A.U. Veteriner Fakiiltesi Besin Kontrolu ve Teknolojisi Kiirsiisii
Prof. Dr. Zeki Tolgay

BAZI PEYNIRLERIMIZDEN 1ZOLE ETTIGIMIZ KUFLER
VE BUNLARIN AFLATOKSIN YETENEKLERININ
ARASTIRILMASI

Mehmet Aziz Demirer*

A Study of Molds Isolated from Certain Cheeses
and Their Ability to Produce Aflatoxins

Summray: Molds were found in 10 samples of Konya Moldy Tulum Cheese, in 10
samples of Diyarbakir White Cheesc containing a special plant and in 71 samples of
Erzincan Tulum Cheese accidentally contaminated with molds.

Isolates which were identificd are as follows:

130 Penicillium roquefortii, 2 P. chrysogenum, 6 P. notatum, 2 P. crustosum, | Asper-
gillus manginii, 2 A. versicolor, 1 Cladosporium herbarum, 1 C. macrocarpum, 1 C. cla-
dosporiodes, 1 Alternaria alternata and 1 Wallemia scbi.

Forty molds isolates were grown for seven days at 27 °C on YES medium, to investigate
their ability to produce aflatoxins. Thin Layer Chromatography studies indicated that,
of the forty samples tested, none were found to produce any toxicity.

Ozet: Bu gahymamizda Konya Kiifli Tulum Peynirlerinden ve Diyarbakir Otlu Beyaz
Péynirlcrindcn onar nimuncde ve arizi olarak kiflenmis Erzincan Tulum Peynirlerinin
kifli yerlerinden alinmis yetmis bir niimunede bulunan kiifler izole ve idantifiyc edilmiy
ve bunlarm aflatoksinler yéniinden toksinojenik kontrolleri yapilmistir.

Muayeneler sonuncunda peynirlerden 130 Penicillium roquefortii, 2 P. chrysogenum,
6. P. notatum, 2 P. crustosum, | Aspergillus manginii, 2 A. versicolor, 1 Cladosporium her-
barum, 1 C. macrocarpum, 1 C. cladosporioides, 1 Alternaria altcrnata ve 1 Wallemia

sebi izole edilmigstir.

Bu kif suglarindan kirkinin kiiltiir ekstraktlari aflatoksinler bakimindan ince tabaka
kromatografisi ile incelenmis, konrol susu olarak kullandigimiz Aspergillus flavus harig
hig birinde aflatoksinlcre rastlanamamugtir.
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Giris

Son 14 — 15 yilm ilging ve aktiiel konularindan biri de aflatoksin
problemidir. Siiphesiz bu problem memleketimiz bakimindan da
énem arzetmis bulunmaktadir.

Nitekim 1967 haziraminda Kanada’ya ihrag edilen ve 6nemli
ihrag iiriinlerimizden biri olan i¢ findiklarin, insan saglhigina zararh
aflatoksin bulundugu iddiasiyle geri gevrilmesi ve 1970 ecyliilinde
Amecrika Birlesik Devletlerine gonderilen antep fistiklarinda aflatok-
sin tesbit cdilmesi, memleketimiz ekonomisi ve beslenmemiz yoniin-
den uzcrinde dikkatle durulmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Antcp fistigr problemi iizerine USA Food and Drug Administ-
ration dan Dr. A. D. Campbell memleketimize gelmig ve bu arada
kiirsiimiizii dc ziyaret ederck aflatoksin caliymalarimiz hakkinda
bilgi almiglardir. Ilgilinin déniisiinden sonra Ticarct Bakanhgmna ver-
mis oldugu ve bir kopyasi bu Bakanlik tarafindan kiirsiimiize gon-
derilmi olan raporunda, caliymalarimizdan bahscdilmesi ve afla-
toksin aragtirmalarinda kiirsiimiizden istifade edilebileccginin belirtil-
mesi bizlere kivan¢ ve enerji vermistir.

Nitekim 1971 yihnda gesitli gidalarimizi kapsayan ve bir sondaj
mabhiyetinde olan “Bazi Gidalarda Aflatoksin Aragtirmalar” adi altinda
bir aragtirma yapilarak TBTAK’in 3. Bilim Kongresinde, 1972 yi-
linda “Baz Siit ve Siit Mamiillerinde Aflatoksin Arastirmalary” ad1 altinda
bir diger aragtirma ise 15. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresinde teblig
edilmislerdir.

Faaliyetlere ondan sonra da devam edilerek “Siit ve Siit Mamiil-

lerinde Aflatoksin M\ ve B, Aranmasi Uzerinde Aragtirmalar™ adi ile bir .

aragtirma ve “Siitle Aflatoksinlerin Ekskrete Edilmeleri ve Siit ve Siit Mamiil-
lerinde Aflatoksin Tayin Metodlarinda Son Gelismeler” adli bir makale ilgili-
lerin istifadesine sunulmug ve 1973 yazinda Amerika Birlesik Devletleri
tarafindan organize edilen kollaboratif milletler arasi bir ¢aliymaya
kiirsiimiiziin de igtiraki saglanmigtir.

Bilindigi gibi memleketimizin bazi bélgelerinde, amprik metod-
larla kiiflii peynirler imal edilmektedir. Ayrica bazi pcynirler gesitli
nedenlerle arizi olarak kiiflenmcktedirler. Baz1 sahuslar, bu gibi pey-
nirlerin kiiflii halde yenilmelerinde bir sakinca gérmedikleri gibi,
baz1 kiiflerin antibiyotik hassalar1 nedeniyle kiiflii peynirlerden fayda
dahi ummakta vc hatta tercih etmektedirler.

