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Ulkemizde nedeni bilinmeyen hastahldara bagh olarak hayvanlarda
dnemli verim digtkliklerine, hatta dlimlere rastlanmaktadir. Hijyenik
olmayan ortamlarda yemlere gecen mikroorganizmalann drettikleri
toksinler tarafindan olugturulan hastahiklar bunlar igerisinde dnemli  yer
tutmaktadir.

ihman ve rutubetli bdlgelerde Oretilen veya elverigli olmayan
kogullarda depolanan yem hammaddeleri veya bunlardan hazirlanan karma
yemler, mantartann Gremesi ve mikotoksin sentezi icin uygun bir
beslenme ortamn olusturdugu icin, her zaman kiflenme riskiyle kars
kargiya kalmaktadir.

Ghantmizde, bagta tevukguluk sektdrd olmak dzere, tdm hayvancihik
kollarim tehdit eden kidfienmis yem sorunu, kamu oyunun gakin ilgisini
gekmektedir. Her yil dinya tall ve yadh tohum dretiminin dnemli bir
kismi mikotoksinlerie kirlendigi igin kullamlamamaktadir. Oysa, Kkaf
mantariarinin hayvanlarda yol actiqy zehirlenmeler son yirmi yila kadar
yeterince dnemsenmemisgti.

Mikotoksinlerie bulagmis yemieri tdketen evcil hayvanlar yalmz
mikotoksin almakla kalmayip, aym zamanda bu tOr toksinleri et, siGi ve
yumurta gibi Ordnlerine gecirerek, dolaylh yoldan insanlara da
yansitmaktadir. Bu nedenle, insanlar bitkisel Orinler kadar, hayvansal
drinler aracihiqiyla da mikotoksinleri alma tenlikesiyle karsilasmaktadir.

Dinya ndfusunun hzla cofalmasy, hayvansal driinlere olan talebin,
buna baglh olarak da karma yem lretiminin artmasina yol agmaktadir. Bu
tir yemler hijyenik olmayan depo, yem fabrikas: ve kimes gibi yerlerde

kaf mantarian ile kontamine olabilmekiedir.
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Ulkemizde son y1llarda bagta kanath ve yavru hayvan yemleri olmak
izere, yemlerdeki mikotoksinlere bagh olarak gikayetlerin artmas ile
birlikte bu alanda bazi arastirmalann gépﬂdl{:}l gize c¢arpmaktadir.
Yoremizde ise, bu konuda yapilmis  herhangi bir arastirmaya
rastlamimamigtir. iste bu girigten yola gikarak, kanath yemlerinde kif

mantarlarnimn izolasyon ve identifikasyonu ile  Aflatoksin By, B, Gy, G2

ve Okratoksin A dizeylerinin belirlenmesine 151k tutmak amaciyla bu

arastirma yapiimigitr.

LY



1. GiRIS .

Kaf mantarlan tarafindan uygun gartlar altinda salgilanan toksik
metabolitiere mikotoksin adv verilmektedir. Mikotoksin terimi, Yunanca
mantar anlamina gelen myces ve Latince zehir anlamina gelen toxicum
kelimelerinin birlegmesiyle olugmustur. Kuf mantarianmn toksinleri ile
bulagik yemlerin hayvanlar tarafindan alinmas) ile olugan zehirlenmelere
de mikotoksikozis denmekiedir {5,21,48,49).

Mikotoksinler, yemlerdeki pek g¢ok besin maddelerini kullanarak
yemlerin kalitesini bozmakla kalmaz, aym zamanda kanathlarda baz:
hastaliklara hatta Oldmlere de yolagabilirler (85,13,23). Yemlerde
bulunabilen ve hayvan sadhd1 acisindan dnemli olan mikotoksinler su
sekilde siralanabilir: Aflatoksin, okratoksin, sitrinin, zearalenon, patulin,
sterigmatosistin, penisillik asit, sporidesmin, alternaria, sitreoviridin,
rubratoksinler, tenuazonik asit, sikloklorotin, rugulosin, tremorin A. ergot
alkaloitieri, kojik asit, oksalik asit ve trikotesenler (6,35,48,92). Bu
toksinler iginde aflatoksinler, hemen her tir yemde dreyebilmesi,
karsinojenik olmas1 {(10,44,50,51,92) ve hayvan irinlerine gegebilmesi
acisindan ilk swrayr almaktadir. Nitekim, epidemiyolojik arastirmalar
sonucunda, Orta Afrika Ulkelerinde yasayan insanlarda gorilen kanser
olaylarimin, tiketilen kdflenmis besinlerin miktan ile dodru orantih
olarak arttigy gﬁrmmﬂgtﬁf Bu yolla meydana gelen kanser olgularimn tdm
kanser olgulan iginde £40 hk pay aldiy ortaya konmustur. Aflatoksin
karsinojenisinde, doz-tepki 1iligkisine badh olarak, sirekli bigimde

0.1 ppb dizeyinde aflatoksin By ile kirlenmig besin alan 100 000 insandan

240 kadarinda kanser olugabileceqi, bu dizeyin 0.3 ppb'e yikselmesi

durumunda da kanser olan insan sagisimn 1100%e ciktidy gdritmistar (82).



1.1.Toksinlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
1.1.1.Aflatoksinler
Aflatoksin, kdkenini Aspergillus'un A, flavus'un, FLA harflerinden

almisgtir (6,8,22,87). Ultraviole 1511 altinda (UV) 365 nm'de mavi (Blue}
florensans veren By, Bo, yesil {Green) florensans veren Gy ve Gg gibi
fraksiyonlar olan aflatoksinler, daha gok A. flavus ve A. parasiticus
tarleri tarafindan sentezlenirler (21,54). Bunlarin yamnda My,Mg, Bog, H,
D, 6 fraksiyonlar da identifiye edilmig, fakat bunlarin karakterizasyon
galismalart heniiz tamamlanmamigtir (6,25). By, By ve Gy, Gp

fraksiyonlarinin kimyasal yapilar Gekil 1'de agik olarak gosterilmistir
{21,25,27,43,72).

/f,/

Aflatoksin Gy Anatoksin G,

Sekil 1:Aflatoksin B4, B4, Gy ve G, nin kimyasal yapilan



Aflatoksinler 1siya kargy son derece dayamkhdhr. Molekdl, ancak
erime noktasina erigen bir sicakhk  derecesinden  sonra ikihr.
Difurocumarin karekteri gosteren aflatoksinler, kloroform, metanol,
etanol, benzol, aseton, tetrahidrofuron gibi solventlerde kolayca erirler

(6,29,35,43,92).

Tablo 1: Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal yapilar (92}

Afiatoksin  Kimyasal ~ Moleknl  Erime Absorpsiyon Floresan
formoio adirhch noktas, 0C katsayst Emisyonu, nm

By Ci7H120 312 268-269 21800 425

By Ci7H140g 314 286-289 24000 425

Gq Ci7H1207 328 244-246 17700 450

Gg Ci7H1407 330 237-240 17100 450

1.1.2. Okratoksinler

Okratoksinler, Aspergilluslann 7, Penicilliumlann 6 tirunden
sentezlenirler (21). Bunlann iginde en dnemlileri P.yiridicatum ve A
ochraceus'tur. 0Okratoksinler, amino asit yapisinda bilegik olup,
fenilalanin zincirlenmis isokumarin tarevleri ile yakin iligkili bir gruptur
(21). Bilinen 9 okratoksin iginde yalmz okratoksin & min cevresel
toksikant olarak rol oynadigr belirtilmektedir (27,29). Okratoksin A mn
kimyasal yapist Sekil 2 de gésterilmigtir (19,27).
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Sekil 2: Okratoksin A'min kimyasal yamis1

Okratoksin Greten kiif mantarlan, yad, curidk bitkiler, bicekler ile
depo ve tohumlarda yaygindir {21,29). Toksijenik A.ochraceus suglan,
sorgum, yerfistid, kifli piring, fasilye ve biberden izole edilmistir (21).
P. wiridicatum'un toksijenik suglam ABD, Danimarka ve Ksanada gibi

idlkelerde yaygin olarak tahillarda tespit edilmigtir {21).

1.2 Mikotoksin Olugumunu Etkileyen Faktorier
1.2.1 Fiziksel Faktorler

Kaf mantariarnmn gelismesi, = dolayisiyle mikotoksin
kontaminasyonunun derecesi ve olugumu, cofrafik ve mevsimsel etkenler
ile yemin vejetasyon dbnemi, Uriin alma ve depolama kogullar {sicakhk,
nem dizeyi, havalandlrma; karanhik ve log oima) gibi etkenlere bagh olarak

dnemli dedigiklikler gdsterir.
1.2.1.1. Temperatir

Mantarlann dremeleri igin 20-300C 1ik bir temparatir genellikle

optimum olarak kabul edilmektedir {6,21,54,80). Ancak, mantar tirleri
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arasinda tercih edilen sicaklik derecesi agisindan baz1 farkhihiklar da goze
carpmaktadir. Nitekim, A.flavus ve A.parasiticus 4-50°C arasinda dedisen
sicakliklarda dreyebilen mezofilik kOf mantarlandir (21,48,54,92). Bunun
yamnda, P. viridicatum 5-109C de Okratoksin A olugturabilmektedir (G,43)
Fusarium, Cladosporium ve Aspergillus glaucus gibi mantarlar O9C nin
altinda bile dreyebilmektedir (48). Ancak, bu mantarlanin aflatoksin
sentezleyebilmeleri igin optimal sicakhik 300C olarak kabul edilmektedir.
Nitekim, simdiye kadar 8°C nin altinda veya 45°Cnin dstiinde herhangi bir
aflatoksin olugumu gdzlenmemistir (6,29,47,54). Ote yandan, Z09C ye kadar

olan sicaklik derecelerinde Aflatoksin Gy 300C nin dstinde de Aflatoksin

B¢ dretimine rastlandidi bildiriimektedir {21,54).

1.2.1.2. Nem

Mikroorganizmalarin dremelerinde su aktivitesi, havamn badil nemi
ve yemdeki su dizeyi biydk 6nem tagimaktadir (54,64). Su aktivitesi

agagidaki gibi bir formil ile gosterilmektedir (54).

p
gz ———---
po
aw . Su aktivitesi
p : Substratin su buhan basinc
pt - Esit hava basinci ve sicaklikta suyun buhar basinci

&.flavus ve Aparasiticus sporlarnnin dremeleri igin su aktivitesi
degerinin en az 0.84 oldudu bildirilmektedir {54,92). Toksijen mantar
wirlerinin  dremeleri igin optimal aw dederleri 0.95-0.98 swmirlan

icerisinde bulunmaktadir {54).



Havadaki bag!! nemin de mantar dremesi Gzerinde dnemli roli vardir.
Genellikle, £60 1n dstindeki badil nem mantar dremesini artirmaktadir
{5,49). Bunun yaminda, ham su dizeyi de kaGf mantarlanmn dremesini
yakindan etkilemektedir. Nitekim, Aspergillus ve Penicillum gibi ambar
kifleri %13-16 arasindaki  su dizeyinde ¢ok c¢abuk dremektedirler
{6,21,48). Ham su orammn %9 un altina dismesi halinde, mantarlar
genellikle toksin salqilayamazlar (6,22). Bu nedenle, hasat edildikten
sonra, taml tanelerindeki ham su orammn bu kiritik deder altina
dagrilmesi pratikte blydk dnem tasimaktadir.

Baz1 tane yemlerin ve yadh tohumlarin depolanma sirasinda uygun
bir sekilde korunabilmeleri icin icermeleri gereken ham su diizeyleri Tablo

2'de gosterilmigtir (24},

Tablo 2: Baz) tane yemlerin ve yagh tohumlann kiflenmeden
saklanabilmeleri igin gerekli ham su oranlar ve dayanma siireleri

Tane Yemler Ham su didzeuyi , &

ve Yagh Tohumlar 1l 3y
Bugday 13-14 11-12
Arpa, yulaf, msir - i1
Dan <11 -
Soya fasulyesi ' 10 10
Pamuk tohumu 10-11 -

Yer fistif 7 -

Yemdeki ham su orammn E15 i asmasy durumunda daha cok

A.candidus, A.achraceus, Aflavus, Aversicolur ve Atamari, 216 g1 asmas



durumlarinda ise Penicillium tiarleri predominant olarak Gremektiedirier
{9,24,32,52).

1.2.1.3. Atmosfer Bilegimi

Aerobik mikroorganizmalardan olan kdf mantarian, dremek ve

toksin sentezieyebilmek igin oksijene ihtiyac duyariar. Bununla birlikte,

05 orant digik ve COs oram yiksek clan mikroaerefilik besi gartlarinda da
drerler. Ortamin COo oram £20's giktifinda, aflatoksin dretimi optimum
sicaklik ve nem kosullarinda dretilen aflatoksin miktammin & 75'ine
digmektedir. Ortamn O, dizeyi %40 ve daha asaiilara digtaginde,

Aflavusun gelisimi, buna badh olarak da aflatoksin olusumu dnemli
derecede azalmakta, hatta Z1 in altinda tamamen durmaktadir. Bunun
yamnda, ortamdaki CO, dizeyi 260 ‘a eristijinde aflatoksin olugumu
tamamen durmaktadir (6,21,48,83). Yer fistifinda aflatoksin olusumu %20

CO,p ve &S 0p dizeylerinde tamamen durmaktadir (54).Genellikie, mantar

Uremesi ve toksin olugumu, CO, orammn artmasi ve 0O, oramnin

digmesiyle azalmaktadir.

