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OZET

Aflatoksin M, (AFM,), basta Aspergillus flavus olmak tizere bazi Aspergillus tiirleri tarafindan Uretilen
aflatoksin B, (AFB,)'in hidroksillenmis bir metaboliti olup, kontamine yemlerle beslenen ciftlik hayvanla-
rinin siit ve siit drinlerinde bulunabilir. Insanlar icin en temel besin kaynagi olan siit ve siit Griinlerinde
bulunabilecek AFM1, toksik ve karsinojenik etkileri nedeniyle insan sagligi icin potansiyel bir risk olustur-
maktadir. Bu calismada, ilimizdeki ¢ig ve market stitlerindeki AFM, diizeyinin arastiriimasi amaglanmis-
tir. Calismaya, 39 keci ve 53 inekten alinan toplam 92 ¢ig stit 6rnegi ile marketlerden rastgele alinan Gre-
tim tarihleri ve Uretici firmalar farkli 45 adet UHT (ultra high temperature) ile pastorize edilmis stt or-
nekleri dahil edilmistir. Toplam 137 sit 6rneginde AFM, duzeyi, yiiksek performanslh sivi kromatografi
(HPLC; Aflaprep M immunoaffinity column; R-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow) yontemi ile arastirilmis
ve keci sitlerinin %35.8 (14/39)’inde, inek sitlerinin %86.7 (46/53)'sinde ve UHT sutlerin %73.3
(33/45)"tnde AFM, pozitifligi tespit edilmistir. AFM, dlzeylerinin; ¢ig sttlerde 0.0021-0.8666 ug/l, UHT
sutlerde ise 0.001-0.059 pg/l arasinda degistigi izlenmistir. Yapilan degerlendirmede; kegi sutlerinin
%710.2 (4/39)'sinde, inek sitlerinin %73.5 (39/53)’inde, UHT sitlerin ise %2.2 (1/45)'sinde saptanan
AFM, diizeylerinin, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gdre kabul edilebilir aflatoksin sinir degerinin tze-
rinde (> 0.05 pg/l) oldugu gorilmustir. Sonug olarak calismamizda, Mersin ilinden toplanan tim sut
orneklerinin %32 (44/137)'sinde sinir degerin Uzerinde saptanan AFM, varligi; hayvan yemleri ve sut/stit
urlnleri alaninda faaliyet gosteren kurum ve kisilerin, aflatoksinlerin dnemi ve korunma yollari konusun-
da hassasiyetle bilinclendirilmesi gerektigini diigindirmustdr.

Anahtar sézciikler: Aflatoksin M ” ¢ig sit, UHT siit, yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC).

ABSTRACT

Aflatoxin M, (AFM,) which is produced by some Aspergillus species, mainly Aspergillus flavus, is the
hydroxylated metabolite of aflatoxin B, (AFB,) and can be found in milk and dairy products of livestock
fed with contaminated feed. AFM, is a potential threat to human health owing to its toxic and carcino-

* Bu calisma, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje no: BAP-TF TTB (ND) 2005-2) tarafindan des-
teklenmistir.
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genic effects. This study was aimed to investigate the level of AFM, in raw and ultra-high-temperature
pasteurized (UHT) milk samples. A total of 137 milk specimens (39 from goats, 53 from cows, and 45
from UHT market milks) were included to the study, and AFM, levels were analyzed by high performan-
ce liquid chromatography (HPLC; Aflaprep M immunoaffinity column; R-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow)
method. AFM, positivity was detected in 14 (35.8%) goat milk samples, in 46 (86.7%) cow milk samp-
les and 33 (73.3%) UHT milk samples, with the levels ranging from 0.0021 pg/I to 0.8666 g/l in raw
milk, and from 0.001 pg/l to 0.059 pg/l in UHT milk samples. In 10.2% (4/39) of goat milk, 73.5%
(39/53) of cow milk, and 2.2% (1/45) of UHT milk samples, the toxin levels were found to be above the
officially reasonable limit value (> 0.05 pg/l) recommended by Turkish Food Codex Regulation. Since
AFM, levels were found to be significantly high in the raw milk samples collected in Mersin province (lo-
cated on Mediterranean part of Turkey), it was concluded that people dealing with feed, milk and dairy
products should be informed about the importance of aflatoxins and the preventive measures to get
protected from AFB, and AFM,.