Iste bu durum dikkatimizi ¢ekmis, bu gibi peynirlerdeki kiiflerin
hangi cins ve tiir kiif mantarlar1 oldugu, bunlarin aflatoksinleri tiretip
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iiretmedikleri, sayet tretiyorlarsa hangi aflatoksinleri ve ne miktar
iirettiklerini saptamak bakimindan “Bazi Peynirlerimizden Izole Etti-
gimiz Kiifler ve Bunlanin Aflatoksin Yeteneklerinin Aragtiriimasy’” adi altin-
da memleketimiz icin lizumlu ve faydali olabilecegini diiglindiigi-
miiz bu aragtirmayi yapmayr uygun bulduk.

Literatiir bilgi

Kiifler, yani kiif mantarlari, kot gartlarda elde edilen yahut
usuliine uygun depolanmayan hububat, yem ve gida maddelerindc,
elverigli gidalanma, rutubet ve hararet sartlari bulduklarinda, siiratle
cogalirlar. Sayet toksinojen mantarlarsa, bir metabolit iiriin olarak
olugan mycotoxin’ler nedeniyle, bunlari yiyen hayvan ve insanlarda
mycotoxicose’lara scbebiyct verirler. Bu durum mikroskobun kesfin-
den oOnce de gesitli sporadik ve epidemik mycotoxicose vakalaryla
insanlarin dikkatini ¢ekmig ve aragtirma konusu yapilarak mubhtelif
caligmalar yayinlannugtir. /

Penicillin’in bulunmasindan sonra da, Roquefort, Camembert,
Gorgonzola, Stilton ve Nuworld gibt bazi peynirlerin olgunlagmasinda
rol oynayan kiiflerin, peynire pencillin yahut benzer maddeler verip
vermedikleri tizerinde duruldugunu gérmekteyiz.

Wilkowske ve Krienke(66), yaptiklar1 boyle bir aragtirmada nu-
munelerin hi¢ birinde penicillin’e rastlamadiklarimi bildiriyorlar.

Memleketimizde isec Akman(1), 27 Tulum ve 23 Kasar peynirin-
de bulunan kiifleri miitalaa ettigini ve bunlarin antibiyotik etkileriyle
zararsizlik derecelerini kontrol ettigini, 34 penicillium, 5 aspergillus,
1 mucor ve 4 oidium lactis tiirii izole ettigini ,bu kiiflerin kiltir filt-
ratlarinin stafilokok, streptokok, koli, tifo, paratifo A, paratifo B ve
antraks suglar tizerinde degisik kuvvette antibiyotik ctki g&sterdigini,
12 penicilliumda kuvvetli, 4 aspergillusta zayif, digerlerinde hig bir
antibiyotik etki bulunmadigini, Konya Kiflii Peynirlerinden saf pe-
penicillium kiiltiirleri elde ettigini bunlarin P. roquefortii’ye miigabih
oldugunu, izole ettigi butun kiiflerin kiiltir filtratlarim ve saf kiiltir
stispansiyonlarini laboratuvar tecriibe hayvanlarina, cilt alti, periton,
kas ve vena igi yollarla enjekte ederck bu kiiflerin toksisitelerini ara-
digini, enjeksiyona tabi tutulan tavsan, kobay ve findik farclerinde
hig bir tokstk etki tesbit edemedigini ve hayvanlarin hepsinin yagadigini,
kiifli tulum peynirlerinin olgunlagmasinda rolii olan yahut her iki
peynirin sathinda bulagma suretiyle lircmig olan peynir kiiflerinin za-
rarlh bir etkileri olmadig1 kamsina vardigini bildirmektedir.
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Daha sonra, 1960 yilinda Ingiltercde yiz bin kadar hindi ve
siiliin palazlarinin 6liimiine sebebiyet veren bir hastaligin patlak ver-
mesiylc mycotoxicose problemi yeniden ilgi kazanmig(62) ve o sira-
larda bu hastahga Hindilerin X Hastahg adi verilmistir. Yapilan tet-
kikler bu hastaliga yakalanan hayvanlarin Brezilyadan gelen yer fis-
ug kiispesi ile imal edilmis kompoze yemleri yediklerini gosteriyor-

du(54).

1961 Kasiminda, Londra Tropical Products Institutc’den Sar-
geant ve Kelly, Weybridge Central Veteriner Laboratory’den Car-
naghan ve Allcroft, miisterek yaymndiklar bir aragtirmada(56),
bazi Brezilya yer fisig1 un numunclerinden toksik bir maddenin ekst-
rakte edildigini ve bunun Hindilerin X Hastahginin ayni, karacigerin
histolojik lezyonlariyle birlikte rdck ve hindi palazlarinda 6liim mey-
dana getirdigini, 1 giinliik 6rdek palazlarina konsantre cksktraktin
miktari olarak verilmesinin toksisite kontrolu bakimindan gabuk vec
hassas bir metod oldugunu, toksin veren mikro organizmanin muh-
temelen bir mantar olabilecegini bildirmelerinden bir ay sonra yani
1961 araliginda, Sargcant, Sheridan, Kelly, ve Carnahan(55) toksin
veren mikroorganizmanin bir mantar oldugunun saptandigini, bunun
da Aspergillus {lavus Link cx Fries olarak idantifiye edildigini ortaya
koyuyorlar.

Gerek bu aragtinclarin ve gerekse Lever Brothers, Massachu-
setts Institute of Technology’deki arastinicilar ve digerleri mesclenin
kimyasal yéniinii ve biyolojik tesirlerini aragtirdilar. Aragtirmalar 2
yil iginde bu mycotoxin’in bilinen en kuvvetli karaciger kansero-
jen maddesi oldugunu gosterdi(22). Ayrica yapilan sayisiz tetkikler
de, yer fistiklarimin insan beslenmesine girdigi siyah Afrika bolgelerin-
de hepatom vakalarinin daha fazla oldugunu ortaya koydu(3).