1.2.1.4 Mekanik Zedelenmeler

Tane yemlerin hasat, 4dutme ve taginma sirasinda ujradidn mekanik
zedelenmelerie etrafindaki koruyucu tabakamn pagalanmasi, mantarlaria
bulagma riskini artirmaktadir. Dolayisiyla, bu iglemler yapilirken
olanaklar olgisinde az hasara sebep olan tekniklerin segilmesi

gerekmektedir.



1.2.2 Kimyasal Faktdrier
1.2.2.1. pH Degeri

Kaf mantarlarm, farkhh pH ortamlarminda remekle birlikte, asidik
ortamlan tercih etmektedirlier. Genellikle, pH 2.0-8.5 deferleri arasinda
etkinlik gosterebildiklerinden, hemen her tirld yem maddesinde Grerler.
Ancak, cogu tdrier igin optimum pH dizeyi 4.5-6.5 arasindadir. Bununla
birlikte, 2.0-8.0 pH dederleri arasinda da aflatoksin olusumu gdrilebilir
(6,94,83).

iz elementlerden Cu, Fe, Mn, Mg,Zn mikotoksin olusumu {zerine
etkilidir (94). Bunlardan Zn esansiye! bir element olup, Jones ve ark. (46)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Zn oram ile Aflatoksin dizeyi arasinda
pozitif bir iligki oldugu ortaya konmustur.

1.2.2.2 Yemlerdeki Besin Maddeleri

Mantarlar klorofilsiz oldugundan fotosentez yapamazlar. Bu nedenle,
besin gereksinimlerini digandan karsilamak zorundadirlar. Mantarlann
karbon kaynagim oOncelikie alkol, karbonhidratlar, organik asitler; azot
kaynagim da dre, amonyum tuzlan, proteinler, peptonlar, peptitler,
aminoasitler gibi bilegikler olusturmaktadir. Besi yerine karbon kayna
olarak Z5-10 glikoz, %6—15 fruktoz, £2.5-6.5 sakkaroz katilmas) toksin
olugumu  Gzerine olumiu ydnde etki gdostermekte, bu mikiarlann
artinlmasi ise, osmotik basinct yikselttigi igin, mantar ve toksin

olugumunu olumsuz ydnde etkilemektedir (6,47,54).
1.3.¥emlerde Toksinlerin Olusumu

Yemlerde dodal mikotoksin kontaminasyonu, daha cok tropik wve



subtropik Glkelerde sz konusudur. Basta yer fisti§y kiispesi olmak Uzere,
pek cok kiispeler de dodal kontaminasyon agisindan risk tagimaktadiriar.
En cok dodal toksin olugumu gdrilen yemler agagida verilmistir (19,20).

1-Tahillar ve Yan Oranleri: Miswr, piring, arpa, yulaf, dan,
sorgum, bugday, bugday unu

2-Tohumlar ve Yan Oranleri: Yer fistiqi, yer fistir unu, kuru
bezelye, bezelye unu, soya fasilyesi, soya yadi, pamuk tohumu, findik,
susam

3-Difer Orinler: Kurutulmug patates, manyok, bahik unu, yesil yem
unlar ve karma yemler.

Yem ve yem hammaddelerinin cinsi, kif mantarianmin gelismasi ve
toksin olusumunda etkili olmaktadir. Bununla birlikte, aflatoksin
olusumunda  bir substrat bagimhihdr yoktur. Nitekim, A flavus ve
Aparasiticus tarafindan salgilanan aflatoksinler dogal olarak yerfistif
ve tamllarda olusmakta ve daha cok kanathh hayvanlar ile sifir ve
insanlarda etkili olmaktadir {6,19,20,27,). - Aochraceus ve Pviridicatum
tarafindan Gretilen okratoksin ise, misir ve arpa gibi tane yemlerde dogal
contaminasyona sebep olmakta ve kanathilarda olumsuz etkiler
olusturmaktadir (6,18,19,21,52). Mikotoksinler, dncelikle tall ve tahl
yan drinleri ile yagh tohum ve yan Griinterinde gelismektedir.

Fusarium, Aspergillus ve Penicillum kdflerinin mikotoksin (retme
agisindan onemli bir gére sahip oldugu belirtilmektedir {19,21,52,54).
Aflatoksin ve okratoksin salgilayan kif mantarlan asafidaki tabloda

gosterilmigtir (22,35)



10

Tablo 3: Aflatoksin ve okratosin dreten kif mantarlan

Toksin Taru Toksin Ureten Kaf Mantarlan

Aflatoksinler Aflavus A puberulum
A parasiticus A.ochraceus
A.niger P.variable
Awentii P.citrinum
A.ruber Rhizopus spp.
A.ostianus

Okratoksinler A.ochraceus P.viricatum
A sulphureus P.commune
A.sclerotorium P.cylclopium
A.alliaceus P.variable
A.melleus P.purgurescens
A.ostianus P palitans
A.petrakii

1.4. Mikotoksikozislerin Klinik Belirtileri

BayGk bir c¢odunluju organizmaya sindirim sisteminden giren
mikotoksinlerin diglk miktarlart bile hastahiklara, hatta didmlere yol
acabilmektedirier. Yiksek dizeyleri akut mikotoksikozisleri olustururken,
digik dizeyleri de devamh alindifinda, kronik mikotoksikozislere sebep

oimaktadir (8,23,67). Yemlerde 10-100 ppm  arasindaki aflatoksin
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diizeyleri evcil hayvanlanin godunda akut .zehirlenmelere, 20 ppb veya

diiglk dizeyleri ise kronik zehirlenmelere yol agabilmektedir (5,83).

1.4.1_ Aflatoksikozisin Klinik Belirtileri
1.4.1.1_ Akut aflatoksikozis

Aflatoksinlerin glcl ve karsinojenitesi, alinma dozu, alinma siliresi,
hayvamin yagt ve beslenme durumuna gire dedismektedir (25).
Genelde, 10-20 ppm dizeylerde toksin almindan sonra hayvanlarda hepatit,
hemorraji, nefrit, mukoza nekrozu gibi belirtiler, hatta &limler
gorulmektedir (54,60). Nitekim, yapilan caligsmalarda, 390 ppb dizeyinde
aflatoksin katilan rasyonlar 8 hafta sire ile civciviere verilmisg,
civcivlerin kalp, karacijer ve pankreas incelenmis, en fazla tahribatin
karaciferde oldugu belirtilmigtir (51,74). Yine, bir bagka ¢alismada,
yiksek duzeyde aflatoksinin karacijerde yaglanmaya neden oldugu, 10 ppm
lik bir aflatoksin dizeyinin de karaciger nekrozu ve 6ldm gibi belirtilere
sebep oldugu tespit edilmistir (38).

Genglerde hastah§in akut formunda ana belirtiler olarak igtahsizhk,
uykusuzluk, gaz olusumu, mantarlarin beyine yerlesmesiyle de bir takim
konvillsiyonlar, okiler enfeksiyonlar, gelisme geriligi, gbz kapaklarinin
enfeksiyonu, knnjunktiéa] kesede eksudat birikimi gibi belirtiler
goridlebilmektedir (48,59).

Aflatoksikozisin baglangic tablosunda, isteksizlik, zapfhk ve kas
titremeleri gibi belirtiler goze carpmakta, vicut sicakhidi 1,5 OC kadar
normal dederierin izerine gikabilmekte, daha sonralari ise 1-2 9C normal
degerlerin altina digebilmektedir. Hastahfin ileri ddnemlerinde ise

sarithik, kanama, ataksi, kramplar, hatta 24-30 saat icinde 81im gibi
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patolojik tablolar gordlebilmektedir (6,6,39). Civciv, drdek, hindi palaz:
gibi hayvanlar kullanilarak yapilan deneysel galigmalann hemen hepsinde,
alinan aflatoksin dizeyine badh olarak 7 ayile 5,5 y1l arasinda karacidger
kanseri sekillenmigtir (82).

Civciv yeminde 0.75 ppm aflatoksin dizeyi, bayimenin gerilemesi ile
yadh karaciger sendromu, 1 ppm diizeyi ise karaciger nekrozu ve hemoraji
gibi belirtilere neden olmaktadir (67,83},

Birgok hayvan tirinde bdbrek, kolon, akciger ve gdzyas bezleri gibi
organlarda kanserdz karekterli lezyonlara rastlamimigtir (10,48,49,67)
Aflatoksin ve metabolitleri, plasenta ve sGt yolu ile gegerek,

malformasyonlara da neden olabilmektedir. Aflatoksin fraksiyonlarimn

ordek palazlarinda toksisiteleri ppm dzerinden, Aflatoksin By 18.2,
Aflatoksin By 848, Aflatoksin Gy 392, Aflatoksin Gy 1725,
civcivierde ise Aflatoksin By 036 Aflatoksin Bo 0.80, Aflatoksin
G11.70, Aflatoksin G, 2.50 olarak tespit edilmigtir {§,48,49). Aym olgu

evcil drdek, ada tavsam, kedi, kdpek, sican, erkek ve digi rat ile alabahk
igin, swraswyla, 0.34-6,5, 0.30, 0.55, 1.00, 9.00, 7.20, 17.90 ve 0.61 dir
(8,48,54). Hayvanlar arasinda girilen toksisite farkhihklan, metabolizma

ve atim mekanizmalarnimn farkhihigina baglanmaktadir (8,456,54).
Hayvanlarin cojunda LDsq dizeylerinin 0.5-10 ppm arasinda oldudu

ortaya konmustur (48,68,78).
1.4.1.2_ Kronik Aflatoksikozis

Bu klinik tablo, dugik dizeyli toksin ahimiyla olustudu qibi, akut

aflatoksikozun atlatiimasindan sonra da gdrilebilmektedir. Hayvanlarda
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gelismenin duraklamas), yem etkinliginin ve hastahklara karg: direncin
azalmasi en stk rastlanan klinik belirtilerdir. Ancak, kronik
aflatoksikozisin immunogeneziste bozukluklarrepordiktif etkinlikte
azalma, direnc disikligd, canh adirhik kayb1, yumurta veriminde digme
gibi belirtilere de nedan oldugu tespit edilmigtir
{12,17,25,33,34,36,46,67,86). Ayrica, aflatoksin kanathilarda, koksidiyoz,
marek hastaliin (26,33,36), aspergillozis, salmonellozis ve enfeksiydz
bursa hastaliy {18} gibi hastahklarnin giddetini artirmaktadir. Yine,
laboratuvar ve tarla sartlarinda beslenen tavuklarda aflatoksin vicutiaki
karotenoit seviyesini de diiglirmektedir (67,75,68,90).

Aflatoksinler, kandaki kalsiyumu azalttiftr ve D vitamini ile
aflatoksikoz arasinda interaksiyon bulundudu icin, rasyondaki simrh
vitamin D diizeyinden dolay aflatoksin ragitizme neden olmaktadir. Ote
yandan, bazen bébreklerde drat kristalleri birikmektedir {40,52).

Smith ve ark. {78), kanath yeminel0 ppm aflatoksin ilave ederek
yaptiklan galigmada, bliyime orammn yar yarya azaldigim, yemden
yararianma derecesinin digtdfind, &10m orammn %25 kadar oldudunu
tespit etmisglerdir. Aragtwrmacilar, bu arada aflatoksinle birlikte yeme
aeuromisin ilavesinde canh ajirhk artigimin aflatoksinli gruba gre daha
az distigind, oOldm orammn %12 oramnda meydana geldidini
saptamiglardir.

Yumurta tavugu genilerinde 4-10 ppm arasinda aflatoksin bulunmasi,
yumurta veriminde azalma, 10 ppm dizeyinde olmasi halinde ise karacider
nekrozu ve dlimler gibi sonuglar dodurmaktadir (67). Nitekim, yamlan bir
¢caligmada, aflatoksinli yemlerle beslenen tavuklarda yumurta veriminin
diigtadd, fakat yumurta 6lgilerinde degisiklik olmadidi, bu  tir
yumurtalarin tiketilmesinin insan saghgim tehdit ettigi, karacigerin 2-3

kat1 kadar biytdada ve renginin soigun ve petesiel kanamalann oldudunu,
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safra yolunda da hiperplazinin gérildigi tespit edilmigtir (76).

Hamilton ve Garlich (38}, yemdeki aflatoksin diizeyinin 2,5 ppm
kadar olmasimn yumurta verimini dnemli oranda, 10O ppm kadar olmasimn
yumurta verimini 850 oramnda dagirdigini, 20 ppm kadar olmasimn ise
yumurta verimini tamamen azalttifim1 tespit etmislerdir. Yine aym
aragtincilar, 101 ppm dizeyinde aflatoksin igeren rmsimin 2 gin sdre ile
tavuklara yedirilmesi sonucu, 1000 tavuktan 493 nin olimine, geri
kalamnda ise yumurta veriminin %S'e dismesine neden oldugunu
belirtmislerdir.