Key words: Aflatoxin M, raw milk, UHT milk, high performance liquid chromatography (HPLC).

GiRiS

Bazi Aspergillus turleri (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve nadiren Aspergillus
nomius) tarafindan olusturulan aflatoksinlerin ana kaynadi yer fistigi, misir ve pamuk ce-
kirdegi olup, cesitli bitki ve bitki Grlinleri aflatoksinler ile kontamine olabilmektedir. Afla-
toksinlerin dort major tipi (B,, B, G;, G)) tanimlanmis ve A.flavus'un sadece aflatoksin
B, diger iki tiirlin ise aflatoksin B ve G olusturdugu belirlenmistir'. Aflatoksin M, (AFM,)
ve M, ise, aflatoksin B, (AFB,) ve B,'nin hidroksile metabolitleridir ve kontamine gidalar-
la beslenen ciftlik hayvanlarinin siit ve siit Griinlerinde bulunabilir'2. Hayvanlarda yem-
lerle alinan AFB, metabolize olarak %1-2 oraninda AFM,’e déniismekte ve bu metabo-
lit siite gecebilmektedir®. Toksik ve karsinojenik etkileri olan aflatoksinler, insanlarda im-
miin sistemin baskilanmasina yol acabilmekte ve 6zellikle hepatit B virusu ile birlikte ka-
raciger kanseri gelisiminde rol oynayabilmektedir®>.

Yapilan epidemiyolojik arastirmalar daha ziyade AFB,’e odaklanmistir; zira bu aflatok-
sin tipi en potent dogdal karsinojendir. AFB,, “International Agency for Research on Can-
cer” tarafindan grup 1 karsinojen olarak siniflandiriimistiré. AFM, de, AFB, gibi insan he-
patositlerine sitotoksik etki gosterir; ancak daha dustik karsinojenik etkiye sahiptir. Toksi-
kolojik calismalar, AFM, “in akut ve kisa sureli toksisitesinin AFB, ile ayni veya daha dustik
diizeyde oldugunu gostermis; genotoksisite calismalarinda ise AFM,‘in AFB,‘den yakla-
stk 10 kez daha az mutajenik etkiye sahip oldugu saptanmistir?. Her ne kadar insanlarda
sut ve sut drtnleri ile AFM, alimi ve karaciger kanseri arasindaki dogrudan iliski aydinla-
tilamamigsa da, ozellikle yenidoganlar, cocuklar ve yashlar icin en temel besin maddesi
olan bu drunlerin AFM, ile kontamine olmasinin ciddi saglik sorunlari doguracagr acik-
tir. Bu nedenle bircok [’{Ikede, hayvan yemlerinde kullanilan AFB, diizeyi siki bir kontrol
altinda tutulmaktadir. Ulkemizde de, siitte bulunabilecek kabul edilebilir AFM, degeri
0.05 pg/L'dir’.

Bu calismada, ilimizdeki ¢ig siitlerde ve marketlerde satilan UHT (ultra high tempera-
ture) yontemi ile pastorize edilmis sttlerde AFM, duzeyinin arastinlmasi amaclanmustir.
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GEREC ve YONTEM

Calismada, Mayis-Agustos 2006 tarihleri arasinda Mersin merkeze bagh bes kdyden
39 keci ve 53 inekten alinan ¢ig sut ile marketlerden alinan 45 adet UHT sut olmak Uze-
re toplam 137 adet sit 6rnegi arastirildi. Cig sit ornekleri steril kaplara toplanarak labo-
ratuvara ulastirildi. T00 ml siit 6rnegi Whatman no: 4 filtre kagidindan stzilerek yagr ay-
rildi ve calisilincaya kadar -20°C’de saklandi. Marketlerden alinan UHT siitler ise, tretim
tarihleri farkh ve beg ayri Uretici firmaya ait olacak sekilde 6rneklendi.

