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Bu ¢aligmada tavsanlarda vena cephalica’nin ve 6n
bacagmn derin vendz sistemini olusturan venalarin bas-
langici, seyri, dallar1, sonlanmasi ve baglantilar ile ilgili
ayrintili bulgular elde edilmistir. Ayrica evcil memeliler
ve tavsan icin bildirilenlerden farkliliklari ortaya konula-
rak bu konuda eksikligi goriilen literatiire katkida bulu-
nuldugu diistiniilmektedir. Sonu¢ olarak disi ve erkek
tavsanda damarlarin baglangici, seyri ve dagilimi agisin-
dan 6nemli bir farklilk bulunmadigi, sag ve sol 6n
ekstremite toplardamarlarinin bu kriterler yo6niinden
biiylik oranda simetri gosterdigi tesbit edilmistir.
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Ankara’da islenen siitlerde aflatoksin-M; varhginin ve diizeylerinin
HPLC ile arastirilmasi*

Cigdem AKDEMIR, Arif ALTINTAS'

Tarim ve Kdyisleri Bakanligs, il Kontrol Laboratuar Miidiirliigii, Ankara; ' Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dali, 06110-Ankara.

Ozet: Calismada, Ankara Yoresi’nde iiretim yapmakta olan 2 ayri siit fabrikasina islenmek iizere gelen, ¢esitli illere ait 12 ayr
kaynaktan alinan toplam 48 adet ¢ig siit 6rnegi (inek siitii) aflatoksin M; (AFM,) yoniinden incelenmistir. Siit 6rneklerinde AFM;
analizleri immiinoaffinite kolon temizleme ve floresans dedektorli HPLC ile yapilmustir. Sonug olarak, érneklerin %70,83{iniin
AFM, igerdigi ve %33,3’linde diizeylerin Tiirkiye i¢in bildirilen limit degerin (0,05 ppb) iizerinde oldugu hesaplanmis; ydreler ara-
sinda AFM, diizeyleri agisindan belirgin farkliliklar oldugu saptanmistir. En yitksek AFM; diizeyi Ankara ydresine ait siit drneklerin-
de tesbit edilmis (0,817 ppb); Burdur ve ydresinin en riskli yore oldugu, Eskisehir yoresinin ise risk tasimadig: belirlenmistir. Eskise-
hir ve Liileburgaz yoresi disinda kalan Burdur, Nevsehir, Bursa, Ankara ve Antalya yorelerinde hayvanlara verilen yem ve yem
maddelerinin aflatoksin ile bulasik olduklart diisiiniilerek yem ve yem maddelerinin korunmasi ve muhafazasi sirasinda hijyenik
kosullarin saglanmasi yoniinde yoredeki yetistiricilerin bilinglendirilmeleri gerektigi kanisina varilmustir.

Anahtar sozciikler: Aflatoksin M, mikotoksin, siit, yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC)
Investigation of aflatoxin-M, incidence and levels in milk processed in Ankara by HPLC

Summary: In this study, totally 48 raw milk samples collected from 12 different regions came two dairy plants for process-
ing were analysed for AFM; using immunoaffinity column and HPLC with fluorescence detector. As a result, 70,83 % of samples
contained AFM, and 33,3 % of samples were found to be higher than limit values (0,05 ppb); there was clear difference at AFM,
levels between the regions. The highest (0,817 ppb) AFM, levels were detected in the samples of Ankara region. Burdur and its
region was found to be the highest risky area . However, there was no risk in the Eskisehir region. Except Eskisehir and Liileburgaz
regions, animal breeders in Burdur, Nevsehir, Bursa, Ankara and Antalya regions must be knowledged for the aflatoxin contamina-

tion to provide more hygienic conditions in their areas.

Key words: Aflatoxin M1, High Performance Liquid Chromatography (HPLC), milk, mycotoxin

Giris

Aflatoksinler, depolanmis hemen her ¢esit yem ve
yem maddeleri ile besinlerde ve dogada yaygin bir se-
kilde bulunan toksijenik Aspergillus flavus ile gesitli
Aspergillus, Penicillum ve Rhizopus suslart tarafindan
sentezlenen toksik metabolitlerdir. Bu mikroorganizma-
lar her zaman toksik etkilere sahip olmamakla beraber,
iremeleri i¢in uygun olan kosullarda (% 15’in iizerinde
nem, 20-30 °C sicaklik ve yeterli oksijen) depolanan
besin ve yemlerde hizla gelisip toksin sentezi yapabilirler
(14).