Pilic yeminde 1.5-235 ppm dizeyinde aflatoksin bulunmasi, canh
agirhk artiginda azalmaya neden olmaktadir (83). Rasyoniarinda yonca unu
ve A. niger myceliumu igeren besi piligleri ile yapilan bir cahgmada (31},
adi gecen katkimin rasyondaki oram arttikga yem etkinliginin distigi,
buna kargihik badirsak uzunlugu ve ajirhdimin artt1d1, mukozasinin zarara

ugradidr ve immun sistemin etkilendidi ortaya konmusgtur,
1.4.2. Okratoksinlerin Klinik Belirtileri

Okratoksin A, tek bagina veya sitrinin ile birlikte bdbreklerde
patolojik bozukluklara sebep olabilmektedir. Hastalik, bdbrekierde tubuler
epitelyum  dejenerasyonu ve fonksiyon bozuklugu ile  kendini
gostermektedir. Hepatntuksik bir nitelik tagiyan okratoksinin, kemik iligi
ve lenf sistemi aktivitesinin dismesine veya lenfoit dokunun nekrozuna
neden oldudu belirtilmektedir (8,29,48,49,62).

Akut okratoksin zehirlenmesinde tremor, refleks kaym, diyare ve
gldm meydana gelebilmektedir. Okratoksinle zehirlenmis hindilerin
bibreklerinde, dejeneratif dedisiklik, solgunluk gibi belirtilerin dikkati

cektigi belirtiimektedir (67). Rasyonla 2 ppm okratoksin A alan tavuklarda



yumurta retimi ve canl adirhik kayb1 gérilmistir (68). Ote yandan, etlik
piliglere 3 hafta yemle 0.5-1 ppm dizeyinde verilen okratoksinin
olumsuz etkisi gorilmezken, 0.6 ppm lik bir dizeyin 5 hafta veya daha
fazla sireyle verilmesi ile tavuklarda yem tOketimi ve yumurta verimi
azalmstir (48,49).

Micco ve ark. (62), besi piligleri ile yumurta tavuklarinda yaptiklan
bir arastirmada, karacider okratoksin birikintilerinin besi piliglerinde
(11 ppb) yumurta tavuklarina (1.5 ppb) gire daha fazia oldudunu,
bibreklerde ise, besi piliglerinde (0.8 ppb} yumurta tavuklarina {3.6 ppb)
oranla daha fazla oldudunu, okratoksin A nmin karaciger ve bibrek igin
selektif organ olduklarim belirtmiglerdir.

Okratoksinin disik dizeylerde, fakat sdrekli alinmas) hayvanlarda
geligememe, zayflama ve verim diglklikleri meydana getirmekte ve
bdbrek, kalp, karaciger ve dalak gibi i¢c organlarda Orik asit birikmeleri,
leukopenia ve hematokrit degerlerinde digme, gibi patolojik durumlara
yol agmaktadir {41,48,49). Toksinin, piliglerde seksiel olgunlagmay
geciktirip yumurta Oretimini azaltbigr (41,62}, okratoksin A ve L nin
gunlik ardek ve civcivierde karacijer, bibrek ve proventrikulusia
kanamalara, etlik civcivierde ise belirgin sekilde gelisme geriligi ile

bdbreklerde biylimeye sebep oldudu tespit edilmistir. {49).
1.5. Mikotoksikozislerin Teghisi

Mikotoksin zehirlenmeleri, cevre faktdrleri ve etkilenen hayvana
gre, dnemli dlglde dedismekte ve genellikle sporadik olarak
gorGimektedir. Akut zehirlenmelerin tanisy kolayca belirienebilmekte ise
de, kronik olaylarin tamsy genel semptomlaria seyretiiginde ¢ok zor

olmakta, hatta zaman zaman gfzden kacabilmektedir. Bu nedenle, kronik
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zehirlenmelerin  tamisy igin laboratuvar analizlerinin yamnda, hekim ile
isletmecilerin igbirligi de &nem tasimaktadir. Bu amacla, hekimin
igletmecilerden hayvansal dretim, yemleme tekniginin bigimi, Orin
kaldirma swrasinda iklim kogullan, yemlerin depolanma gsekli ve siiresi,
ilgili dénemde ve yerde ortaya ¢ikan kitlesel hastahiklar qibi konularda iyi
bir anemnez almasi gerekmektedir (6,8,28,52,54).

Hastahik sebebinin kolay belirlenememesi, bulagicy olmamasi,
bajigikhk sisteminin uyariimamas), uygulanan terapitik sajitimn az
etkili olmasi, olaylann genellikle mevsimsel olusy, mikotoksinlerin ortak
ydnlerindendir {5).

Hastahik, toksin varhimn ortaya konmasiyla, benzer patolojik
bozukluklar gdsteren hemorajik ve septisemik hastabiklardan ayirt
edilebilir.  Toksin varhigim belirleyen c¢egitli  analiz  metotlan
geligtirilmigtir (1,19,43,55,58,91). Bunun yamnda, gipheli yemlerden
hazirlanan ekstraktlar ordek palazlanna ve alabahklara yedirilerek
hayvanlardaki klinik belirtiler ile otopsi bulgularimin incelenmesi, ordek
ve tavuk embriyolannda toksisite denemelerinin yapiimasi, doku
kiltirlerine ekimler yamilarak hicre dejenerasyonlanmn incelenmesi
hastahk tamsinda ilgililerin kesin yargiya varmalarnna yardimer olacaktr
(40).

Yemleri kiif mantan invazyonlanindan korumak igin, hasat amndaki
iklim kosullarnimn gag’psh ve nemli olmamasina, depo Sartlarnin uygun
olmasina, depolama sdresinin kisa tutulmasina dikkat edilmesi disinda,
yemlere kif inhibitdrieri de katilabilir. Mitekim, Brake ve ark. (15],
yemlere kdf inhibitdrd katarak yaptiklan bir cahismada, kif (remesinde

azalma goraldagini tespit etmislerdir.
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1.6. Mikotoksin iceren Yemlerle Zehirlenme

Aflatoksinin letal potansiyeli, hindi, 6rdek ve pili¢ gibi hayvanlarda
zarara yol acan etiyolojik ajanin bulunmasindan, yani toksinin kegfinden
sonra belirlenmistir (76). Aflatoksin igeren rasyonlaria beslenen ineklerin
sitiinden drdeklere verilmis ve bunlar Uzerindeki toksisite kaydedilmistir
{23). Bagka bir arastirmada da (77), 6 hafta boyunca per os olarak
uygulanan aflatoksin veya metabolitleri, 45 besi pilicinden 15 inde
bulunmustur. Buna karsihk, Platonow (68), 6 hafta boyunca 31 ppm
aflatoksin igeren yemle beslenen broylerierde, gogls ve bacak etlarinde
veya karacigerlerinde, aflatoksin ekstrakt: veya bunlarin metabolitlerinin

olmadiqim ortaya koymustur.

Aflatoksine karg: tepkide, hayvanlar arasinda, hatta ayn hayvan tird
iginde bile, farkhhklar gordimiktedir. Ritekim, yemleri ile 200 ppb
diizeyinde Aflatoksin  alan besi piliglerinde canhi afirhk artigimin
azaldi§n ve karacider lezyonlarimn gekillendigi gdzlenirken, yumurta
tavuklarimin 33 hafta sire yemleri ile 610 ppb Aflatoksin almalarina
ragmen etkilenmedikleri gdrdimistir (8). Yine, 0.5 (16) ve 0.75 ppm
aflatoksin iceren rasyonlarla beslenen tavuklann yumurtalannda ad
gecen toksine rastianmadidi, fakat 0.4 ppm aflatoksinii yemlerle ad
libitum beslenen yumurta tavuklannda aflatoksin bulundudu tespit
edilmistir {76).

Archibald ve ark (3), dizeyi bilinmeyen aflatoksinle bulasmis yer
fistiy kispesiyle beslenen besi piliglerinin iki hafta boyunca enfekte
olmadiklanm gozlemislerdir. Farkh dizeylerde aflatoksinle bulagik
yemle beslenen piliclerde doz dazeyine badh olarak vicut afirhi

dedismektedir (17,23,32). New Hampshire piliglerine 0.5 ppm ve 0.75 ppm
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lik toksik yem verilerek yiritilen bir aragtirmada karaciger ve plazma
enzim dederlerinin dedistigi, hemoglobin dederierinin  distigi ve
hipoproteinemi geligtigi, karacier Se konsantrasyonu 6nemli derecede
artmakla hirlikte, konjeste bibreklerin varhiqi ortaya konmustur (77).

Ganldk civcivlerin 3 hafta boyunca, yemlerine 1.36 ppm, total
karotenoit ve 25 ppm serbest lutein yamnda O, 1, 2, 4, 8 ppm seklinde
aflatoksin eklenerek yapilan bir caligmada {20} aflatoksin jejunal mukoza
icerigini ve serum lutein oramim Z70 den &35 lere disOrdigd, buna
kargihk karaciger monoeter miktanm artwdidy tespit edilmistir. Bir
bagka aragtwmada da, besi piliglerinde aflatoksinle bulagik yemlerin
tiketimi ile toksikozis sekillendigi, hindi palazlarinmin daha hassas oldugu
ve buna bagh olarak da, 3 hafta sdreyle 1 ppm aflatoksini yemle alanlarda
&30 1ik bir 6limin gergeklestigi goriimistir (36).

Gibson ve Bailey (33), yaptiklan bir galismada, yemlerine 4 ppm
Okratoksin A katilan tavuklarda canb afirbik artisy ve yem etkinligi

kontrol grubuna gore daha digik cikmmistir.

1.7. Aflatoksin ve Okratoksinlerin

Doku ve Organlardaki Birikintileri

fzotop c14 guntamlarak hayvanlara aflatoksin verildiginde, bunun
%25-30 nun CO- ye cevrildigi, 825 nin idrar, 825 nin digkt ile atildi,

%6-9 nun da karaciderde bulundudu tespit edilmistir (5,49). isaretlenmis
(€% afatoksinie yapitan diger bir aragtirmada civciviere 14 gin sireyle
yerilen aflatoksinin, toksik bir etki yapmadidr gdriimis, yemle alinan
14 an 290.64 nin digkl ile atildiqi, organizmada tutulan miktann ise

Z11.4 nin kanda, Z12.58 nin kursakta, £31.66 mn giglste, R30.63 nin
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bacakta, £9.83 nin karaciderde, %49 nun da kalp kasinda biriktigi
belirlenmigtir {57). Piligler Gzerinde yapilan benzeri bir calismada da en
yioksek birikintinin safra, karaciger ve Ureme organlaninda oldugu
bildirilmigtir (73}. Kanathlarda yemierte alinan toksin diizeyinin yaklasik
0.5 i yumurtaya gecmektedir. Nitekim, 100-200 ppm arasinda Aflatoksin

By ile bulagik yem yiyen kanatilarin yumurtalanna 0.2-2.3 ppb aflatoksin

gecmektedir (49).

1.8. Yasal Dizenlemeler

Gerek  hayvanlardski, gerekse hayvansal drinierle  gectigi
insanlardaki Aflatoksin By'in yol acabileceqi akut, kronik ve karsinojenik
etki risklerini ortadan kaldirmak amaciyla, yem ve yem hammadelerinde

bulunabilecek maksimum mikotoksin dlzeyleri asadidaki tabloda

gasterilmistir (49).
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Tablo 4: Cesitli Glkelerdeki bazi yemlerde

bulunabilecek maksimum Aflatoksin By dizeyleri, ppb

Ulke Urdn Cegidi Aflatoksin By
Belgika Karma yemler 40
Kanada Yemler 100
Fransa Yemler 30-59

Sat yemleri 20
Hindistan Yer fistigt ekstreleri 120
israil Yermlar 20
italya Yer fistiklar 50
Palonya insan ve hayvan tiketimi igin

ithal Grinler 5
Amerika Yemler 20
Rusya Fistik ve yagh tohumlar

Tamllarda dahil diger Grunler 2,5
Almanya Sigir yemleri 50

Dana ve koyun yemleri 10

Kanatl yemleri 10

Avrupa Ekonomik Toplulujunca (89) benimsenen Aflatoksin By in

tolerans limitlerine gore; yem hammadeleri

200 ppb, s1q1r, koyun, kegi

besi yemleri 50 pphb, ergin kanatl karma yemleri 20 ppb, buzadi, civciy,

kuzu gibi geng hayvaenlar ile sat inedi verilen karma yemleri 10 ppb den

fazla aflatoksin igermemelidir.
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Ulkemizde ise (3), 1990 yihinda aflatoksin kontroluna iligkin
yayinlanan ydnetmelikte, Aflatoksin By, By, Gy, G, den olugan toplam

aflatoksinin dst symn dizeyi olarsk, karma yermler igin 50 ppb biciminde
kabul edilmistir.