Tim orneklerde AFM, diizeyi, “Aflaprep M immunoaffinity column” (R-Biopharm
Rhone Ltd., Glasgow Scotland) sistemi kullanilarak firmanin onerdigi prosediire gore
yuksek performansl sivi kromatografi (HPLC) metodu ile analiz edildi. HPLC cihaz; flo-
resan dedektor ve intersil OD-2 (25 cm x 4.6 mmID) kolona sahip; ekzitasyonu 360 nm,
emisyonu 430 nm dalga boyunda olan ve mobil fazi saf su/asetonitril/metanol
(50/30/20 v/v/v) kansimindan olusan bir cihazdir. Hazirlanan 6rnekten 50 ml alinarak
immunoafinite kolondan 2-3 ml/saniye hizla gecirildi. Kolonun Uzerine yeni bir siringa
takilarak kolon 10 ml su ile 1-2 damla/saniye hizla iki kere yikandiktan sonra, kolondan
siringa ile hava gecirilerek kolondaki su kalintilar uzaklastirildi. Kolondan 1.25 ml meta-
nol/asetonitril (20:30 v/v) 2-3 saniyede 1 damla hizla gecirildikten sonra yine ayni hizla
1.25 ml saf su gecirilip ayni “vial”de toplandi ve toplam hacim 2.5 ml olarak ayarlandi.
Toplanan ornek kanistinildiktan sonra 100 pl HPLC (Agilent 1100 series) enjekte edilip flo-
resan detektorde okutularak aflatoksin M, diizeyinin kantitatif analizi yapildi. AFM, stan-
dartlar;; 0.25, 0.5, 1 ve 2 ng/ml konsantrasyonlarda hazirlanarak cihazda okutuldu ve
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerdeki AFM, dizeyleri bu egriye gore kantitatif ola-
rak olctlda.

BULGULAR

Calismamizda, kegi sitlerinin %35.8 (14/39)'inde, inek sutlerinin %86.7 (46/53)'sin-
de ve UHT sutlerin %73.3 (33/45)'inde AFM, pozitifligi tespit edilmistir. AFM, dUlzeyle-
ri; ¢ig sutlerde 0.0021-0.8666 pg/| arasinda, UHT sutlerde ise 0.001-0.059 ug/I arasin-
da degismektedir. Kegi sitlerinin %10.2 (4/39)'sinde, inek sutlerinin %73.5 (39/53)'in-
de, UHT sitlerin ise %2.2 (1/45)'sinde olmak Uzere tim orneklerin %32 (44/137)'sinde
aflatoksin diizeyinin olmasi gereken sinir degerin tzerinde (> 0.05 pg/l) oldugu gorul-
mustar.

TARTISMA

Insanlar icin en temel besin kaynagi olan st ve siit Uriinlerinde bulunabilecek AFM,,
insan saghg icin potansiyel bir risk olusturmaktadir. Bu nedenle st ve st driinlerinde
AFM; varliginin ve diizeyinin saptanmasi blyik 6nem tasimaktadir. Bu amagla genellikle
immunokimyasal yontemler kullanilmakta olup, bunlar arasinda EIA (enzyme immunoas-
say), RIA (radioimmunoassay), TLC (thin-layer chromatography) ve HPLC sayilabilir.

Yapilan calismalar, sutun isitilmasi (3-4 saat ateste) ya da pastdrizasyonu ile AFM, du-
zeyinde degisme olmadigini vurgulamaktadir. Martins ve arkadaslarinin® Portekiz’de yap-
tiklari calismada, ¢ig stitlerde %80.6, UHT sitlerde ise %84.2 oraninda AFM, varligi sap-
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tanmis; sadece bir UHT stit 6rneginde AFM, diizeyinin kabul edilebilir oldugu belirlenmis-
tir. Roussi ve arkadaslar® Yunanistan’da pastorize siitte %85.4, cig inek siitiinde %73.3,
koyun sutinde %66.7, kegi stitinde %40 ve UHT sutlerde %82.3 oraninda AFM, sapta-
muslar, bir inek sitinde de sininn tGzerinde AFM, diizeyi tespit etmislerdir. Blanco ve ar-
kadaslarinin’ Ispanya’da yaptiklar calismada, UHT siitlerde %29.8 oraninda AFM, pozi-
tifligi belirlenmis ve iki 6rnekte sinir degerin Gzerinde AFM, varligi rapor edilmistir. Kam-
kar'® ise Iran’da, cig siitlerde %76.6 oraninda AFM, tespit etmis, pozitif orneklerin
%40"Iinda saptanan degerin kabul edilebilir sinirin tizerinde oldugunu bildirmistir.