Ultraviyole altinda mavi floresans veren iki bilesen,
AFB,; ve AFB, olarak; sari-yesil floresans veren iki bile-
sen ise AFG; ve AFG, olarak adlandirilmistir. Daha
sonra, aflatoksin ihtiva eden yemleri tiikketen hayvanlarin
stitlerinde bu toksinlerin bir tiirevinin salgilandig1 ortaya
¢itkmis ve siitte bulunmasindan dolay1 buna “siit toksini”

* Ayni baglikli Yiiksek Lisans Tezinden 6zetlenmistir.

(milk toxin) anlaminda aflatoksin M (AFM) ad1 verilmis-
tir (11).

Aflatoksinler kendileri dogrudan etkili degildirler.
Karaciger mikrozomal enzimleri vasitasiyla, ugradiklar
metabolik degisiklikler sonucu olusan epoksit tiirevleri
(AFB;-2,3 epoksit) ile etkili olurlar (15).

Siitte ve dolayisiyla tiim siit {irlinlerinde bulunabilen
AFM; 6nemli bir saglik problemidir. Siit ve siit Girlinleri-
nin ozellikle gelisme ¢agindakiler tarafindan fazla mik-
tarlarda tiiketilmesi bu problemin ciddiyetini daha da
arttirir. Bu triinlerdeki AFM; olusumu ¢evresel kosullara
bagli oldugundan bu kosullarin iyilestirilmesi sorunun
daha pratik ve daha ekonomik yollardan ¢6ziimiinii sag-
lar.

Aflatoksinlerin halk saglig1 tizerindeki olumsuz et-
kilerinin ortaya ¢ikmasi sonucunda, bu konuyla ilgili
cesitli kuruluslar harekete gecmis ve 19 Haziran 1993
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tarihinde Diinya Saglik Teskilatina (WHO) bagli Ulusla-
rarast Kanser Arastirma Kurulusu (IARC) tarafindan
AFB, birinci dereceden, AFM, ise ikinci dereceden kan-
serojen maddeler grubuna alinmigtir (3, 7). Ayrica, halkin
sagligin1 yakindan ilgilendiren bu konu iizerinde bir ¢ok
lilkede uzun yillart kapsayan ¢esitli kontrol ve izleme
programlar yiiriitiilmiis ve elde edilen sonuglara gore,
ilke sartlar1 da dikkate alinarak cesitli gida ve hayvan
yemlerinde bulunmasina izin verilen aflatoksinler igin
maksimum tolerans limitleri belirlenmis ve buna gore
mevzuat hazirlanmistir (8, 25). Birgok iilkede siitte bu-
lunmasina izin verilen AFM, limit degeri 0,05 ve 0,5 ppb
diizeylerinde yogunlasmustir (26, 27). Ulkemizde toplam
AFB, diizeyi karma yemlerde 50 ppb, tarim iiriinleri ve
besin maddelerinde 20 ppb ile sinirlandirilirken (21),
AFM; i¢in limit degerler Tiirk Gida Kodeksi Yo6netmeli-
gi (5) ile siitlerde 0,05; peynirde 0,25; bebek mamalarin-
da ise 0,02 ppb olarak belirlenmistir. Siitte AFM,’in
kabul edilebilir en iist limiti Tiirkiye’de oldugu gibi pek
cok iilkede 0,05 ppb diizeyindedir (5). Tiim diinyadaki
AFM; ile ilgili diizenleyici limitler ekonomik goriislerden
etkilenir ve iilkeden iilkeye degisiklik gosterir. Avrupa
Birligi ¢ig siit ve kuru yada islenmis siit iiriinlerindeki
AFM, diizeyinin 50 ng/kg (0,05 ppb)’1 agsmamas1 gerek-
tigini belirlemistir. Amerika’da AFM; diizenleyici limit-
lere gore bu miktar 500 ng/kg (0,5 ppb)’1 asmamalidir.
Pek ¢ok iilkede siitte ve siit iirlinlerinde resmi bir AFM,
diizenlemesine gidilmemistir (23).