Bazi Ulkelerde analizlenen yem ve besinlerde okratoksine raslanh
sikhiji ve okratoksin dizeyi ise ppb olarak soyledir: Amerika 42/1604, iz
diizey-16000, Kanada 28/132, 20-27000, Danimarka 23/83, 9-27390,
Fransa 14/538, 15-200, Yugoslavya 58/341, 45-51000 ve Polonhya 87150,
50-200 dir (92).
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2. MATERYAL VE METOT

2_1. Materyal

Aragtirmada materyal olarak yem fabrikalarindan, ¢iftliklerden ve
yemliklerden alinan toplam 101 adet yem hammaddesi ve karma yem
kullamimistir (Tablo 5). Bunlardan 45 i hammadde, 56 s1 ise karma

yemdir.

Tablo 5: Yemlerin tip ve kdkenleri (Adet)

Yemlerin tipleri Fabrika kokenli  isletme kdkenli

i)Yem Hammaddeleri
Misir

Bugday

Arpa

SFK

Balik unu

PTK

Et-Kemik unu

ii)Karma Yemler
Etlik civeiv yemi
Yumurta civciv yemi
Pili¢ buydtme yemi
Pili¢ geligtirme yemi
Etlik pilig yemi
Yumurta Tavugu [.Ddnem
Yumurta Tavudu i1.Ddnem

e v h =~ O (0
1

el T T S N R LN R
h N h 0N

Toplam o1 40

SFK : Soya fasulyesi kispesi
PTK : Pamuk tohumu kiispesi
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Ornekler fabrikalarda yigin ve torbalardan, cgiftliklerde ise yifin,
torba ve yemliklerden ahinmistir. Ornek almada klasik kaynaklardan
yararlamimigtir (4,61,71). Yem drnekleri laboratuvara ulagir ulagmaz

Tablo 6 : Yidin, torba ve yemliklerden atinan drneklerin sayisal dafilim

Yemlerin tipi Yidn % Torba % Yemik % Toplam

i} Yem Hammaddeleri

Misir 6 79 2 23 - - 8
Bugday 6 100 - - - - 6
Arpa 6 100 - - - - 6
SFK 2 2857 5 714z - - 7
Bahik unu AR & 100 - - &
PTK iy g 4 6666 - - i)
Et-Kemik unu S B 100 - - 6
ii)Karma Yemler

Etlik civciv yemi 1 12.5 3 3750 4 200 B
Yumurta civcivy yemi oy - 3 3750 5 6250 @
Fili¢ blyttme yemi 1 10 9 20.0 4 40.0 10
Pilig geligtirme yemi - - b 20.0 2 50.0 10
Etlik pilic yemi 3 4286 1 1428 3 4286 7
Yumurta yemi L.donem | 1666 2 3333 3 300 6
Yumurta yemi |l.ddnem | 1428 1 1428 5 7142 7
Toplam 29 2871 43 4257 29 2871 101

analiz edilmeye c¢ahigiimig, analiz edilemeyen odrnekler derin

dondurucuda saklanmsg, ardindan ilgili  parametreler yGndnden
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elverdigince mzla analizlenmisgtir.

Yigin, torba ve yemliklerden alinan drneklerin sayilan yukandaki

tabloda sunulmustur.

2.2. Metot
2.2.1. Yem Orneklerinin Hazirlanmasi

Yem drnekleri laboratuvar dedirmeninde Gjatildikten sonra analize

hazir hale getirilmistir (61,71).

2.2.2 HMikolejik Caligmalar

2.2 2.1. Stok Sispansiyonunun Hazirlanmasi

Analize hazirlanmis yem orneklerinden 20 g alinarak steril bir erlen
icerisine konulmus, 0zerine agafjida bilegimi verilen calkalama
soldsyonundan 180 mi ilave edilerek 20 dakika calkalanmig, biylece o1

lik soliisyon hazirtanmgtir (2,7).

Calkalama Solisyonu:

Tryptone : 1,6 g
Sodium Chloride o 85 g
Tween-80 : 2 damla

Distile su : 1000,0 mi
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2.2.2 2 Stok Yem Suspansiyonunun Sulandiriimas)

Stok yem sdspansiyonunundan | ml ahinarak dnceden otoklavda steril
edilmig ve icerisinde 9 ml c¢alkalama g¢dzeltisi bulunan tiplere
sirastyla | ml aktanlarak 17100, 171000, 1/10.000, 1/100.000 ik, yani
1072, 1073, 1074 ve 1073 ik dilisyonlar hazirlanmistir (2,7).

2.2.2 3. Ekimlerin Yapilmasi

Total sayimda kif mantan bakimindan zengin olan karma yemler
igin, 10‘3, 1074 ve 10’5, yoksul olan yem hammaddeleri igin ise 10*2,
1073, 1074 dildsyonlar elde edilmigtir. Hazirlanan bu dilGsyonlardan, her
ornek igin 2 paralel olmak Gzere, | ml alinarak steril petri kutulanna
konmustur. Uzerine, yaklagik 500C ye kadar sojutulmug ve igerisine Rose
Bengal konup <terilize edilen Malt Extrakt Agar besi yeri ilave edilmis,
dilisyon ile besi yerinin iyice homojenlesmesi igin petriler sekiz
cizdirilerek kanstinimigtir. Petrilerdeki besi yerinin katilagsmast igin
yaklagik bir seat beklendikten sonra, 270C lik rutubetli bir etivde 3-5
gunlik inkibasyona bwrakilrmstir. Bu sire sonunda petriler cikarilarak
koloni sayimlan yapimistir (2,7},

Galkalama c¢ozeltisi ve besi yeri 121 OC de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Besi yerine bakterilerin Gremesini dnlemek amaciyla
genis spektrumlu antibiyotiklerden klortetrasiklinden 40 mg/1t dizeyinde
ilave edilmigtir. Aynca baz1 mantarlarnn mzh dremelerini dnlemek amaci

ile Rose Bengal de eklenmistir (2,6,684).
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Malt Extract Agar Besi Yeri

Malt extract agar : 30,0 g
Peptone : 50 g
Agar : 150 g
Distile su : 1000,0 mi
pH : 5,4

2.2.2 4 Hesaplama

inkiibasyon sonunda etiivden gikanlan petrilerde Greyen koloniler
sayilarak her dildsyon igin ortalama degerler belirlenmisgtir. Koloni
sayiminda, 20-100 arasindaki koloni sayilam esas alwnarak bulunan
dederler, seyreltme faktdrinin ters logaritmas: ile garpilarak stok yem
siispansiyonundaki toplam mantar sayis1 bulunmustur.

Mantar  sayisimin  hesaplanmasinda  agaqidaki  formilden

yararlaniimigtir (2,9):

N : Orijinal gdzeltideki mikroorganizma sayisi
X : Ortalama mikroorganizma sayisi

D : DilGsyonun ters logaritmas
¥

- Petri kutulanna ekilen miktar
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2.2.2.5 Kiiflerin identifikasyonu .

identifikasyonda, kiaflerin morfolojik ve kiltdrel dzelliklerinden
yararlamimigtir. Morfolojik inceleme, giplak goz ve binokiler mikroskop
ile yapilmigtir. Mikroskopik preparatiarin hazirlanmasinda lam, lamel ve
Gzeden yararfamimistir,

Aspergillus ve Penicillium tdrleri igin Czapex Agar, Fusarium
tirleri igin Patates Dekstroz Agar (PDA), Rhizopus ve Mucorlar igin Malt
Ekstrakt aAgar qgibi selektif besi yelerinden yararlamimgtir. Kaf

mantariarnimn identifikasyonu Samson'a (72} gbre yapiimistir.

Czapex Agar Besi Yeri

Sodium nitrate : 20 g
Potassium chloride : 03 g
Magnesium glucerophosphate 03 g
Ferrous sulphate : 0,01 g
Potassium sulphate : 0,03 g
Sucrose : 300 g
Agar : 12,0 g
pH : f,3
Patates Dekstroz Agar

Patates ekstrakt : 40 g
Dekstroz : 20,0 g
Agar : 13,0 7
Distile su 10000 mi

DH : 5,5
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Total sayim igin ekim yapilan petrilerin farkhh kolonilerinden
spesifik agarlara 3 nokta ekim teknidi kullamlms ve 27°C de 5 gin
inkGbasyon uygulanmigtir. inkObasyon sonunda Laktofenol Anilin Blue
boyama teknidinden yarariamlarak, mikroskopik yapt ve koloni

morfolojisine gore edentifiye edilmistir (6).
2.2.2.6. Laktofenol Anilin Blue Boyama Teknigi

Boya Bilegimi

Fenol kristal : 200 g
Laktik asit ; 20,0 mi
Gliserin : 40,0 mi
Distile su : 20,0 mil

Pamuk mavisi
anilin Blue : 0,05 g

Fenol, distile su iginde hafifge 1sitilarak eritilmig, ardindan dider
maddeler kat1hp boya hazirlanmigtir. Lam Gzerine 1 damla alkol konduktan
sonra, 1-2 damla anilin blue damlatilmisg, daha sonra da kif kolonilerinin
birkag yerinden steril bir igne ile materyal alinarak bu solisyon Ozerine
konup, uzeri temiz bir lémel ile kapatilmigtir. Preparat dnce, 100-200,

sonra da 450-500 biyitme ile mikroskop altinda incelenmistir {(6).
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2.2.3 Toksin Analizleri

2.2.3.1 Aflatoksin Standardimin Hazirlanmasi-
I mg standart aflatoksin 100 ml metanolde ¢bzdimis, ¢dzeltinin
konsantrasyonu mg/ml olarak hesaplanmstir. Cdzeltinin absorbans

dlgiilerek molar absorbans agadidaki formille hazirtanmstir {4,29,684,65).

AMaA. 1000

AF
A : Olgllen absorbans deferi
MaA: Aflatoksinin molekdl ajirh@

AF: Aflatoksinin konsantrasyonu, mg/ml

a. Stok Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kristal haldeki standart aflatoksin uzerine, Konsantrasyonu
g-10m g/ml olacak sekilde, benzen-asetonitril (96+2) kansim ilave
edilmig ve kangstinimgtir. Ardindan 330-370 nm arasindaki dalga boylan
taranarak 350 nm civanndaki en yGksek absorbans veren daiga boyunda
¢dzeltinin absorbansy  dlgme konsantrasyonu agafidaki formille géire
hesaplanmistir (2,684).

AMA. 1000

Konsantrasyon (mg/ml} =

b

& : (lgllen absorbans dederi
Ma: Aflatoksinin molekidl airhf

Z : Molar absorbsiyon
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b. Aflatoksin Rezolisyon

Referans Standardinin Hazirlanmasi
Bu sdandart, Aflatoksin By, By, Gy, Gy nin tek tek hazirlandiklan
konsantrasyonlarda olacak sekilde (0.5, 0.1, 0.5, 0.1 mg/ml} kanstinhp

Benzen-Asetonitril (98+2) ile seyretilmesiyle elde ediimistir (2,64).

c. ince Tabaka Kromatografisi Afiatoksin
Standartlarinin Hazirlanmast ve Korunmas:

Aftlatoksin stok standart g¢dzeltisinin konsantrasyonu ve safhi

tespit edildikten sonra, her standartin bir kism uygulama igin By ve Gy

0.5 mg/mi, aflatoksin By ve 5o igin 0.1 mg/ml olacak sekilde seyreltilmis

ve 15140a karg: korunacak gekilde buzdolabina konmustur.

2.2.3.2. Okratoksin A Standartinin Hazirianmasi

Yukaridaki gibi, molar absorbsiyonu hesaplandiktan sonra, kristal
haldeki standartin konsantrasyonu 40 mg/ml olacak gekilde Benzen+Asetik
Asit (99+1) kangimda c¢dzilmis ve  kangtinimistir. 333 nm de
absorbans tespit edildikten sonra yukardaki formile gore konsantrasyonu
belirlenmig, bu solisyondan da 1-5 mg/ml arasinda farkli seyreltiler

uygulama standart: olarak hazirlanmsgtir (2).
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2 233 Aflatoksinler ve Okratoksin A

igin Ekstraksiyon ve Temizleme

Bu ydntemde hem aflatoksinlerin, hem de okratoksin & min birlikte
ayrilmast saglanmigtir. 25 g 6rnek tartilarak 250 mil lik erlenlere

konulmustur. Uzerine 100 ml Metanol/Su (85+15), 1 ml 1IN fosforik asit

(HzPO4) ilave edilip, erlenin afizlan iyice kapatildiktan sonra mekanik

carkaligicida 30 dakika calkalanmistir. Kangim sGzilup, filtrattan 50 ml
glgl silindirlerine alinmigtir. Alinan bu kisim da 250 ml lik ayirma
hunilerine aktanimig, (zerine 10 NaCl denh 50 ml konularak karstinims
ve 25 ml hekzan bu kamgim (zerine eklendikien sonra 1 dakika
calkalanmg, fazlar birbirinden tamamen ayrlana kadar bekletilmistir.
Ayrimadan sonra alt faz 250 mil lik ikinci bir ayirma hunisine aktarimig
ve dsteki hegzen fazi atilmistir. Ahinan bu kisim Gzerine 25 mi
diklorometan eklenerek bir dakika ¢alkalandiktan sonra fazlarin ayrilmasi
igin bekletilmigtir. Ayrnima igleminden sonra alt faz, icerisinde 5 g susuz
sodyum silfat bulunan filtre kafidindan evaporatdr balonlarina sizildp
kalan Ust faza tekrar 25 ml diklorometan ilave edilerek bir dakika
galkalanmig, ayrildiktan sonra yine filtre kagidindan evaporatdr balonuna
suziimistir. Diklurometan ekstrakty evaporatérde 450C de
buhartagtinimistir {58,85).