Aflatoksin adi verilen bu toksin iizerinde yapilan kromatografik
tetkikler bunun B,,B,,G1,G, gibi komponentleri bulundugunu mey-
dana koydu.

Daha sonra yapilan arasurmalar, aflatoksinli kiispe yiyen inek-
lerin, siitleriyle iki komponentli vc aflatoksin M, ve M, adi1 verilen
bir toksin ¢ikardiklarini, bu toksinin kiispe yiyen hayvanlarin idrar
ve gaitalarinda da bulundugunu, ayrnca kiflii yer fisuklaninda da
rastlandigini gosterdi (4,5,6).

Maymun yavrularina aflatoksin yedirme denemeleride Tulpule
et al. (65), giinde 1 mg hk dozun daima toksik oldugunu, 2 — 4 hafta
arast biitiin hayvanlarda igtahsizhik ve halsizligin artugini, idrann
fazla renkli oldugunu ve 2 ay i¢inde hepsinin koma halinde 6ldiiklerini,
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yapilan biyokimyasal testlerde karaciger fonksiyonunun fazla zarar
gordiigiiniin ve karaciger harabiyctinin saptandigin, bunun otopsi
ile de teyit cdildigini, karacigerin ¢ok yagh ve iki hayvanda portal
cirrhosis’i andirir takriben 2 mm gapinda tiniform nodiler bir gériiniis-
te bulundugunu bildiriyorlar.

Aflatoksin veren mantarlar ve yayuma durumlar: Aflatoksinler, bil-
hassa {lavus grubu aspergillus’larin metabolizma iiriinleridirler. Fla-
vus grubu aspergillus’lardan bagka, aspergilluslarin diger baz: tiirler,
bir takim penicillium’lar ve diger bazi mantarlar da aflatoksin iire-
tebilirler. Tablo I, Goldblatt(27) tarafindan bildirilen béyle bir lis-
teyi gostermektedir.

Tablo I

In vitro olarak aflatoksin trcten mantarlar

Mantarm ad: Arastiricilar Aflatoksin
B, B, G, G,

Aspergillus flavus grupu

A flavus ..., Sargeant et al. (1961) ...... R S

A. flavus var. columnaris . Van Walbeek et al. (1968) ... +

A. oryzae ............... Basappa et al. (1967) .......... 4+

A. parasiticus ............. Codner ct al. (1963) ......... + + 4+

A. parasiticus var. globosus Murakami ct al. (1966) ........ + - 4 -

Diger Aspergillus tirleri,

Penicillium vs.

A.niger ..o, Kulik ve Holaday (1967) ...... +

A ventii ...l oo « RN R

A.ruber ..ol oo “ “ -

A, ostianus ............... Scott et al. (1967) ........... +  +

A. ochraceus .............. Van Walbeek ct al. (1968) ..... -

Penicillium puberulum ... Hodges et al. (1964) ......... -+ -+
Kulik ve Holaday (1967) ...... RO L

P. variable ............... oo “ . +

P. frequentans ............ “ “ « N 4

P. citrinum ........ ... .. oo « . +

Rhizopus sp .............. Van Walbeek ct al. (1968) ..... - +

Lafont (42,43), A. flavus ve A. parasiticus’un, yalmz tropikal
memleketlerin yer fistiklar1 ve bitkisel iirctim maddeleri iizerinde
degil, ayni zamanda mutedil iklimli memlcketlerde yetistirilen ekseri
hububatlar izerinde, hemen hemen dcvamli bulunan, ¢ok yaygin
tiirler oldugunu ve mesut bir tesadiif olarak bunlarm biitiin suglarinin
toksinojen olmadigini, tabiatta zehirsiz suglarin zehirlilerden daha sik
olarak rastlandigini, toksinojen suglarin ne morfolojik ve ne de beslen-
me ihtiyaglar1 bakimindan zchirsiz suslardan ayrilmadiklarin kayde-
diyor.

~

Senser(58), Czapek agar ve malt agar besi yerlerinden istifade
edilerek A. flavus Link, A flavus var. columnaris ve A. parasiticus
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speare gibi A. flavus gurubundaki toksin yapan mantarlarin bulun-
mast ve tespit edilmesi igin ¢abuk bir metod tarif ediyor.

Jacquet et al. (33, 34, 35, 36, 37 38, 39) yaptklan arastirmalarda
siitlerde aflatoksin M’ye rastladiklarini ve fakat peynir numunelerinde
en az izinc dahi tesadif ctmediklerini, aspergillus’larin peynirde
cogalma konusunun ok nadir oldugunu, sahanin ecvvela penicilli-
um’lara ondan sonra da mucor’lara ait bulundugunu, patojen asper-
gilluslari elektron mikroskopla incelediklerini; 500 den fazla gida mad-
desinde, hububatta, yemlerde, toprakta ve havada Aspergillus spor-
larinin yayihigin tetkik ettiklerini, hayvan yemlerinde aflatoksin ara-
diklarini ve bunlar arasinda aflatoksin fazlah@ bakimindan ilk siray
yer fistig1 kiispesinin ikinci sirayr kompoze yemlerin aldigin kaydedi-
yorlar.

Kiiflerin iiretilmesi ; toksin elde etme ve aragtirma metodlarr: Bu hususta
gesitli metodlarin kullamldigini gérmekteyiz.