Tiim mikotoksin gesitleri arasinda hemen tiim hay-
van tiirleri ve insanlar i¢in zehirli olmalari, ayirim go-
zetmeksizin her cesit yem ve besin maddesinde yaygin
kirlenmeye yol agmalari, maymunlarin da aralarinda
bulundugu bir ¢ok hayvan tiriinde ve insanda
karsinojenik olmalari, kiiflii yemleri yiyen hayvanlarin et,
stit gibi iriinlerinde kalintilarina rastlanmasi sebepleriyle
aflatoksinler halen yogun bigimde arastirilan en 6nemli
mikotoksin grubunu olustururlar (15).

Ulkemizde, siitte ve siit iiriinlerinde AFM, diizeyleri
lizerine az sayida ¢alisma (6, 9, 10, 12, 20) mevcuttur.
Diger iirlinlerin yaninda Demirer (1973) 150; Coksdyler
ve Kosker (1980) 101 adet ¢ig siit 6rneginin hicbirinde
tespit edilir diizeyde AFM,’e rastlamadiklarini bildirmis-
lerdir (9, 12). Bakircr (2001) ise, Van’da iiretilen siit ve
stit liriinlerinde AFM; diizeylerini incelemis; siitlerin %
87.8’inin AFM; igerdigini ve bunlarin % 44.3’iiniin 0,05
ppb’nin iizerinde oldugunu tespit etmistir (6). Her g
arastirict da ¢aligmalarinda ince tabaka kromatografisi ve
gozle karsilastirarak miktar tayinine dayanan yontemler
kullanmiglardir. Dagoglu ve ark. (1995) da ELISA testi
ile bir kism1 Van’dan saglanmis olan 75 peynir drneginin
% 42’sinde AFM, tespit etmislerdir (10). Ozkaya ve ark.
(2002), Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden toplanan toplam
360 adet ¢ig siit 6rnegi ile, 49 adet beyaz peynir 6rnegini
AFM, yoniinden incelemigler ve AFM, analizlerinde
immunoaffinite kolon temizleme ve floresan dedektorlii

HPLC kullanmiglardir. Siit 6rneklerinin % 44.3’liniin
AFM; igerdigi ve % 13.3’tinde AFM; miktarimin Tirkiye
limitini astigini tespit etmislerdir. AFM; kirliligi ve limiti
agsma orant ile AFM; ortalamalar1 yoniinden, 6rneklerin
alindig iller arasinda farklilik bulmuslardir. Mevsimler
yoniinden karsilastirildiginda ise en yiiksek kirliligin
ilkbaharda goriildiigiinii, diger mevsimler arasinda da
farklar oldugunu tespit etmislerdir. Peynir 6rneklerinde
ise, Ankara ve Izmir piyasasindan toplanan 49 &rnegin
22’sinde (% 44,9) AFM, bulmus ve sadece bir drnekte
limit agimu belirlemislerdir (20).

Pastorizasyon islemleri 1siya dayanikli olan AFM;
miktarimi etkilemez. Bu nedenle, yiiriitiilmekte olan izle-
me programlarinin temel stratejisi hem insan hem de
hayvanlar i¢in maruziyet riskinin azaltilmasina yoneliktir
7).

Bu arastirmanin amaci, Ankara’daki siit fabrikalari-
na islenmek tizere getirilen AFM,; ile bulagik siit kaynak-
larini tespit etmek, insan ve hayvanlar i¢in maruz kalma
riskini azaltmak ve boylece tiiketicilere saglikli siit ve siit
tirlinleri sunulmasina hizmet etmektir.