2.2.3.4. Aflatoksin ve Okratoksin A igin

Silika Jel Kolon Kromatografi

Kolonun dip kKisrmina biraz cam pamuk konularak iyice sikigtinldiktan
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sonra, dzerine siraswyla 0.5 g susuz sodyum sidlfat |, 0.5 g aktive edilmisg
silika jel 60 (0.0.63-0.200 mm partikil boyu) , 0.5 g susuz sodyum silfat
eklenip hepsi ayn ayn sikistinimigtir. Yakum pompas kullamlarak 3 mi
hekzan, 3 ml diklorometan ile kolon yikanmigtir {6 mi/dk). Bu arada, 6rnek
ekstraktr 3 ml diklorometan ile sulandinlmig, kolona konularak
sizdlmistir {3 mlfdk). Balon tekrar iki kez 1 ml diklorometan ile
galkanarak kolona eklendikien sonra sizilmistir. Daha sonra kolon,
sirast ile, 3 ml hekzan, 3 ml susuz dietileter ve 3 ml diklorometan ile
yrkanmis (vakumlu, 6 ml/dk), ardindan aflatoksinler icin {90+ 10) oraninda
hazirlanan kloroform+aseton kamsimindan 283 ml kolona konularak kolon
hemen viale shinmig ve stzdimesi icin bekletilmigtir. Shzinti azot gaz
altinda kurutulmustur. Okratoksin & icin ise, {(90+10) oraninda hazirlanan
toluen+asetik asit kangimndan diklorometan ile yikandiktan sonra ilave
edilip kolon viale alinmis ve 2x3 ml kanmgim sdzhlinceye kadar

bekletilmig ve sliziinti azot gaz altinda kurutulmusiur (56,85).

2.2.3.5. ince Tabaka Kromatografisi ile

Kalitatif Aflatoksin ve Okratoksin A Tayini

Bu amacgla hazir plakalar (Merck-5553}) kullamlimistir. Hazirlanan
ekstrakilar, 200 pl benzentasetonitril {98+2) kansiminda cdzildikten
sonra vial bir dakika ‘mangetik kanstincida kanstinimistir. Yialden,
drnek bagina iki adet olmak Gzere, Hamilton sinnga yardim ile 10 pl
pltakamn 8-10 cm yukamsindan, plakaya damlatiimistir. ¥ine, iki drnekten
birisinin fOzerine 5 pl rezoldsyon standardi damlatilimistir {internal
standardi}  Ornek ekstraktlart 1 cm arayla tathik edildikten sonra
resollsyon standardy 1, 3, 5, 7, 10 pl olarak plakaya tatbik edilip

kurutulmustur. Daha sonra plaka gelistirme islemine gegilmistir. Plaka
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once 1.tankta eterde 1.ydnde gelistirilmistir. Tanktan gikarnidiktan sonra
365 nm de uzun dalga UY 151k altinda incelenmis, beneklerin 2 cm altindan
igaretlenmigtir. Kirli lkisim igaretlenen yerden ¢izilerek kesilip
cikanlmistir. Daha sonra plaka kloroform+aseton+su (88+12+0,2) igeren
gelistirme tankina eterde geri ydriimenin ters istikametinde 2.ybnde
konularak yaklagik 40 dakika geligtirilmisgtir. Bu islemden sonra tanktan
¢ikarilan plaka kurutulmustur. Plaka yine 365 nm uzun dalga UY 151k

altinda incelenmistir. Ornek ekstraktlarina ait beneklerin Ry dederi ve

rengi kargilagtinlarak ekstrakilarda aflatoksininin  kalitatif tayini

yapilmigtir {(2,29,58,54).

k Yon
Kloroform

+
Azaton

+

2
(B88+12+0.2)

0 : Ornek ekstrakt
[ - Ornek ekstrakt + rezolisyon standard

5 : Resolisyon standard

Sekil 3. Aflatoksinlerin tatbik iglemi



Okratoksin & igin drnek ekstraktlan 200 pl benzen +asetonitril
{95+2) de c¢dzblip, 1 dakika manyetik kanstiricida kanstinimistin
Ardindan 10 pl ekstrakt Hamilton $iringa ile hazir plakalara iki drnek
olarak tatbik edilmistir. Orneklerden bir tanesinin dzerine 3 pul okratoksin
standard1 ilave edilerek internal standart elde edilmistir. Ornek
standartiar bu sekilde 1 cm arayla tatbik edildikten sonra, standart 1,23
ve 5 pl olarak aym hizada plakaya tatbik edilmig ve kurutulmugtur. Yine,
plaka l.ybnde susuz eterde grlistirildikten sonra 365 nm de UY 1g1kda
incelenmistir. Beneklerin yaklasik 2 cm altindan plaka isaretlenmis ve
kirli kisim igaretli yerden ¢izilerek kesilip ¢ikamlmistir. Daha sonra plaka
toluen+atil asetat+ formik asit (S+4+1) igeren geligtirme tankina eterde
geri yirGtmenin tersine 2.ydnde konularak gelistirilmis ve kurutulmugtur.

Kuruyan plaka 365 nm de uzun dalga UY lamba 15101 altinda incelenmigtir.
Ekstraktlara ait beneklerin Ry dederleri ve rengi karstlagtinlarak,

ekstartlarda okratoksin A igerigi incelenmistir (84,85).

Lo
Toduen
+
Etil asetat
+
S Formik asit
(———\| (5+d4 1)

2 ¢t _1 " '
e ettt e e >

L.Yan ' - Kesim
Eter s-10cm Lizgisi

U :Qmek ekstrakti
| : Ornek ekstrakty + Okratoksin A standards
5 : Okratoksin A standard:

Sekil 4: Okratoksin A min tatbik islemi



2.2.3.6. Dogrulama Testleri

a. Alfatoksinler

Aflatoksinlerin  dogrulanmasinda g farklh  ydntemden
yararlaniimstir (84,83).

1.Yontem: 365 nm uzun dalga UV sy altinda gdrilen mavi
floresans veren benek parlakhi, 254 nm kisa dalga UV 1s1k altinda
gdrilen benek partakhdindan daha fazla ise, drnekte aflatoksin olabilecedi
dugintlmagtir .

2 ¥ontem (S5alfirik Asit Testi): Kalitatif ince tabaka

kromatografisi plakasinda aflatoksin ihtimali olan benekler ve aflatoksin

standartlan Ozerine atomizorle ®25 1ik H5504 ince zerreler halinde

puskartilmistdr ve kuruyana kadar bekletilmistir. UY 151k altinda
365 nm'de mavi floresans veren beneklerin parlak sarya donlsmesi,
drnekte aflatoksin varliim gdstermigtir,

3.Yontem { Triflor Asetik Asit Testi): (TFA) ten yararlanilarak
yapilan bu dogrulama testinde drnek ekstrakti ve aflatoksin standard:
plakaya simetrik olarak 5-10 cm yukandan tatbik edilmistir. Bir tarafin
Gzeri kagitla kapatilarak, diger taraftaki ‘beneklerin dzerine TFA
damlatildiktan sonra plakanmin kurumasi sadlanmigtir. Ardindan plaka tek
boyutta 1. ydnde eterde, 2.ydnde kloroform + aseton + su (8§8+12+0.2)
igeren tankta gegirilmistir. Tanktan gikamlan plaka kurutuldukian sonra
365 nm de uzun dalga UV 1g1k altinda incelenmistir. TFA uygulanmayan
kisimda reaksiyona girmemig aflatoksinler plakamn Gst kismina yakin bir

yere Kkadar ilerlemigken, TFA uygulanan kisimda reaksiyona giren

aflatoksin By ve Gy in tdrevieri olan aflatoksin Bog ve Gp,, aflatoksin By

ve Gy in 144 ine yakin bir Rf dederinde gdrdimistir. TFA uygulamasi
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sonucu Aflatoksin By ve Gy'in tdrevleri olan Bpg ve Gyy nin varhi
drnekte Aflatoksin By ve G varhdimin kamti olarak kabul edilmigtir.

TFA uygulama sekli agafida verilmigtir.

I. Boyut

|. Boyut
Eter

Eter

| i |

L v !

] 5 0+TFA
Il Boyut ———» «——— |l. Boyut
Kloroform+Aseton (9+1) Kloroform+Aseton (9+1)

0 : Ornek ekstrakt
S : Aflatoksin standard

Sekil 5: TFA testinde drnek ekstraktinin tatbik

sekli ve iki boyutlu gelistirme iglemi
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b. Okratoksin A

Ornek ekstraktlarnin plakaya tatbik sekli ve gelistirme iglemleri

yapiidiktan sonra genig bir cam Kap igine NHz konarak, plaka ters gevrilip,
NH=z buhannda 10 dakika bekletilmigtir. Ardindan plaka NHz buharnndan

alinarak 5 dakika karanhkta bekletilmis ve uzun dalge UV g1k altinds
365 nm de incelenmistir. Once parlak yesil floresans veren Okratoksin A

beneklerinin NHz buharnna tutulduktan sonra parlak mavi florens veren

renge dinlisgmesi, drneklerde Okratoksin A min varhdim dodrulamaktadir
(64).

2.2.3.7. Aflatoksin ve Okratoksin A Miktarlammin Tayini

Orneklerde miktar tayini Perkin-Elmer MPF-43 A Fluorescence

Spectrophotometer (densitometre) kullamlarak yapilmstir.

a. Aflatoksinler

Ekstraktlardan aflatoksin varhidr igin yapilan tatbik islemi tekrar
yapildiktan sonra, rezolUsyon standart 1,3,5,10,20 pl olarak plakaya
tatbik edilmistir. ince tabaka igleminden sonra plaklar 365 nm de uzun
dalga UY lamba 151t altinda ¥, y konumlam cetvelle belirlenmistir.
Densitometrenin floresans spektromu, exitation: 365 nm, emission: 420
nm ye ayarlanmstir.

Konumlar {x ve y) belirlenen standarda ait beneklerin koordinatlan
densitometre ayarlanarak, yazicidan pikleri elde edilmistir. Aym iglemler
grnekler i¢in de yapilarak yazicidan yine pikler elde edilmigtir. Her

drnekteki aflatoksin miktar asagidaki formille hesaplanmistir (29,85).
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BSYV.
Aflatoksin, pgfkg (pph)=
ZEM

: Ornekteki aflatoksin benegine ait pik alam, cm?

: Tatbik edilen standardin hacmi, pl

: Tatbik edilen standardin konsantrasyonu, pg/mi

: Ornek ekstraktimn son seyreltildidi hacim, mi

: Standart aflatoksinlerin pik alanlarimn ortalamas:, em?

: Tatbik edilen rmegin hacmi, ul

= M N o« =< @

: Vialdeki ekstrakt esdeder olan drnek miktar, g.

b. Okratoksin A

Toksin igeren drnek ekstraktlam plakaya 10 pl, standartlar ise
1,2,3,5 ve 10 pl olarak tatbik edilmistir. ince tabaka kromatografi iglemi
daha Once anlatildifn (2.2.44) sekilde yapilmigtir. Ince tabaka
kromatografi igleminden sonra plakalar kurutulmug ardindan beneklerin
365 nm de uzun dalga UY g1k altinda ¥, y konumlan bir cetvelle
belirlenmistir. Densitometrenin floresans spektrumu, exitation 325 nm,
emission 457 nm ye ayarlanrmstir. Once x, y konumlan belirlenen
standarda ait beneklerin koordinatian densitometrede ayarlanarak, pikler
elde edilmigtir. Daha sonra drnek ekstratindaki Okratoksin A ya ait %, y
koordinatlar swrasiyla densitometrede ayarlanarak pikleri eide edilmistir.
Ornekteki Okratoksin & miktari, satandard pik boylan ile drnekteki toksin
pik boylan kargilagtinlarak, drnek miktar ve seyreltiler dikkate alinarak

orant yotuyla heplanmigtir.
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2238 Yontemin Geri Alma Dizeylerinin Belirlenmesi

Geri alma caligmast aflatoksin By, By,G,65 ve Okratoksin & igin

sirasiyla, 0; 5; 10; 20 ppb geri alinacak sekilde, yem drnedine ilave

edilip, iki paralel olarak analiz yapilrmgtir.
2239 |statistiksel Analizler
Grup ortalamalarm arasindaki kargilagtirmalar t testi , yemlerin

depolanma slresi ve ham su diizeyleri arasindaki bajinti korrelasyon testi

ile kontrol edilmistir {79).
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3. BULGULAR

3.1. Orneklerde Ham Su Dazeyleri

Alinan 101 adet yem drneklerinde ham su dizeyleri tespit edilmis
olup, elde edilen dederier Tablo 7 de sunulmugtur. Tablodan da gbrileceqi
zere, hammaddeler ve karma yem 1 testiyle karsitagtinidijinda, gruplar
ham su deQerleri arasindaki fark istatistiki olarak Gnemli gikemstir
(P<0.05). Ham su dizeyi ortalama olarak yem hammaddeleri igin £9.64,

karma yemler icin de £12.71 kadar bulunmugtur.