Ulkemizde yapilan calismalarda da, degisik gida driinlerinin farkli oranlarda AFM, ile
kontamine oldugu bildirilmektedir. Orug ve arkadaslan'' tarafindan Bursa’da yapilan ¢a-
lismada, AFM, dizeyinin beyaz peynirde kabul edilebilir sininn Gzerinde oldugu, ancak
siitlerde bu sininn altinda kaldigi ifade edilmistir. Akdemir ve arkadaslari'?, Tiirkiye’nin 7
ilinden topladiklar 48 cig st ornegini arastirmislar; Eskisehir ve Lileburgaz disindaki il-
lerden (Burdur, Nevsehir, Bursa, Ankara, Antalya) alinan érneklerde aflatoksin varhgr sap-
tamiglar ve orneklerin %33.3’linde aflatoksin diizeyinin sinir degerinin lzerinde oldugu-
nu rapor etmislerdir. Celik ve arkadaslar'® da, 85 pastorize siit érneginin %64’tinde ka-
bul edilebilir diizeyin lizerinde toksin varhig bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda, keci su-
ti orneklerinin %10.2'sinde ve inek siitu 6rneklerinin %73.5'inde AFM, duzeylerinin ka-
bul edilebilir sinirn Gzerinde oldugu bulunmustur. UHT sutlerinde ise bir 6rnek disinda
(%2.2) toksin dizeyinin kabul edilebilir sinirin altinda oldugu saptanmustir.

Sit orneklerinde tespit edilen aflatoksin diizeyinin mevsimlere gore degiskenlik gos-
terebildigi belirtiimektedir. Kamkar'® AFM;, duzeyinin kis ve sonbaharda, ilkbahar ve ya-
za gore anlamli olarak yiiksek oldugunu, bunun nedeninin ise ilkbahar ve yaz aylarinda
ineklerin dogal dis ortamlarda otlamasindan kaynaklandigini ifade etmektedir. Bu bul-
guya paralel olarak Unusan’in'* calismasinda, i¢ Anadolu’nun cesitli illerinden Ocak ve
Subat aylarinda toplanan UHT sutlerinde %47 gibi ylksek bir oranda sinir degerin lize-
rinde aflatoksin varhigi tespit edilmistir. Bizim mayis-agustos doneminde gerceklestirdi-
gimiz calismada da, sinir degerin Uzerindeki toksin diizeyinin UHT sutlerinin sadece
%2.2'sinde saptanmasi, bu dlstnceyi desteklemektedir. Yiksek AFM, dizeyinin kegi
sttlerinde (%10.2) inek sitlerine (%73.5) gore daha disiik oranda saptanmasinin ne-
deni ise, bolgemizde kecilerin ineklere oranla daha fazla dis ortamda otlatiimasi olarak
dustintlmektedir.

Sonug olarak calismamizda, Mersin ilinde keci ve ineklerden toplanan ¢ig sutlerin
%46.7 (43/92)'sinde ve UHT sitlerinin %2.2 (1/45)'sinde olmak Uzere, tim 6rneklerin
%32 (44/137)'sinde resmi makamlarca bildirilen kabul edilebilir degerin izerinde (> 0.05
ug/l) AFM, dlzeyleri saptanmustir. Bu sonug, gerek hayvan yemleri ve sut/sut Grdnleri ala-
ninda faaliyet gosteren, gerekse bunlarin kontroliinii yapan kurum veya kisilerin konu ile
ilgili olarak ciddi bilgi ve egitim eksikligi oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle siitii kul-
lanilan hayvanlara verilen yemlerdeki AFB, ve elde edilen stit ve st trunlerindeki AFM,
dizeylerinin periyodik olarak ve bilincli bir sekilde kontrol edilmesi, aflatoksinin neden
olabilecegi olasi toksik ve karsinojenik komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan buyiik
onem tasimaktadir.
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