Sargcant et al. (55), ilk defa yer fisuklarindan izole ettikleri
8 susun saf kiltiirlerini Czapek solusyon agar’da 27° C de 7 giin kiil-
tiir yapip kloroformla ekstre cttiklerini, elde cttikleri toksinin bir giin-
liik 6rdek yavrularinda biyolojik aktivite kontrolinden ve kromatog-
rafik tetkiklerinden sonra bunun yer fistiklarindaki toksinin ayni tok-
sin oldugunu saptadiklarini, daha sonra, toksik olmayan ve 1s1 ile
sterilize cdilmig yer fistiklari tizerinde aflatoksin veren mantarlan
iircttiklerini ve yer fisugimin kilograminda 100 mg aflatoksin clde
cttiklerini bildiriyorlar.

Scott et al. (57), hububat ve sebzelerden elde ettikleri 58 tiird
temsil eden 228 kiif susunu toksijenik yoénden incelediklerini, mmsir
unlarint saf kiiltiirle cnfekte edip kiifiin geligimini sagladiktan sonra
pekin érdek yavrularim besleyerck teste tabi tuttuklarini kaydediyor-
lar. ‘

Joffe(40), kif sporlarini crienmeyer igerisinde musluk suyu ile ev-
velce wslaulmig 10 g bugday iizerine ekerek 24°C de 8 giin enkiibe
ettigini, sonra bunlarda ekstraksiyon ve ince tabaka kromatografisi
metoduyla aflatoksin aradigini bildiriyor. '

Hodges et al. (31), kiifli bir yer fistig1 niimunesinde Penicillium
puberulum Bainer’e rasladiklarini, bunu kirilmig bugday, patates,
bira mayasi, patates dekstroz agar ve Sabouraud agar gibi kiiltiir besi
verlerinde gogalttiklart ve bunlarin aflatoksin sentezlediklerini kay-
dediyorlar.

Ashwoth et al. (9), aragtirmalarinda, aspergillus ve penicillium
tiirlerinin kiiltiirii i¢in malt salt agar ve asitlestirilmis (pH 5,5) pata-
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tes dckstroz agari, diger tiirlerin kiltiiri i¢in sadece malt salt agari
kullandiklarini, kiltiirleri cam pamugu ile ttkanmug polictilen tor-
balarda 30°C de 10 giin enkiibe ettiklerini bildiriyorlar.

Chang et al. (15), ezilmig bugday iizcrindc ¢ogaltulmig kiiltiirler-
den B, aflatoksini clde ettiklerini, bu komponentin biyolojik aktivi-
tesini bir giinliik, erkck, beyaz pekin érdek yavrularinda tesbit ettik-
lerini, aktivitenin kriterleri olarak geliymenin azalmasi, karaciger ve
safra yollarinin hiperplazisi oldugunu kaydediyorlar. Allard (3),
fena sartlarda clde edilmis bir bugday partisinden izole cttigi bir A.
versicolor ve kiiltir topragindan ayirdig: bir penicillium susu ile calig-
tigini, hububatlar iizerinde yapilan kiiltiirlerin miktari olarak ekstre
ctmedeki giigliikleri sebebiyle, aflatoksin elde ctme besi yeri olarak
litresinde 27 g saccharose bulunan patates temelli sivi besi yerlerini
kullandigin1 kaydediyor. Boutibonnes ve Jacquet(13), A. flavus ta-
rafindan aflatoksin sckresyonunda rol oynayan sartlari bildiriyorlar.
Eldridge et al. (21), icerisinde karbohydrate’lar, vitaminleri, mine-
ralleri ve organik nitrojen bilegikleri tagiyan sentetik siv1 bir besi yeri-
ni tarif ediyorlar. Bu besi yerinde A. flavusu 25°C de 8 giin kiiltiir
yaptiklarini, A. flavus susuna gore besi yerinin litresinden 10 — 110
mg mabhsiil aldiklarint kaydediyorlar. Frayssinct ve Lafont (24),
112°Cde 45 dakika sterilize ettikleri 9% 10’u ezik musir daneleri tizerin-
de 110 aspergillus susunu 30°C de 8 giin kiiltiir yaptiklarini, sonra
100ml besi yerinc 200 ml kloroform koyarak 1 saat miiddetle kayna-
tip 3 defa ekstre ettiklerini, kloroformu ugurup 1: 1 metanol ve susuz
hekzana aldiklarini, bunu ayirma hunisine gegirip fazlarin ayriimas:
i¢in 913 su ilave cttiklerini ve metanol fazim 1 giinlitk 6rdek yavru-
larina agiz yahut periton yolu ilc vererck toksisite kontrolleri yaptik-
larim bildiriyorlar. Petit et al. (51), iki susla yaptiklart aflatoksin
aragtirmalarinda, siv1 vasat olarak malt ckstresi ve Czapek solusyon,
kati vasat olarak az nemli, steril misir dancleri kullanarak 7 giin kiil-
tir yaptiklarini, enkiibasyon nihayetinde kiiltiirleri 30 dakika 100°C
dc otoklavladiktan sonra ekstre ettiklerini ve kiiltiir yaparken dc yeteri
kadar havalandirmanin lizumlu oldugunu belirtiyorlar. Hesseltine
et al. (30), muhtelif atragunicilara atfen, ¢esitli suglarin kiiltirlerinde
Czapek soliisyon, yer fisug1 unu, kabugu soyulmus ve ezilmis yer fis-
181, tim bugday, pargalanlmig yahut ezilmis bugday ,ezilmis ve steri-
lize edilmig bugday kullanildigini, Czapck solisyonun tavsiye edilme-
sinc ragmen kendilerinin patates dekstroz brot’ta, durgun kiiltiir ha-
linde bol ailatoksin aldiklarini, arastirmalarinda sporlarda da afla-
toksin tespit ettiklerini ve bu hususun bu konuda ¢aiiganlar igin cok
onemli oldugunu, toksinin otoklavlandiktan sonra dahi aktiv kaldi-
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g1 ve bu nedenle materyale elle dokunulmamasini, ¢ok kuvvetli
bir karsinojen madde olmasi sebebiyle dzel arastirmaya- ihtiyag gos-
terdigini, kiltiirlerden en yiiksek mahsili 28 °C dec 5 giinde elde et-
tiklerini, daha fazla bekletilirse azalma husule geldigini, bu azalma-
nin belki de bir anzimatik faaliyet sebebiyle olabilecegini bildiriyor-
lar. Neshitt et al (44), aflatoksin mabhsiilinii arurmak i¢in igerisine
cinko sulfat ilave edilmg Czapck-Dox besi yeri kullandiklarini, Wise-
man et al. (67,68), piring ve saman lizerinde A. flavus kiltirleri yapil-
diginda, aflatoksinlerin ekstraksivonu ve izalasyonunda bazi pigment-
lerin aflatoksinleri israrla takip ettiklerini ve kromatografik scparas-
yonlarda onlar ortebildiklerini, bu nedenle kloroformu, 9% 1 bakir
karbonat ihtiva eden etil alkolle kisa bir dondiirerek galkalama ve siiz-
me igleminden gecircrek bu pigmentlerin bertaraf cdilebileceklerini
bildiriyorlar. Davis et al. (16), YES medium adini verdikleri % 2
yeast ekstrakt ve % 20 sucrose ihtiva cden yar sentetik bir besi yerini
tarif ediyorlar ve bu swvi besi yerinde, A. flavus tarafindan B, ve G,
aflatoksinlerinin iirctimine tesir eden kiiltir sartlarini aragtirdik-
Jarini, A.flavus’un bir ¢ok suglarimin toksin verme kaabiliyetlcrini
mukayese ettiklerini, besi yerine ilave cttikleri besleyici maddelerin
hig birinin toksin @retimini artirmadigini, yiiksek seviyede toksin elde
edilmesi icin, kiiflere bu besi yerinin, muhtemelen biitiin besleyici
maddeleri temin ettigini, besi yerinde pH ayarlamasinin aflatoksin
Giretiminde bir rolii olmadigini, bu besi yerinin hazirlanmasinin kolay,
maliyetinin nisbeten ucuz oldugunu, diger besi yerlerinden daha yik-
sek seviyede aflatoksin verdigini, bu sebeple YES besi yerinin afla-
toksin iiretilmesi ve mantarlarin aflatoksin Uretme kaabiliyetlerinin
aragtinlmast i¢in uygun oldugunu bildiriyorlar.