Tablo 7 : Yem hammaddeleri ve karma yemlerdeki ham su duzeyleri, &

Yemlerin ‘ Ham su duzeyi Ornek
tipi ¥t o¥ sayist

i) Yem Hammaddeleri

Misir 12.06+1.68 g
Bugday §.95:1.574 6
Arpa 8.95+1.66 6
SFK 10.31£1.36 7
Balik unu 10.52+1.22 6
PTK 0.69+2.47 6
Et-Kemik unu 8.80+1.659 =
Ortalama 054+1.242 -
ii)Karma Yemler

Etlik civciv yemi 12.50+£3.183 g
Yumurta civciv yemi 11.73+2.808 g
Pilig bayitme yemi 12.36+1.864 10
Pilig gelistirme yemi 13.49+4.05 10
Etlik pilig yemi 13.5922.527 7
Yumurta yermi |.donem 12.82+1.47 6
Yumurta yemi [{.donem 12.46+2.18 7
Ortalama 12.7120.635 -

t 6.668%

¥ :P¢0.05
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3.2. Orneklerde Toplam Kif Mantari Sayisi

Fabrika ve igletmelerden alinan yemlerin gram drnek basina digen
toplam kaf mantarn sayilan agadidaki tabloda gdsterilmigtir.

Tablo 8: Grnek alma yeri bakimindan kiif mantar sauilan, adet/q

Yemlerin Fabrika yemleri isletme yemleri
tipi Omek  Kof mantan Ornek Kofmantan  Toplam
saysi sayst sayst Say1st $aY1

i)¥em Hammaddeleri

Misir 5  23x104 - - g
Bugday 65  03x104 - - &
Arpa 6 0.1x10 4 = = 6
SFK 7 t3xi04 - - 7
Balik unu 6 2.2x10 4 - - 6
PTK 65  4xio4 - - 6
Et-Kemik unu 6  7xi04 - - 6
Ortalama 1.0x104 - - -
ii)Karma Yemler

Etlik civciv yemi 3 18x104 5 49x 104 8
Yumurta civciv yemi 2 1.2x10 4 6 3.2x104 8
Pilig blyitme yemi 2 23x104 8 soxig4 10
Pilig gelistirme yemi 4 3.0x104 6 73x104 10
Etlik pilic yemi 2 3axipd 5 gsxigd 7
Yumurta yemi Ldonem 2 25x10% 4 s4x104 6
Yumurta yemi 1.donem 1 2.1x10 4 o 4.2x10 4 7

Ortalama 23x1049 - 5.6%104
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Tablodan da izlenacedi (zere, her bir gram drnek basina kif mantan

sayrlar ortalama olarak, yem hammadeleri igin 1.0¥ 104, karma yemler

icin 3.9x104 olarak bulunmustur. Fabrika yemlerinde gram drnekte Kaf
mantar sayis1 ortalama 2.2% 102, igletme yemlerinde ise 5.6x10% olarak
tespit edilmigtir. Karma yemlerde en yaksek kif mantam sayisi, her gram
arnek icin etlik pilic yemlerinden a5x%104 dizeyinde bulunmustur. En az
kif sayisina ise hammaddelerden arpada ortalama O.ixtcﬁ, fabrika
gemlerinden yumurta civciv yeminde ortalama 1.2x1 04, isletme
yemlerinden, yumurta civeiy yeminde ortalama 328104 adet/q diizeyinde
rastlamimigtir.

Yemlerdeki mantar sayis) ile ham su diizeyi arasindaki baginti

{R=0.63) agaidaki grafikte gisterilmektedir.

fa#5
4
Sed5 ] 3
a N y= - 1.186¢45 + 1.563¢44x R =053
3
o
a 2e45 a U L
d 4
@ a .- -
g @a "
__,-“'-. g
2 1e45 g -
# ‘ ;
- | g f
Geth T 1
15 20

Sekil &:0rneklerdeki ham su diizeyi ile kif mantar sayis

arasindaki bagint
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Yigin, torba ve yemiiklerdan alinan drneklerde KUf mantan saytlan
Tablo'd da gdsterilmistir. Tablodan da gdrildidd gibi torba, yigin ve
yemlik drneklerine iligkin ortalama kaf mantan sagilan swrasiyla,

15104, 3.0x104 ve 4.2x10% adet/g biciminde bulunmustur.

Tablo 9: Yifin, torba ve yemliklerden alinan

drneklerde kiif mantan sayilan, adet/g

Ornek sayis Kif mantart sayisi
Yidin 29 3.0% 104
Torba 43 1.5x10 4
Yemlik 29 42x104

Yemlerdeki kif mantar sayisi ile depolanma siresi arasindaki

bagint1 (R=0.79) agadidaki grafikte sunulmustur.
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Sekil 7: Depolama siresi ile kif mantan arasindaki badint

Yem tiplerine gdre kd4f mantam sayillann da Table 10 da
giosterilmigtir. Tabloda gdrilecedi (zere, giram yemde 1.0x10° den fazla

kaf mantan sayisina sadece iki etlik pili¢c drnedinde rastlamimistir.
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3.3. Kaf Mantan Tarleri

Yem drneklerinden identifiye edilen kif mantarian agafidaki tabloda
verilmistir

Tablo 11 : Yemlerden identifiye edilen kif mantarian

Kif mantarian Omnek sayisy  Pozitif 6rnek sayis 4
A. candidus 101 14 13.86
A. glaucus 101 13 12.87
A. flavus 101 25 2475
A. fumigatus 101 14 8.91
&. niger 101 9 891
A.ochraceus 101 g 792
A, parasiticus 101 9 13.86
A. terreus 101 3 4935
Aversicolor 101 3 7.92
Penicillium spp. 101 21 20.79
Fusarium spp. 101 35 3463
Rhizopus spp. 101 34 33.66
Mucor spp. 101 32 3168

Tabloda goraldigd gibi, toplam yemlerde  Acandidus ve A.
parasiticus X13.86, Aglaucus %1287, Aflavus Z2473, Aniger, A
fumigatus 26.91, Aochraceus ve Aversicolor 792 A. terreus 493,
Penicillium spp. £20.79, Fusarium spp. ®34.65, Rhizopus spp. £33.66,

Mucor spp. £31.68 oraminda bulunmustur.
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Yiqin, torba ve yemliklerden alinan drneklerde identifiye edilen

kifler agadidaki tabloda gdsterilmigtir.

Tablo 12: %idin, torba ve yemlilderden alinan drneklerde identifiye edilen kOf mantarlan

Ormek Pozitif %  Omek Pozitif % Ornek  Pozitif %

Kaf sayist sayst saylst
Mantarian Cfigm) (Torba) (Yemiik)
A. candidus 29 1 345 43 Q 2093 29 4 13.79
A. glaucus 29 4 1379 43 & 1395 29 10.34
4. flavus 29 7 2414 43 § 1660 29 10 3448
A fumigatus 29 5 3103 43 6 1395 29 3 10.34
A. niger 29 3 1034 43 2 465 29 4 13.79
Aochraceus 29 2 690 43 1 233 29 5 17.24
&. parasiticus 29 2 690 43 4 930 29 3 10.34
& terreus 29 1 345 43 3 656 29 1 3.45
Aversicolor 29 4 1379 43 2 465 29 2 650
Penicillium spp.29 g8 2738 43 4 2083 28 4 13.79

Fusarium spp. 29 12 4137 43 11 2558 29 12 4134
Rhizopus spp. 29 11 3793 43 10 2325 29 13 4483
Mucaor spp. 29 9 3103 43 15 3485 29 8 2758

Tablodan da girilecedi Uzere yifinlardan ahinan drnekierde en ¢ok
Fusarium tarlerine (%41.37), torbalardan ahinan orneklerde de Mucor
tarterine (£34.68) ve yemliklerden alinan drneklerde ise Rhizopus tirlerine
(844.83) olarak rastlamimigtir.
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Yem hammaddelerinden identifiye edilen kifler Tablo 13'de
gisterilmistir. Tabloda da gdrildigd gibi, yem hammaddelerinden misirda
en cok rastalanan kiif mantam %75 lik bir oranla Fusarium, arpada £33.3 ile
Mucor spp., bujdayda %3333 ile Fusarium ve Rhizopus tdrleri, SFK'da
%28,57 ile Afumigatus, Rhizopus ve Mucor spp., balik ununda E33.33 ile
Fusarium spp., PTK'da 1666 ile Aglaucus, Awochraceus, Fusariurm spp,
Rhizopus ve Mucor spp. ve et-kemik ununda ise Z16.66 ile A.flavus,
& parasiticus, Aversicolor, Fusarium spp. Mucor spp. olmustur.

Karma yemlerde identifiye edilen kilfter Tablo 14 de gdsterilmistir.
Tabloda da gbrildagd gibi, etlik civeiv yeminde en cok 830.0 1ik bir oranla
Rhizopus, yumurta civciv yeminde £37.50 1lik bir oranla A.flavus,
Penicuilum, Rhizopus ve Mucor spp., pilic biydtme yeminde ise F40 lik
oranla Rhizopus, pilic gelistirme yeminde %50.0 lik bir oranla Penicillium
spp., etlik pilic yeminde ise £57.14 1dk bir oranla Fusarium spp., yumurta

yemi lLdinemde £66.66 Aflayus, tl.donemde %57.14 lik bir oranla A.flavus

ve Mucor spp'ye rastlamimistir.
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3.4 Aflatoksin ve Dkratoksin A Analizierinin Sonuglian

3.4.1. Kullamlan Yontemin Geri Alma Oranlan

Geri alma caligmasinda aflatoksin ve Dkratoksin A bulunmayan ve g
paralel (P) (zerinden incelenen karma yem drneklerine iligkin, geri alma
granlart agafidaki tablolarda gdsterilmigtir {Tablo 15, 16). Geri alma
pranlan aflatoksinler icin ortalama (Ort.) $82.8, Okratoksin A igin ise 84

olarak bulunmustur.

Tablo 15: Aflatoksinlerin geri alma oranlan,®

Katilan standart Geri alinan Geri alma
miktan, ppb - miktar, ppb oram
{P 2P 3P tP 2P 3P Ort. 1P 2P 3P Ort.

5 3 3 38 45 43 42 76 90 86 g4
10 10 10 85 B3 80 82 g5 83 80 g2
20 20 20 175 160 162 165 875 80 61 8§25

Genel ortalama 628




Y

Tablo 16: Okratoksin A mn  geri alma orantan, &

Katilan standart Geri alinan Geri alma
miktan, ppb miktar, ppb orant
tP 2P 3P P 2P 3P Ort. 1P 2P 3P ort.

3 3 3 36 40 40 38 i2 80 80 76
10 10 10 81 92 85 86 gt 92 85 86
135 15 15 138 133 135 135 92 85866 90 ag

Genel ortalama g4

342 Aflatoksin ve Okriatoksin A Dizeyleri

Yem oOrneklerinde Aflatoksin ve Okratoksin A dizeyleri agafidaki

tabloda verilmistir. .
Tablo 17 :Yemlerdeki aflatoksin ve Okratoksin A kontaminasyonu

Toksin Toplatn 6rnek  Poazitif drnek _
3V, 0 sayisl % X
Aflatoksin By 101 22 21.78 2314
Aflatoksin By 101 2 1.98 iz
Aflatoksin Gy 101 1 0.99 iz
Aflatoksin Gy 101 - - -

Okratoksin A 101 6 5.94 1.9




a3

o ¥ e

Tabloda gdraidiaga gibi, ortalama olarak 22 yem Grneginde ortalama

3314 ppb Aflatoksin By , 2 yemde iz miktarda Aflatoksin By bir drnekte
iz miktarda Aflatoksin Gy , 6 drnekte de 1.9 ppb Okratoksin & bulunmus,

Aflatoksin Gp'e ise hig bir Ornekte rastlanilmamigtir.  Aflatoksin ve

okratoksin igeren bazi drneklere ait Kkromatogramlar  Sekil § de

gasterilmigtir.

. UPE ' v S . 4 3 B S
— " dere e e PR S i JRo—— RS SRS RS S -
JEUNI JEs] B _-#w,,ﬂ,g« [ g i,.. - - . TT e o i
DR N SUNE S SR A [N S N - e I
AT S S R AU A i RN G : S Ai\. o
[ R SR S S S : A
T SN R o AU Ot S SV A R S S AN ST S
| R T
| - . . - . k -k i R
R 2 Lo ! § ; i
o e 2 e ot b ; : e ] e SN GRS SN SRR O S -
; I T i T
- T i
— e : 3 NE S =
L AR S Sy L = L A

Sekil 8: Toksin iceren Grneklerin ince tabaka kromatogram
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TLLC piakalarina tatbik edilen ekstraktlanin UY lambasinda gdriniimi

agadidaki fotografta goriimektedir

nmn & 10 @ 11388

Resim 1: Ekstraktlann UY lambada gdriinimi
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Yiqin, torba ve yemliklerden alinan yem oOrneklerine iligkin

Aflatoksin ve Okratoksin A deferleri Tablo 18'de sunulmustur.

