden baliklarin agirlik kazancinda
diisiisler tespit edilmistir. 40 mg/kg FB1 baliklarda hemotokrit degeri diisiirmiistiir.
Fumonosin B1 karacigerde serbest sfinganinin serbest sfingozine oraninda artiga

neden olmustur.

Baliklar i¢in yemlerde fumonisin diizeyi 10 mg/kg agsmamalidir (Oliveira vd
2020). Barbosa vd (2013) Rio de Janeiro °‘dan topladiklar1 60 balik yemi
numunesinin %90’ mda FB1 kalintis1 bulmuglardir. Bu kalintilar 0,3-4,94 ng/g
arasinda olup medyum diizeyi 2,6 pg/g olarak bulunmustur. Marijani vd (2017)
aragtirmalarinda balikk yemlerinin %57,1° inde 33,2-3970 pg/kg arasi fumonisin
kalintist1 saptamiglardir. Sunulan tez calismasinda analizi yapilan 86 yem
numunesinin 49’unda (%56,98) fumonisin kalintis1 saptanmig bulunan diizeyler limit
degerin (10mg/kg) ¢ok altinda bulunmustur (en kiiglik deger 0.0107 mg/kg, en
yiiksek deger 0.9278 mg/kg).
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5. SONUC VE ONERILER

Mikotoksinlerle kirlenmis yem ve yem hammaddelerinin hayvanlar
tarafindan tiiketimi hem hayvan sagligima hem de bunlan tiikketen insan sagligina
zarar verebilir. Sunulan tez calismasinda analiz edilen yemlerde total aflatoksin ve
total fumonisin kalintisina rastlansa da bulunan degerler kabul edilebilen sinirlarin
(total AF i¢in 20 pg/kg, total fumonisin i¢in 10 mg/kg) altinda kalmistir. AFB1 6z
konusu oldugunda ise sadece toplanan yemlerin sadece yemlerin sadece 4 (%4,65)’
tinde ise degerler 10 ug/kg istiinde saptanmistir; yemlerde 20 ug/kg iistinde AFB:

kalintisina rastlanmamuistir.

Calismanin sonuglari son zamanlarda yem ve gida iiretiminde mikotoksin
onlenmesi ve detoksifikasyonu maksadiyla yikama, elle daneleri ayirma gibi fiziksel
Onlemlerin yaninda yiiksek absorbsiyon gosteren toksin tutucularin ve probiyotik
laktik asit bakterilerinin yeme ilavesi, ozon uygulamalari, yapi1 bozucu olarak
enzimlerin kullanmasinin nispeten basarili oldugunu gostermektedir. Ancak yine de
mikotoksin kalint1 kirliligini 6nlemek i¢in uygulanan koruma kontrol programlari

devam ettirilmeli; toplumda bu konuda farkindalik olusturulmalidir.

Miktoksinler tarim, hayvancilik, veteriner hekimlik ve tip hekimligini
ilgilendiren coklu disiplini ilgilendiren bir sorundur. Mikotoksin Ureten mantarlar
bitkiler icin fitoparazittir. AB ile yapilan basta tahil ve sebzeler olmak iizere gida ve
yem ticaretinde iilkemiz menseili iirlinlerde mikotoksine yonelik uygunsuzluklar
sorun olmaktadir. Ulkemiz dis ticaretinde gida ve yem sektdriinde kaliteye yonelik
giiven insa etmenin yolu basta aflatoksin olmak (izere mikotoksin probleminin
bertarafi ile gercgeklesebilir. Bu amacla kii¢iik ve orta boy isletmelere ve hatta
geleneksel aile isletmelerine {iriin ve yem muhafazasinda modern teknik olan silo tipi
muhafaza yontemleri hibe ve tesvikleri ile yayginlastirilmalidir. Tahil depolarinda
toprak {Ustii ve alti dokme halde iirlin muhafazasi engellenmeli, bu yerlerin
mimarileri, Uriin ve is akis semalar1; farkli tahillarin birbirlerine temasi sonucu
olusabilecek biiylik mikotoksinlerle kirlenmenin Onleyici faaliyet kapsaminda

yeniden degerlendirilmesinde fayda vardir. Mikotoksinlerle kirlenmede Uriinde
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gorsel ve kozmetik bir kusur olmaksizin toksin iiremesi olabilir. Karma yem
fabrikalarinda {retilen driinler igin son kullanim tarihleri, reyon Omiirlerinin
belirlenmesinde mikotoksinlerin varligi, miktar1 ve artis hiz1 asli parametre olarak

degerlendirilmelidir.

Mikotoksin kalintilarinin s6z konusu oldugu yemlerle beslenen balik etlerinde
kalint1 taramasi, mevzuatta gecen limit degerlerin altindaki diisiik dozlarin kusaklar
arast genototoksik etkilerinin olup olmadigr heniiz bilinmemekle beraber
aragtirtlmaya deger konulardir. Bunlarin yaninda ayni bolgelerden farkli zamanlarda
toplanilacak yem numunelerinde mevsim etkisinin arastirilmast mikotoksinler ile
atmosferik olaylar arasindaki iliskiyi daha net ortaya koyacaktir. Farkli iklim 6zelligi
gosteren bolgelerden toplanmis numunelerde mikotoksinlere yonelik tarama
yapilmasi mikotoksinle miicadelede yol gosterici olacaktir. Bu ¢alismada taranan
mikotoksinlerden farkli olarak daha 6nce baska galismalarda balik yemlerinde varligi
tespit edilmis zearalenon ve okratoksin A toksinlerinin ¢alisilmasi piyasadaki yemler
icin bir durum raporu Ozelli§i tasiyacaktir. Balik isletmelerinde isletme
maliyetlerinin %70’ini yemler olusturmaktadir. Kalite problemi bulunan yemler
verim kaybi, hastaliklarin goriilmesi ve Oliimler seklinde ekonomik ve hayvan
refahina olumsuz etkiler meydana getirecektir. Bu baglamda iiretimden tiiketime

kadar her asamada kalite ve kontrol uygulamalarin1 devam ettirmek gerekmektedir.

Giliniimlizde Hepatit C, Hepatit B hastaliklar1 ile aflatoksikozis arasinda
anlamli iliskiler tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan galismalarda anne siitiinde
AFM: ve plasenta sivisinda okratoksinlere rastlanilmistir. Bu durum maruziyetin
dogumdan hemen sonra bagladigin1 gostermekle beraber oOnlemlerin yeterince
alinmadig1 sartlarda maruziyetin dmiir boyu siirecegine isaret etmektedir. Hekimlikte
mikotoksikozisin tanisi, ayirict tan1 olarak belirtilebilecek spesifik bir semptomunun
olmamasit nedeniyle olduk¢a zordur. Bu nedenle hastalik epidemiyolojisinde
dokiimentasyonel anlamda veri eksikligi onlemek amaciyla Saglik Bakanligi ile
Tarim ve Orman Bakanlig1 nin bu konu 6zelinde miisterek yapilanmig hizli alarm ve

veri bildirim sistemi kurmalar1 6nerilmektedir.
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