Materyal ve Metot

Arastirmada Ankara’da iiretim yapmakta olan 2 ayr1
stit fabrikasina islenmek tizere gelen Tiirkiye’nin 7 iline
ait toplam 12 ayr1 kaynaktan toplanan 48 ¢ig siit 6rnegi
AFM, varlig1 ve miktar1 yoniinden analize tabi tutulmus-
tur. Her yoreye ait siit drnekleri o yorede halk elinde
yetistirilen ineklerden alinmistir. Ornekler temiz kaplarda
ve soguk zincirde tasinmak suretiyle Tarim ve Koyisleri
Bakanligi’na (TKB) bagh Ankara 11 Kontrol
Laboratuvarlari’nda AFM; yoniinden analiz edilmistir.
Her yoreye ait siit drnekleri ayr1 ayr1 kaydedilmis ve
analiz sonrasi elde edilen sonuglar yoresel olarak ve gelis
zamanlaria gore degerlendirilmistir.

Siitlerde aflatoksin analizleri, AFM, ekstraksiyo-
nundan sonra, immunoaffinite kolonu (kat1 destege bagl
monoklonal AFM; antikorlari i¢eren saflastirma) kullani-
larak floresan dedektorlii yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile yapilmustir (4). Siitte AFM;
analizleri immunoaffinite kolonun floresan detektorli
HPLC ile birlikte kullanimryla 0,005-0,05 ng/ml (ppb)
gibi diisiik tespit limiti diizeylerinde gerceklestirilmistir
(2, 18, 24). Bu caligmada kullanilan ydntemin tespit
limiti, ¢ig siit analizleri i¢in 0.01 ppb olarak bulunmus ve
0.02 ppb diizeyinde, ortalama olarak % 84 geri alma
(recovery) hesaplanmistir. Analizde kullanilan AFM,
standart ¢Ozeltileri stok standarttan alinan belli bir mikta-
rin azot gazi altinda kurutulduktan sonra asetonitrilde
¢oziilmesiyle hazirlanmistir (4).

Siit 6rneklerinin hazirlanmasi
Siit 6rnekleri 4000 RPM’de santrifiij edilip tistteki
yag tabakasi ayrilarak atilmistir. Yagi ayirmanin giig
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oldugu durumlarda filtre kagidindan siiziilmiistiir. Hazir-
lanan numuneden 50 ml alinarak, immuno-affinite ko-
londan 1-2 damla/saniye hizla geg¢irilmistir. Kolonun
iizerine yeni bir sirga takilip, kolon 10 ml su ile 1-2
damla/saniye hizla yikandiktan sonra kurumaya birakil-
mistir (kolondan giringa ile hava gegmesi saglanarak). Bu
islem 2. kez de ayni sekilde tekrarlanmistir. Kolondan
1,25 ml asetonitril/metanol (3:2) gecirilerek (2-3 dam-
la/saniye hizla) AFM, edilmistir.  Eliisyon
solventinin kolonda yayilmasi i¢in 60 saniye beklendik-
ten sonra vakum uygulanmig ve eluat bir vialde toplan-
mistir. Kolondan yine 2-3 damla/saniye hizla 1,25 ml de
saf su gegcirilip ayn1 vialde toplam 2.5 ml eliiat toplan-
mustir (4).

eliie

Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC)

Belirli bir siire mobil faz gegirilerek uygulamaya
hazir hale getirilen HPLC’ye dnce AFM; referans stan-
dardindan ve numuneye ait eluattan 100 pl enjeksiyon
yapilmistir.  Ornege ait kromatogramda, standardin
kromatogramindaki piklerle aym1 alikonma zamania
(retention time) sahip pikler olmasi durumunda, Srnekte
AFM; bulunduguna karar verilmis ve pik alanlarina bagl
olarak da AFM; miktarlar1 hesaplanmustir (4).

Bulgular

Ankara’da iiretim yapmakta olan 2 ayr siit fabrika-
sina gelen 12 farkli kaynaga ait toplam 48 adet ¢ig inek
siitii 6rnegi HPLC ile AFM, yoniinden analiz edilmistir.
Analiz sonuglarinin illere ve kaynak yorelere gore dagi-
lim1 Tablo 1°de sunulmustur.

Analiz edilen 48 6rnegin 34’tinde (% 70,83) AFM,
bulunmus ve bunlarin 16’sinm (% 33,3) 0,05 ng/ml (0,05
ppb) olan Tirkiye limitini astigi tesbit edilmis ve en
yiiksek degerin 0,817 ppb ile ve en yiiksek ortalamanin
0,225 ppb ile Ankara yoresine ait oldugu saptanmistir.