Aflatoksin Konusunda Memleketimizde Yaprlan Aragtirma ve Yaywnlar :

Memleketimizde aflatoksin konusunda ilk aragtirma Giiray ve
Vural (28), tarafindan findiklar {izerinde yapilmis, Girgin (26), Ela-
71§ yoresindcki sigirlarda goriilen meycotoxicose’lar bildirmistir.
Omurtag (45), salgalardaki kiifler iizerinde, Aksehirli ve Bozkurt (2),
findiklar tizerinde cahgmuglardir. Tolgay, Demirer, Tezcan, Yurtyeri
(64), cesitli gidalar {izerindeki aflatoksin aragtirmasimi TBTAK’in
3. Bilim Kongresinde, Demirer (17), siit ve siit mamiilleri iizerindeki
aragtirmasim 15. Tirk Mikrobiyoloji Kongresinde tebhg etmiglerdir.
Denizel ve Kosker (20), Ingiliz yer fistiklar iizerinde, Demirer (18),
siit ve mamiilleri iizerinde ve Stubblefield ile Shannon’la birlikte (60)
kollaboratif bir caliymada siit ve mamiillerinde aflatoksin M, aramasi
ve identifiye edilmesi tizerinde, Bozkurt et al. (14) fisuklar tizerinde
aragtirmalar yapmglardir. Ayrica mantarlar ve aflatoksin konusun-
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da daha bazi yayinlara rastlamaktayiz (7, 8, 11, 12, 19, 29, 32, 46,
48, 50, 63).

Materyal

Materyal olarak, kiifli peynir adiyla Konya’da imal edilen,
Konya Kiifli Tulum Peynirlerinden ve Diyarbakirda otlu peynir
olarak yapilan Diyarbakir Otlu Beyaz Peynirlerinden 10 ar niimune
ve arizi olarak kiiflenmis Erzincan Tulum Peynirlerinden 71 nii-
mune olmak iizere toplam olarak 91 niimune alarak, bunlardaki
kiiflerin izolasyonlar: ve identifikasyonlan iizerinde cahgtik.

Ayrica, bu peynir nimunclerinden izole ettigimiz kiif suglarin-
dan muhtelif cins ve tiirlere ait 40 adedini secerek, bunlar, aflatok-
sin iiretip iirctmedikleri ydniinden aragtirmaya tabi tuttuk.

Metodlar

1= Ekim igin peynir diliisyonlarimn hazirlanmas: : Steril sartlarda,
saat camu lzerinde, peynirlerden 1 g tartarak havana koyduk. Pey-
nir niimunesini siibye haline getirmek icin, evvela iizerine 1 ml steril
% 20 lik sodyum sitrat eriyigi ilave ederek hamur haline getirdik.
Daha sonra 45° C deki 8 ml % 0,1 agarli steril sudan havana azar
azar ilave edip, bundan siit benzeri homojen bir siispansiyon yaparak
bir deney tiipiine aktardik. Béylece peynirlerin 1/10 diliisyonlarim
elde ettik. Bunlardan da 1/100, 1/1000, 1/10.000 lik diliisyonlari
hazirladik (49).