Tablo 18: Y1§in, torba ve yemliklerden alinan
drneklerde aflatoksin ve okratoksin kontaminasyonu

Ornek
sagist,n  Yigin Torba Yemlik
hoelenen Grnek 101 29 43 29
: 4 28.71 4257 28.71
Afiatoksin pozitif san 22 3 g 10
% 1363 40.90 45.45
Ckratoksin pozitif B - 4 2

£
LA

% a 66.66 33.3
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Yem tiplerine gdre aflatoksin ve Okratoksin A&  kantaminasyonu Tablo

19'da gisterilmistir.

Tablo 19 :Yem tiplerine gore Aflatoksin ve Dkratoksin kontaminasyonu

Yemin Ornek ¥ Aflatoksin & Okratoksin &

tipi Saiisi pozitif pozitif

i)YYem Hammaddeleri

Misir B 7.92 2 25 - -
Bugday 6 5.94 - - - ~
Arpa 6 5.94 - = F -
SFK 7 6.93 - r - -
Balik unu & 2.94 = - - -
PTK 6 584 & ~ - -
Et kemik unu B 2.94 - . - -
ii) Karma yemler

Etlik civciv yemi a 792 i 123 2 25
Yumurta civciv yemi 8 7.92 1 125 - -
Pilig buydtme yemi {0 990 4 40 1 10
Pili¢ gelisgtirme yemi {0 9.90 6 B0 - -
Etlik pilig yemi 7 6.93 4 57.14 - -
Yumurta yemi [.don. 6 5.94 1 16.66 3 a0
Yumurta yemi Hl.don. 7 6.93 3 42.85 - -
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Tabloda izlenecedi izere, etlik civciv yeminde 1 drnekte aflatoksin,
2 drnekie Dkratoksin &, yumurta civciv yemlerinde 1 Grnekie aflatoksin,
pili¢ bayidtme yemlerinde 4 drnekte aflatoksin, 1 drnekie Okratoksin A,
pilic geligtirme yemlerinde 6 drnekte aflatoksin, etlik pilic yemlerinde 4
ornekte aflatoksin, yumurta L.ddnem yemlerinde 1 drnekte aflatoksin ve 3
drnekte Okratoksin A, {l.ddnem yemlerinde 3 drnekte aflatoksin, miswr
drneklerinde 2 drnekte aflatoksin bulunmustur.

Yemlerde tespit edilen aflatoksin miktarlan asafidaki tabloda

gosterilmigtir.

Tablo 20: Yem drneklerinde aflatoksin ve Dkratoksin A& mikiarlan, ppb

Yem tipi Ornek sayist  Aflatoksin Ormek sayist  Ohratoksin &

i)Yem Hammaddeleri

Msir Z 0.8,1 - -
m o o - -
SFK - - - -
Balik uru - - - -
PTK - - - -
Et-Kemik Urui - - - -
ii)Karma Yemier

Ethk civeiv yemi 1 11 2 1,11
Yumurta civoiv yemi 1 1.2 - -

Hifig bayQtme yemi 4 48312145 1 06
Rilic geligtirme yemi 6 1343666412 - -
Etfik pilic yemi 4 0522598 - -
Yumurta tawidu ldorem ] 2.2 3 06,0873
Yumurta tavudu Lddnem 3 06183 - -
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Fabrika ve igletmelerden alinan yemlerin aflatoksin ve okratoksin
bakimindan kontaminasyonu agadidaki tabloda (Tablo 21} gosterilmistir.
Tablodan da izienecedi dzere, fabrika yemlerinin 6'sinda (%89.83),

igletme yemlerinin 16'sinda (240} Aflatoksin B ¢, 2'sinde iz dizeyde (%5)
Aflatoksin Bo, l'inde iz dizeyinde (£2.5) Aflatoksin Gy, 6'sinda ise

(€15} Okratoksin A bulunmustur.

Tablo 21 : Ornek alma yeri bakimindan
aflatoksin ve Okratoksin & kontaminasyonu

Toksin Fabrika yemi isletme yemi Toplam
Ornek Sayst Pozitif %  Ornek says Pozitif % sayin

Aflataksin B 61 & 983 40 16 40 101
Aflatoksin Bg 61 = - 40 H ] 101
AflatoksinGy 61 Y 4 40 1 25 101
Aflatoksin Gy a1 e = 40 - - 101
Okratoksin A b1 - - 40 6 13 101

Depolanma  slresi agisindan yem drneklerindeki aflatoksin ve
Okratoksin A dizeyleri Teblo 22'de gdsterilmigtir. Tabloda gdrilecegi
Gzere, farkh ginlerde depolanan yemler ile aflatoksin ve okratoksin
dizeyleri arasindaki iligki 7 gunden az depolanan yemlerde aflatoksin
miktan 1.114 ppb, okratoksin & 0.60 ppb, 8-15 gin arasinda depolanan
yemlerde aflatoksin 4.285 ppb, okratoksin A 0.967 ppb, 16 ginden fazla
depolanan yemlerde aflatoksin miktan 10.263 ppb, okratoksin A miktar

7.3 ppb olarak bulunmustur.
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Tablo 22 : Depolanma sirelerine gore aflatoksin

ve Okratoksin A dizeyleri, ppb

Depolanma slresi,gin Aflatoksin Okratoksin A
<7 1.114 0.60

8-15 4,285 0.967

»16 10.263 7.3

Depolanma silresi ve aflatoksin dizeyi arasindaki bagint1 agadidaki

sekilde gorilmektedir.

20_

yv= - 12769 +0.4962x R=0.88

o
n
!
1

Aflaroksin DUZeyl,ppd
[y
)
1
K
]

5 a8
B
vd o
g T T 7T T
1] 5 in 15 20 25 11}
Depslanms siresi, gin

Sekil 9: Depolanma sdresi ve aflatoksin diizeyi bagintisi
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Yemierdeki ham su diizeylerine gore aflatoksin ve Okratoksin &
diizeyleri Tablo 23 ve Gekil 10" da verilmigtir. Ham su dilzeyi & 9'dan digik
olan yemierde aflatoksin ve Okratoksin & ya rastlamimazken, 89-13
arasinda olan yemlerde aflatoksin dizeyi 2.067 ppb, Okratoksin A dizeyi
0.620 ppb, #13'den yukan olan yemlerde ise aflatoksin miktan 9.01 ppb,

Okratoksin & miktarn ise 7.3 ppb olarak bulunmustur.

Tablo 23 : Yemlerdeki ham su dizeylerine gore

aflatoksin ve Okratoksin A dizeyleri, ppb

Ham su, 8 Aflatoksin Okratoksin A
<9 - -

9-13 2067 0.820
13 9.01 7.30
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Sekil 10: Ham su ve aflatoksin dizeyleri arasindaki badinty
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A. TARTISMA VE SONUG

Son yillarda kanathlarda ciddi problemler olusturan kaf
mantariarinin salgladiiy toksinlerin, Elazij bdlgesi kanathh ve yem
hammaddeleri ve karma yemlerinde tespiti amaciyla yapilan bu ¢alismada

toplam 101 adet yem drnedi kullamimgtir.
4.1. Kaf Mantan Sayilar ve identifikasyonu

Yem drneklerine iliskin ham su dizeyi ortalama olarak, yem
hammaddelerinde & 984, karma yemlerde ise & 1271 bulunmustur
{Tablo 7). Yem hammaddeleri ve karma yem ham su dizeyleri arasinda
dnemli farklihk gbze carpmistir (p<0.05). Bu sonug, karma yemlerin
yapisina giren yap1 taglarn, dodal batinidkieri bozuldudu igin, gevreden
daha kolay su gekmelerine baglanabilir. Tablodan da gorildigd gibi, en
yaksek ham su dizeyi & 12.08 ik oranla yem hammaddelerinden misirda,
13.59 luk oranla karma yemlerde etlik pilig yeminde bulunmustur. Misirda
ham su dizeyinin diger ham maddelere gére yiksek ¢ikmasi, misimin ara
riun olarak elde edilmesi sonucu hasadin erken yapiimas) ve Koganlarin bir
anda olgunlagmasina baglanabilir. Nitekim, benzeri bir yaklagimia yapilan
bir calismada da (70) misinn ham su dizeyi %105-133 arasinda
bulunmugtur. Karma gémlerden etlik pilic yeminde ham suyun yiksek
olmasi da bilesiminde bulunan siv1 yag ve melastan ileri gelebilir.

Kif mantan sayilan agisindan yem hammaddeleri ile karma yemler
arasinda bir kargilastirma yapildiinda (Tablo 8), ortalama olarak
sirasiyla, 1.02104 ve 2.3 x104 adet/q bigiminde oldugu gbrilmektedir Bu
da, karma yemlerin bltdnldgindn bozulmast sonucu mikroorganizmalarin

yemlerdeki besin maddelerinden daha iyi yarariamimasindan veya siz
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konusy yemlerdeki ham su dizeyi ve depolanma slrelerinin  uygun
clmayisindan kaynaklanabilir. NMitekim, kaf mantan sayisi ile yemlerdeki
ham su diizeyi arasinda pozitif bir korrelasyon {r= 0.79) bulunmustur
(Sekil 6).

Kif mantan saygilarina drnek alma yeri agisindan yaklagildiqinda,
fabrikadan alinan hammaddeler ile karma yemier ve igletme karma
yemlerine iligkin ortalama kaf saytlanmn swrasiyla, 1.0 X1 o4 23 x104
ve 5.6 x10% adet/g oldugu géze carpmakiadir. Yemn hammaddelerinin kif
sayplan 0.1 %104 (arpa) ile 7.0 x104 adet/g (et-kemik unu) arasinda,
fabrikadan alinan karma yemlerdeki kif saglarm 1.2 104 {yumurta civciy
yemi) ile 3.1 x10% adet/g {(etlik pilic yemi) arasinda, isletmeden alinan
karma yemlerdeki kaf mantan sagilan da 3.2 x10% (yumurta civciv yemi)
ile 95 %104 adet/g (etlik pilig yemi) arasinda dedismistir {Tablo 8).
Arpada kiif mantan sayisinin digik olmasi, arpamn mekanik zedelenmelere
kargy diger hammaddelere gire dayamkh olmasina, karma yemlerden de
etlik pili¢c yeminde yiiksek dzeyde kuf ssyisimin bulunmast igletmelerdeki
depolanma kosullarina badlanabilir. Bu arada benzeri yaklasimlarla yapilan
baz1 arastirmalarda (24,70}, yem hammaddelerinde kif saylan 0.9 w109
ile 23 xi109 adet/g arasinda tespit edilmigtir. Karma gemlerdeki kaf
mantart sayilan da yumurta civciv yemleri ¢in 2.46 %104 adet/q, etlik
civciv yemi igin 0.79 2104 adet/g, etlik pilig yemi igin 0.04 w104 adet/q,
yumurta tavugu yemi icin de 2.6 x104 adet/q olarak bulunmustur. Bu
sonuglarin farkhiligr bélgenin ikliminden, drneklerin alindigt mevsimden ve
yemleme hijyeninden kaynaklanabilir. VYine, Jones (45), karma yemierde
yaptidn caligmada, canh afirhk artis1, yemden yararianma gibi faktdrler
agisindan iyi, orta ve kotd performans gdsteren piliglerin yemlerinde
ortalama kif sapsim, swaswgla, 7.92102, 3.46x104, 436x10% adet/q

plarak tespit etmistir . Arastirmacy, performanst disik drefime sahip olan
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piliglerin yemlierinde cok sayida kG tespit ederken, en az kif sayisin ise
iyi performans gisteren piliclerin yemlerinde eide etmistir. Bu dederler,
genelde, ortalama dederierimiz ile uygunluk gdstermektedir. Ancak,
igletmelerden aldijimiz yemlerdeki kif mantan sawglan bu degerierden
daha yiksek gikmmstir. Cinkd, tsvuk yemlerinde genellikie hijyen, torbalar
acildiktan sonra isletmeye badh olarak bozulmaktadir. Bu da depolama
sartlar, sicaklik, nisbi nem gibi cevresel fakidriere badlanabilir. Canki,
kiflerin geligmesi icin ortalama siwcakhk 270C ve nisbi nem de 60
dolayindadir.

Kif mantar sayilan torba, yigin ve yemlik drneklerinde ortalama
olarak swrasiyla, 1.5 x10% adet/qg,3 x10% adet/g ve 4.2 x10% adet/q alarak
bulunmugtur (Tablo 9). Yemliklerdeki kif sayisimin yiksek olmasi, artan
yemlerin gesitli nedenterle (suluk ile yakinhik, hayvanin adzindan
kaynaklanan tdkrik vs.) alinmamasi, hayvan ekskrementlerinin yamlerie
karismasi, yerliklerin 1slanmast gibi yemleme tekniklerine bajh olarak
ortaya cikabilir.