177

Tartiyma ve Sonuc¢

Tiirkiye’nin farkli 7 ilinde 12 yoreye ait inek siitii
orneklerinde AFM; varliginin tesbitini ve miktarinin
6l¢limiinii amaglayan ¢alismada kaynak taramasi hedef-
lenen alan iginde biiyiik Olgiide gergeklestirilmis ve
AFM, degerleri agisindan sorunlu bolgeler belirlenmistir.
Bu baglamda, en yiiksek AFM; miktar1 0,817 ppb ile
Ankara merkezden alman siit Orneginde saptanmustir.
Ancak, siitte AFM; goriilme siklig1 dikkate alindiginda
en yliksek deger Burdur yoresine ait olup iki farkli kay-
naktan alinan toplam 10 &rnegin tiimiinde AFM; saptan-
mis ve bunlarin 7’sinde limit asimi1 (>0,05 ppb) gozlen-
mistir (Tablo 1). Bu agidan en riskli yérenin Burdur ve
yoresi oldugu soylenebilir kanisinday1z.

Bilindigi gibi siitte AFM; varligimin bilinen tek fak-
torii hayvan beslemede kullanilan yemdir ve yemlerde
bulunan AFB; miktarina bagl olarak siitlerdeki AFM;
yogunlugu da yikselir. AFB,’in viicuttaki miktarinin
diismesiyle birlikte siitteki AFM,; miktar1 da diiser (1).
Ulkemizde yetistirilen ve iiretilen yem ve yem maddele-
yiiksek oranlarda ve sakincali boyutlarda
mikotoksinler (6zellikle AFB,) ile kirlendigi ortaya kon-
mustur (21).

Alman gidalardaki AFB; miktar1 ayni olmasina
ragmen her hayvana ait siit 6rnegindeki AFM, miktarlar1
farklr olabilir. Dolayisiyla, siitte AFM; degerleri iizerine
hayvanlarin bireysel metabolizmalarmin farkli olusu da
etkili olabilir. Ciinkii, alinan gidalardaki AFB;’in siitte
AFM,’e doniisiimiiniin % 0,8-2,2 oraninda oldugu, ancak
bu oranmn hayvandan hayvana, laktasyon periyoduna ve
stit miktarina bagl olarak degistigi bildirilmistir (22).

Siitte olusan AFM;’in mevsimsel bir degisim gos-
terdigi de tespit edilmistir (20, 28). Bunun sebebi, siit
veren hayvanlarin rasyonlarinda kesif yemlerin yaz ayla-
rinda daha diisiik diizeylerde olmasi veya hi¢ bulunma-

rinin

Tablo 1. Incelenen yorelere gore AFM, varligi-dagilimi ve limit diizeye (0,05 ppb) gore degerlendirilmesi
Table 1. Evaluation of AFM| presence-prevalance with respect to its limit levels according to examined areas

AFM; saptanan

AFM; miktari Limiti agan

Kaynak il Kaynak yore Ornek say1si ornek (ng/ml = ppb) ornek
say1s1 % si encok enaz sayist % si
Karakamig 3 0 00 0.000 0.000* 0 0
Bozan 4 2 50 0.015 0.000* 0 0
Eskisehir Mihalligik 4 2 50 0.121 0.000* 1 25
Alpu 4 0 00 0.000*  0.000%* 0 0
Beylikova 4 1 25 0.010 0.000* 0 0
Burdur Seydikoy 5 5 100 0.058 0,039 3 60
Varollar 5 5 100 0.143 0.047 4 80
Nevsehir Avanos 5 5 100 0.055 0.029 1 20
Bursa Karacabey 3 3 100 0.076 0.012 2 66
Ankara Merkez 5 5 100 0.817 0.019 3 60
Liileburgaz Merkez 1 1 100 0.016 - 0 0
Antalya Bozova 5 5 100 0.119 0.034 2 40
Toplam 12 48 34 70.83 0.817 0.000* 16 333

*Tespit edilebilir limitin altt
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masidir. Kontamine olmus siitler, ¢esitli iirlinlere islendi-
ginde, AFM, degisik oranlarda {iretilen {irlinlere geger.
Cig siitte stabil bir halde bulunan AFM;; pastdrize siit,
peynir, yogurt, krema ve terayagi gibi tirtinlerde de, degi-
sik oranlarda olmak kaydiyla kararliligini siirdiiriir. Hatta
peynirlerde, kazeine olan ilgisinden dolayi, yogunlugu
stittekine gore 3-4 kat artabilir (28).