2— Kiif Izolasyon Metodu : iclerinde ARBA agar (47) ve Czapek-Dox
agar (25) besi yerleri bulunan petri kutularina, peynir, diliisyonlarinn,
sirtme ckim metoduyla ekimlerini yaptik. Plaklart 27°C de 3-7
giin etlive koyduk. Plakalarda geligen izole, tek kiif kolonilerini alarak
saflagmalar igin tckrar ekimlerini yaptik. Ikinci ckimlerinde geli-
sen tek kolonileri, tetkik cdilmek iizerc, tiiplerdeki, yauk Sabouraud
muhafaza agarina aldik.

3— Lam Ugzerinde Mikro Kiiltir Metodu : Kiiflerin mikroskopik
muayencleri igin, lam kiiltiir metodunu uyguladik (11). Bunun igin
petri kutularinin iginde, cam borudan yapilmis 1zgalaralar iizerinde
bulunan ve beraberce sterilize edilen 2 lam’dan biri iizerine 2 damla
Czapek-Dox agar, digeri iizerine 2 damla patates dekstroz agar dam-
latarak dondurduk. Diger taraftan, muayene cdecegimiz sugu, énce-
den, yauk Sabouraud agardaki kiiltiirden alarak, plaktaki dekstroz
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agarda, tek koloni dugecek tarzda ekimini yaptik. Plaktan tek koloni
alarak 0,5 ml kadar sulandirma solisyonunda sulandirdik. Igte bu
soliisvondan oze ile alarak, petri kutularindaki besi yeri ihtiva eden
lamlar iizerine ekim yaptik. Gerckli rutubetin saglanmasi ve besi
yerinin kurumamast igin petri kutusunun dib kismina 1 ml kadar
steril su koyarak, bunlarin 27°C lik ctiivde 3-21 giin geligmelerini
sagladik. Boylece hazirladigimiz bu lam kiiltiirlerini, evvela dogrudan
dogruya ve iizerine 1-2 damla lactophenol koyup nemlendirerek
natif sekilde, daha sonra Amonn’un coton blue’li latophenol’u ile
boyayarak mikroskopta tetkik cttik.

4- Kif suglanmn teshis ve idantifikasyonlar:: Izole ettigimiz kif
suglarini Czapek-Dox agar, patates dekstroz agar, Sabouraud agar,
ARBA agar, YES medium besi yerlerinde kiiltir yaparak geligme
durumlarin1 48 saatten itibaren 3 haftaya kadar izledik Lup vasita-
siyle kolonilerin yapilarini, seklini, kenarlarinin agar iizerinde aldig
bigimleri, tozlanmalan tctkik ettik. Ayrica kolonilerin biiylime ve
yayilma siiratlerini, koloninin ve besi yerinin renk durumlarim, su-
lanmalar1, geligmenin kabuk yahut koloni gcklinde veya ozel bir
tarzda olup olmadigim inceledik. Bundan bagka diseksiyon mikros-
kopu ile aerial miselleri tetkik cttik. Lam kiiltiirlerinin mikroskopla
tetkikleri esnasinda, kiiflerin spor, hypha, mycelium, septa. conidia,
conidiophore, sterigma, sporangium, sporangiophore, columella v.s.
gibi yap: elemanlarina dikkat ederek penicillium’larin idantifikasyon-
lart icin Raper et al. (52), aspergilluslarin idantifikasyonlar: igin
Raper ve Fennel (53), digerlerinin idantifikasyonlari igin Smith (59),
Frazier (23), Barnett (10) ve Tanner (61) in cserlerinden yarar-
landik.

5— Kiiflerin Aflatoksin Yeteneklerinin Arastirlmas: Igin  Kiiltiirler: :

Bu maksat igin Davit et al. (16),mn tavsiye cttikleri, 9% 2 yeast
ekstract ve 9, 20 sucrose ile hazirlanan YES medium besi yerini
kullandik. Besi yerini 100 ml lik erlenmeyecrlere 30 ar ml olarak tevzi
cttik. Agizlarini kalay kagiti ile gevgek bir gckilde yapatarak, 121 °C
de 15 dakika sterilize ettik. Diger taraftan kiltiirlerini yapacagimiz ve
tablo III te adlarm ve sayilanini verdigimiz kif suglarimin yatik
sabouraud muhafaza agarindaki 1-3 haftahk kiltiirlerinin sporla-
rim 1 ml sulandirma soliisyonunda siispansiyon haline getirerek bu
siispansiyonu erlenmeyerlerdeki besi yerlerine steril sartlarda ilave
ettik. Erlenmeyerleri 27 °C de 7 giin etiivde beklettikten sonra iiremeye
son vermek icin tzerlerini bir miktar kloroform ile orterek su banyo-
sunda 70°C de 15 dakika 1sittik. Bundan sonra buz dolabina nak-
lettik.
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6— Kiltir Ekstrakilannda Aflatoksin Arastinimas:: Demirer (18),
tarafindan tarif edilen metodu, kiiltiir sivisinda aflatoksin aratirmasi
icin kullandik. Besi yerini kagittan siizditkten sonra aflatoksinlerin
ekstraksiyonu icin asagidaki gekilde hareket ettik. Mikserin kavanozu-
na 10 ml kiiltiir sivisi, 37 ml distile su, 60 ml methanol, 50 ml hexan
ve 1 g sodyum kloriir koyduktan sonra mikseri viiksek devirle 2 dakika
calgtirdik. Sonra 3 ml kursun asetat soliisyonu ilave ederck 1 dakika,
3 ml doymus sodyum sulfat ilave ederek yine 1 dakika al¢ak devirle
karigtirdiktan sonra metodu takip ettik. Muameleler sonunda eldc
ettigimiz kloroform ckstrakt kalintisini, kolon kromatografisine tabi
tutmadan 0,1 ml kloroformda sulandirip ince tabaka plakalarina
10 mikrolitre olarak tatbik ettik. Plaklar: evvela di etil eterle sonra
developman slovent sistemi ile develope ederek, ¢eker ocakta, karanlhk-
ta kuruttuktan sonra, ultraviyolet lamba altinda tetkik ettik.

Biitin bu cahgmalanimizda Amerika Birlesik Devletlerinden
getirttigimiz  Aspergillus flavus (NRRL 3251) susunu ve B,,B,,
G,,G,,M, ve M, aflatoksinlerini kontrol olarak kullandik.

Aflatoksin bulagmalarindan korunmak i¢in NaOC1 den istifa-
de ettik.

Sonuglar ve Tartisma

Sonuglar1 vermeden evvel bazi hususlarin agiklanmasini faydah
gérmekteyiz.

Diyarbakir da imal edilen otlu beyaz peynirlerden niimune seg-
memizin nedeni, sicak bir iklim ortaminda imal edilen bu peynir-
lere karigtinilan otla birlikte toksinojen kiiflerin peynirc gegip gegme-
digini tesbit ctmekti.

Konya kiiflii tulum peynirlerinden niimunc segmemizin nede-
ni isc, hi¢ bir ilmi kontrol olmadan, tamamen ampirik bir sekilde
peynirlere ilave cdilen kiiflerin hangi cins ve tiirler oldugunu ve tok-
sinojen olup olmadiklarini anlamakti.

Niimunelerimizin en biiyiik ¢ogunlugunu teskil eden ve arazi
olarak kiiflenmis, Erzincan tulum peynirlerinin kiiflii yerlerinden
niimune almamizin nedeni ise, bu peynirlerc arizi olarak bulagan ve
kiiflenmclerine sebep olan kiiflerin yine cins ve tiirlerini tesbit ctmek
ve toksinojen olup olmadiklarim agikhifa kavusturmakti. Zira bu iig
husus da halk saghg bakimindan biyiik énem tagiyordu. Caliyma-
mizin bag kisminda da belirttiimiz gibi, bazi kimseler peynirlerin
kiifli yerlerini yemeckte sakinca gérmemekte, hatta yedikleri bu kiif-
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lerden antibiyotik hassa miilahazasi ile fayda dahi ummaktadirlar.
Halbuki aflatoksinlerlc olabilecek bir bulagmanin, ne kadar tehlike-
li olabilecegi, yapilan gesitli negriyatlardan agik¢a anlagilmaktadur.

Diger bir husus da, bu ¢aliymamzin normal peynirlerde yapilmug
bir kiif aragtirmasi, bir kiif sayim1'olmadig hususudur. Zira gahgmamiz
arazi olarak kiiflenmis yahut modern teknolojik yontecmlerden uzak bir
sckilde, ampirik olarak kiiflii yahut otlu peynir elde etme metodla-
riyle elde edilmis peynirler iizerinde yapilan bir aragirmadir. Bu ne-
denlerle elde edilen sonuglar1 da, normal peynirlere gore degil, kusurlu
peynirlerc gore degerlendirmck gerekmektedir.

Iste yukarda belirttigimiz kalitede, peynir niimuneleri iizerinde
yaptigimiz, kif izolasyonu ve identifikasyonu arastirmalar sonucun-
da, bu peynir niimunclerinden 148 adet kiif sugu izole ettik. Incele-
melerimizde, 148 kiif susunun ¢ok biiyiik ¢ogunlugunun penicillium’
lar1 kapsadigini, diger cinslerin tek tiik bulundugunu tesbit ettik. Bazi
tirler bakimindan, idantifikasyonlarimiz tizerindeki tereddiitleri-
mizin giderilmesi ve teyidi gaycsiyle, bunlar arasindan segtigimiz 54
susu, Hollanda’daki Centraalbureau Voor Schimmelcultures’e gén-
derdik. Buradan aldigimiz sonuglarla, diger 94 kiif sugunun idanti-
fikasyonlarin1 kontrol cderek, 148 susa ait elde ettifimiz sonuglan
Tablo II de bildirdik.

Tablo 11
Peynirlerden izole ve idantifiye edilen kifiin adi Sayist
Penicillium roquefortii Thom ........... it 130
Penicillium chrysogenum Thom ... ... o e, 2
Penicillium notatum Westling ........ ..o 6
Penicillium crustosum Thom ...... ... oo, 2
Eurotium manginii — Aspergillus manginii conid. stade .......... I
Alternaria alternata (Fr.) Keisseler ... . oo oo I
Cladosporium macrocarpum Preuss ... ..o 1
Cladosporium herbarum (Pers.) Linkex. Fr. ........... ..o 0 1
Cladosporium cladosporioides (Fres). de Vries ..............ooo0 1
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tiraboschi ..., 2
Wallemia sebi (Fr.) von Arx ...t 1
Toplam . s 148

Niimunelere gore kiiflerin dagilim ise s6yle idi: Arizi olarak kiif-
lenmis Erzincan Tulum Peynirlerinde, P. rowquefortii, P. crustosum,
P. notatum, P. chrysogenum, A. manginii, A. versicolor, C. cladospo-
riodies, C. herbarum, C. macrocarpum, Alternaria alternata ve Wal-
lemia sebi.