Siitle birlikte salgilanan AFM; ile, yemdeki AFB,
miktarlar1 arasindaki iligkinin, siit hayvanina, sagim
zamanina ve hatta sagim araligma gore degistigi bir ¢ok
aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir (16, 19, 26). Bu
farklilikta deneysel tekniklerin de etkisinin oldugu belir-
tilmistir (19). Bu nedenlerle, gidalarin ve en az onlar
kadar da yemlerin mikotoksin yoniinden kontrolii bityiik
onem tagir.

Kaynak yoreler yoniinden Tablo 1 incelendiginde; 5
kaynaktan belli araliklarla alinan toplam 14 Ornekte
AFM, miktar1 limitin tizerinde bulunmazken, 7 kaynak-
tan alinan 16 6rnekte AFM, diizeyinin limitin iizerinde
oldugu goriilecektir. 1983 yilinda yapilan bir aragtirmada
(13) siitlerdeki AFM; diizeylerinin 0,05 ppb‘nin altina
diistiriilebilmesi i¢in hayvanlara yedirilen yemdeki AFB,
diizeylerinin 2-3 ppm’in altinda olmasi gerektigi rapor
edilmistir. Dolayisiyla limitin iizerinde degerlerin elde
edildigi yorelerde hayvanlara verilen yemlerin AFB,
acisindan sorunlu olduklari sdylenebilir.

Benzer bir ¢alismada (20) limiti asan AFM; miktari
bakimimdan Konya, Elazig ve Kahramanmaras’m sorun
tasidign tespit edilmis ve Eskisehir’in ise limiti agan Or-
nek bulunmayan yorelerden biri oldugu belirtilmistir.
Calismamizda da Eskigehir’in 5 farkli yoresine ait 19 siit
orneginden sadece birinde limit agimi1 gdzlenmis, digerle-
rinde ise tesbit edilebilir diizeylerde olmadiklar1 saptan-
mistir. Bu acgidan, analiz sonuglarinin bu caligma ile
uyumlu oldugu sdylenebilir. Ayni ¢alismada, Antalya
kaynakl1 siitlerden 10 6rnegin 5’inde kirlilige ve 2 6rnek-
te de (birinde 0,30 ppb olmak iizere) limiti asan degerlere
rastlanmistir. Caligmamizda da aym1 yore kaynakli 5
ornegin timiinde AFM,’e rastlanmig (0,034-0,119 ppb)
ve 2 drnekte de limit agimi goriilmiistiir.

Ayn1 yoreden saglanan siit drneklerinde AFM; dii-
zeylerinin farkli olusu, yemlerde mevcut AFB,’in bu
yemlerle beslenen hayvanlarin karacigerlerinde dogal
olarak metabolize olma farklilig: ile iligkilendirilmistir.
Bu nedenle, konu ile ilgili ¢aligmalarin hayvanlara yediri-
len yemlerden baslatilmasinin hayvan ve insan sagligi
yaninda ekonomik agidan da yarar saglayacagi goriisiin-
deyiz.

Sonug olarak, analiz edilen toplam 48 o6rnegin %
70,83’1iniin AFM; icerdigi ve % 33,3’lindeki diizeylerin
Tiirkiye i¢in bildirilen limit degerin (0,05 ppb) iizerinde
oldugu saptanmis; bu durumun siit tiiketicilerinin sagl-
gin1 olumsuz yonde etkileyecegi, bu nedenle de iireticile-

rin dzellikle yem ve yem maddelerinin hijyenik kosullar-
da depolanmasi ve muhafazasi hususunda bilinglendiril-
melerinin sorunun ¢oziimiinde yararli olacagi kanisina
varilmistir.
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