Konya Kiiflii Tulum Peynirlerinde: Penicillium roquefortii.
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Diyarbakir Otlu Beyaz Peynirlerinde: P. notatum, P. roquefor-
tii.

Bu sonuglara gére, tamamen empirik olarak imal edilen Konya
Kiifli Tulum Peynirlerinde sadece P. roquefortii’nin tesbit edilmesi
son derece memnun edici ve sevindirici bir sonugtur. Bilindigi gibi
P. roquefortii, modern metodlarla imal edilen Roquefort peynirinin
olgunlagmasinda ve aroma kazanmasinda rol oynayan ve onun igeri-
sine, kiiltiir metodlariyle ilmi bir gekilde clde edilerek ilave edilen bir
kiiftiir. Bu giine kadar hig bir toksik metaboliti tesbit edilmeyen bu
kiifiin Konya Tulum Peynirlerine ampririk olarak ilave edilebilmesi
hayret edilecck biiytik bir bagardir.

Diyarbakir Otlu Peynirlerinde ve arazi olarak kiiflenmig Erzin-
can Tulum Peynirlerinde de rastladigimiz diger kiiflerinin toksinojen
olmamasi yaninda, bilhassa Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
ve Penicillium puberulum gibi aflatoksin ireten toksik suglara rast-
lanmamasi memnun edicidir.

Peynirlerimiz iizerinde ¢alijan Karasoy (41), Marpman’in pey-
nirlerden 21 saccaromycet, 5 penicillium, 7 aspergillus, 2 eurotium,
Ulscheck’in 15 penicillium izole ettiklerini, kendisinin 26 pcnicilli-
um, 1 aspergillus, 1 mucor izole ettigini kaydetmekte, Akman (1),
ise 34 penicillium, 5 aspergillus, 1 mucor ve 4 oidium lactis ayirdigini
bildirmektedir.

Bu sonuglara gore, bizim bulgularimiz, peynir niimunclerimizin
cogu arizi kiifli peynirler olmasina ragmen, esas itibariyle Karasoy’un,
Akman’in ve Ulscheck’in bulgularina uygun diégmcite, buna muka-
bil Marpman’inkine ters gelmektedir. Fakat, bu arastiricinin beyaz
peynirler iizerinde gahiymig olmasinin bu durumu dogurdugu kani-
sindayiz.

Digcr taraftan peynirlerden izole ctti§imiz suslardan bir ks
tizerinde aflatoksin iretip uretmediklerini saptamak igin yaptigimiz
arastirmalarin sonuglarii Tablo IIT de bildirdik.

Tablonun tetkikinden anlagilacagi lizerc, kontrol olarak kul-
landigimiz A.flavus haricindeki 40 adet kiif sugunun hig birisi af-
latoksin iircticisi degildi. Oyleki aflatoksinlerin hi¢ birini iz halde
dahi iiretmiyorlardi.

Kontrol olarak kullandigimiz A. flavus ise aflatoksin By, B,,
M, M, aflatoksinlerini irctiyordu. Diger taraftan A. flavus kiiltiir-
lerini 121°C de 15 dakika otoklavladigimiz halde dahi toksisitelerini
devam cttiriyorlardi.




Baz Peynirlerinizden Izole Ettigimiz Kiifler... 193

Tablo 111

Aflatoksin Aramlan aflatoksinler
aranan kif Kifin ady B,B, G, G, M, M,
sayisi

Aspergillus flavus (Kontrol) T
A. manginii  ............. —_—— e — — =

2 . A. versicolor ...l —_—— e — —
N Alternaria alternata ......... — e — - —
Cladosporium herbarum ... .. _— — —— -
PN C. macrocarpum ........... — — — — — ——
N C. cladosporioides .......... - —
Wallemia sebi .............. —— e —
22 o Penicillium roquefortii . ... .. —_—— e — — —
2 . P. chrysogenum ............ _— - — — —
[$ P. notatum ........... ... 0. — —f — — — —
2 e P. crustosum ............... —_——— — — -

Eldc ettigimiz bu sonuglar Akman (1) ve Demirer (17, 18) in
evvelce varmig olduklar sonuglan da teyit eder mahiyettedir.

Peynirlerimizde toksinojen suglara rasttamamamz muhakkakki
memnun edicidir. Ancak endigelerimizi yine de¢ muhafaza ettigimizi
burada belirtmek isteriz. Zira Peynircilik teknolojimiz bu ampirik
durumlardan kurtarilip, modern bir hale konmadik¢a, maddi ve ma-
nevi zararlarla her an kargilagmamiz miimkiin gorilmektedir.

Sonug olarak bu aragtirmalarimizdan cndidigimiz kanaat, sayisiz
fayda ve zararlari olan mantarlarin 6nemlerinin memleketimizde
bugiine kadar layikiyle anlasilmams olmasidir. Egcr saghkl yagamak,
bunlarin her tiirlii zararlarindan korunmak ve faydali yo6nlerinden
istifade etmek istiyorsak, bir Devlet Mycologie Enstitiisiniin kurulma-
sini mutlaka saglamak zorundayiz. Ayrica, peynir ve siit teknoloji-
sinin gelismesi bakimindan, siit teknolojisi teknisyeni okullarinin ve
bir Laktik Kiiltiirleri Hazirlama Merkezinin kurulmalarinin artik bii-
yiikk bir ihtiyag haline geldigini de kabul etmck zorundayiz. Zira,
modern peynir imalathanelerinin memleketimizin en iicra yerlerine
kadar yayilarak, teknoloji ve hijyen bilgilerinc sahip teknisyenlerlc
donatilmasi, memeleketimize her yénden biiyiik yararlar saglayacaktir.
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