Yemlerin depolanma sidresi ile kif sayis1 arasinda sk bir baginty
(R=0.79} bulunmustur {Sekil 7). Bu bulgu, yemlerin depolanma sirelerinin
artmasina paralel olarak kif sayisimin arttiqim bildiren pek cok arastirma
sonuglar hatta klasik beklentiler ile uyum igerisindedir (20,37, 45,64). Bu
da, gida maddelerinde oldugu gibi, yemlerin de saklanma yerleri ve
sdrelerin belirtilmesini bir bakima zoruniu kilmaktadir,

Yem  tiplerine gire {etlik, yumurtacy) mantar sagilan
karsilastiridiginda, kaf sagtlarimn 1-5 2104 arasinda goguniastigy, 10
#1004 den yiksek kaf sayisina  birkag drnekte (etlik pilig yemi)
rastlamididr gdrilmektedir {Tablo10) Karma yemlerde bazi dederlerin

dlkemiz igin verilen swir degerierin (2} Gstinde olmasy, kiiflerin toksin

salqilayarak hayvanlarda meydana getirecedi etkileri gbz dnine ahimrsa,
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hig de sevindirici degildir.

Kaf mantarlarimn identifikasyonunda, Fusariumlara % 3465, A
candidus ve A. parasiticusa ® 1386, A glaucusa & 1287, A flavusa &
2475, A niger ve A. fumigatusa & 8.9, & ochraceus ve & versicolora 7.92,
&. terreusa & 495, Penicilliumlara %2079, Rhizopuslara & 3366 ve
Mucorlara da % 31.68 oramnda rastlamimistir {Tablo 11} GoridldGga gibi,
yem drneklerinde Aspergillus tirierine cok rastlamimistir. Benzer bir
yaklagimla Hastiona (41}, tarafindan 30 pilic yemi 0Ozerinde yapilan
aragtirmada, yemlerde Afumigatus, Aflavus, Aniger, Aterreus, Aglaucus
ve diger Aspergillus tarlerinin oranlan, swraswyla, £8.39, 61.15, 5.28, 2.64,
0.96 ve 21.58 olarak tespit edilmigtir.  Bu sonucun, bulgularimizla ugum
icerisinde oldudu sdylenebilir.

identifiye edilen kaf mantartan yidin, torba ve yemliklerde en
yiksek ve en dasik oranlann siraswyla, & 41.37 ile § 345, & 3488 ile
%233 ve E 4483-3.45 geklinde olmustur. Bu sonuglara gare en ylksek oran
% 4483 ile yemliklerde gergeklesmigtir (Tablo 12). Bu bulgu bekientilers
uygun digmekiedir. Aym tablo incelendigende, Aspergillus cinsi iginde ilk
sirayt yiqin, torba ve yemliklerde, siraswyla, & 24.14 oramnda A flavus,
20.93 10k granla A. candidus ve % 34.48 1k oranla &. flavus almistirkn az
rastlananiarn ise, syraswyla, & 3.45 lik oranla A candidus, A terreus, &
2.33 10k oranla A. ochraeceus ve  3.45 lik orania A. terreus olmustur.

Refai ve ark. (69) tavuklarda hastalik ve dlimlere neden olan yemler
izerinde yaptiklarmt mikolojik calhigmada 30 yem ve 20 althk drnedi
incelemisier ve en yaygin kaf mantan  olarak  pilic  yemlerinde
A fumigatus'u tespit etmisler ve bu arada A.niger insidansimn ddsik
oldugunu belirtmiglerdir. gte yandan, dlkemizde yapilan bir calismada da
{28}, 140 yem drnedinde, predominant kdflerin Penicillium, Aspergilus,

Fusarium, Mucor ve Eurotiumiar olarak tespit edilmistir. S6z konusu
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arastirma verileri (28,69 ile sonuclarigmz arasinda paralellik gdze
carpmaktadir.

Yem hammaddelerinde yapilan identifikasyon calismasinda, Miswr
drneklerinde 3, arpada 6, buidayda 4, soya fasulyesi kispesinde 7, bahk
unu ve pamuk tohumu kispesinde 5, et-kemik ununda ise 3 ayn kaf mantan
tard  tespit edilmisgtir. En gok rastlanan  kif  mantarlan  yem
hammaddelerinden misir, arpa, balik unu ve bugdayda Fusarium ve Rhizopus,
soya fasulyesi kispesinde Rhizopus ve Mucor tirleri olmustur (Table 13}
Fusariumlarin zearaleanon salmiladiklam, zearalanonun da  hayvanlar
Gzerine pek cok olumsuz etkisi gz dnine ahndiqinda konunun dnemi
kendiliginden ortaya gikmaktadir {19,25,43 55).

Bu arada arastirmamizda oldugu gibi benzeri yaklasimla yapiian
cesitli arastirmalarda da (24,63,69) miswrda Fusarium, Aspergillus ve
Penicillium, bugdayda Penicillium, arpada, Aspergillus ve Penicillium, soya
fasulyesi kdspesinde Penicillium, ve Mucor, pamuk tohumu kiispesinde,
Aspergillus ve Penicillium tirleri predominant olarak tespit edilmistir.

Karma yemlerden etlik civciv yemlerinde Rhizopus, yumurta
yemlerinde AFlavus, Penicillium , Rhizopus ve Mucor , pilic biyltme
yemierinde Rhizopus , pilic gelistirme yemlerinde Mucor , etlik pﬂh_:
yemlerinde Fusarium , yumurta tavugu | dénem yemlerinde 4. flavus |
yumurta tavudu Il donem yemlerinde de & flavus ve Mucor tdrinden
kiaflere ylksek oranda ra?stlamlrmshr {Tablo 14} Ancak, hammadde-yemlik
zinciri igerisinde olaylam izlemeden, bu tir mantarlann dzellikie soz
konusu yemlerde mi  Oredidini veya hammaddelerin isletmelerde mi
butagtigim kesin olarak sdylemenin zor oldudu kamsindaygim.

Kharchenko (53}, kif tdrleri ¢inde Aflavus, A fumigatus, Anidulans,
Aniger, Penicitlium, Fusarium ve Rhizopus tirlerini tespit etmistir. Yine,

aym amacla kKarma yemler Gzerine yapilan cahsmalarda Rhizopus,
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Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor qibi kdf mantarian tespit
edilmistir {.12,24,37,70).

Sonuglar (14,63) ve aragtirmamzin bulguiart kanath karma
yemlerinde en sik rastlanan kiif mantan cinsinin Aspergilluslar oldugunu

gostermigtir.

4.2 Afiatoksin ve Okratoksin A Dizeyleri

Kullandigirmz metodun geri alma oranlan aflatoksinler icin 8628
(Tablo 15), okratoksinler igin ise & 64 (Tablo 16) olarak tespit edilmistir.
Mikotoksin analiz metotlarindaki givenilir geri alma oram en az %70
olarak kabul edilmektedir (29). Bulgularinmiz bu acgidan ele alinirsa,
sonuglarin givenirlilik oram memnuniyet verici oldugu sbylenebilir.

Aflatoksin ve okratoksin analizi yapilan 101 adet yem hammaddesi

ve karma yemlerde tespit edilen Aflatoksin By dizeyi ortalama olarak,
9.314 ppb, By, ve Gy iz miktarda bulunmus, G, ye rastlanmamistir
Okratoksin A dlzeyi ise ortalama olarak 1.9 ppb olarak bulunmugtur.
Aflatoksinlerin bulunma oranlan Aflatoksin B4 icin & 21.70 , Aflstoksin
B, igin & 198, Aflatoksin Gy igin & 099 ve Okratoksin & igin & 5.94

olarak tespit edilmistir fTabln 17).

Benzer yakiasimla yapilan bir caligmada (14) iki yiihk bir sirede
Aflatoksin By nin oram ilk yu icin 2-640 ppb, ikinci yil igin de 5-41 ppb
arasinda bulunmustur. Aflatoksin agisindan pozitif olan drneklerin oram
ise ilk Y1l igin 250, 2. yil igin & 78 olmustur. Yine benzeri bir gcaligsmada,

dedigik ciftliklerden toplanan kanathi yem d&rnedinin aflatoksin dizeyi
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1-2000 ppb arasinda degismis ve kapsadigr oran £30.7 olarak saptanmigtir
{42).

Ulkemizde de Sanl1 ve ark. (§1) tarafindan yapilan bir caligmada,
toksin analizi yapilan 34 yumurta tavugu yeminden 24'inde Aflatoksin By,
10 unda Aflatoksin Bs, 4 Onde Aflatoksin Gy, 26 pilic yeminden 17 sinde
Aflatoksin By 10 unda Aflatoksin Bo, 2 sinde Aflatoksin Gy, 36 yem
hammaddesinden 21 inde Aflatoksin By, 9 unda Aflatoksin Bg, 12 sinde
Aflatoksin Gy e rastlanmig,  hic bir yemde ise Aflatoksin Gy tespit
edilememistir.

Yigin, torba ve yemliklerden alinan drneklerde pozitif aflatoksin
orani sirasiyla, & 13.63, 40.90, 45.45 olarak gbze carpmaktadir. (Tablo 18).
GOrnldGaga gibi, en yidksek Aflatoksin  yemliklerden alinan drneklerde
belirtenmistir.

Yem tiplerine gore, Aflatoksin ve Okratoksin A miktarlan
kargilagtinidiqinda, yem hammaddelerinden yalmzca misirda 2 dinekie
Aflatoksin , karma yemlerde ise 20 drnekte aflatoksin, 6 drnekie de
Dkratoksin A'ya rastlanimstir (Tablo 19). Aflatoksinlerin karma yemlerde
gok  olusu, toksin  olusumunun  goduniukla yem  hammaddelerinin
islenmesinden sonra olustugunu  ¢adnstirmaktadir. Yapilan benzeri bir
caligmada, misir drneklerinin 8205 i aflatoksin ydniinden pozitif olduju ve
5000 ppb- 5 ppm gibi yiksek dizeyde Aflatoksin tagiqid bildirilmekiedir
{30). Yine, Konya bdlgesinden toplanan 122 yem ve yem hammaddesinde

ince tabaka kromatografi  yontemiyle Aflatoksin By, ve Okratoksin A
analizleri yapiirmg, 16 drnekte {§-22 mg/kg) Aflatoksin By, 1 drnekte

{8mg/kg) Okratoksin A tespit edilmistir (B7).
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Aflatoksin dizeyleri ; yem hammaddelerinden misirda 0.8 - 1 ppb,
karma yemlerden etlik civciv yemlerinde 11, yumurta civciv yemlerinde
1.2 ppb, pilic blyitme yemlerinde, 4, 8.3, 12, 145 ppb, pilic gelistirme
yemlerinde 1.3, 43, 6, 6, 6.4,12 ppb, etlik pilic yemlerinde 0.5, 2, 2.5 ve
9.6 ppb, yumurta tavugu | dénem yemlerinde 2.2 ppb ve yumurta tavudu il.
donem yemlerinde 0.6, 1, 63 ppb olarak tespit edilmistir. Okratoksin A
diizeyleri ise, etlik civciv yemierinde 1, 1.1ppb , pilic bGydtme yemlerinde
0.6 ppb, yumurta tavugu | donem yemlerinde 06, 0.8, 7.3 ppb olarak
bulunmustur {Tablo 20). Benzeri yaklasimia yapilan  bir calismada,
bulgularirmzda oldudu gibi, soya fasilyesi kispesi ve buddayda mikotoksin
bulunmamistir {56).

Ozmnar ve ark. (65), marmara bélgesinde yaptiklan bir calismada
mevcut 15 yem fabrikasindan 56 adet kanath yemi ve § adet yem
hammaddesi olmak dzere toplam 74 adet yem drneklerinde ince tabaka
kromatografisi yontemi uygulamig, bunlamn E43 dnde 0.2-30.4 ppb

dizeyinde aflatosin Bye rastlarmiglardir.  Aragtincilann yaptiklan bir
bagka galigmada (66), 156 adet yem hammaddesi icerisinde sadece pamuk
tohumu kispesi ve yer Nistify kispesinde, 141 adet karma yemden de

sadece alabalhik yeminde 20 ppb nin Uzerinde Aflatoksin By fespit

etrniglerdir. Bu bulgular caligmarmzla bdydk bir parelellik gistermektedir,

Ozpinar wve ark. (65) cahigmalaminda, Okratoksin  A'ya
rastlamarmglardir. Bir bagke arastirmalarinda ise (66]), enzimimminolajik
yontemls analizi yapilan 156 adel yem hammaddesi icinde bir findik
kispesi ve iki yerfistiqr kispesinde, karma yemlerden de iki yumurta
tavugu, iki sht ve dg besi si1§in yemlerinde Okratoksin A tespit ettiklerind,
fakat hicbirinde 10 ppb nin Gzerinde Okratoksin A'ya rastlamadiklarim

belirtmizlerdir. Calismarmizda 14.5 ppb in Gzerinde aflatoksine, 7.2 ppb in
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Gzerinde de Okratoksine rastlamimamstir. Biglece, bulgularnmizin bu
galisma ile uyum igerisinde  oldudu sdylenebilir. Yamlan baska bir
galismada, Acet ve ark (1), ince tabaka kromatografi ydntemi kullanarak

100 drnekten 10'nunda mikotoksin bulmuslardir. Bunlardan 2 drnmekle
Aflatoksin By, 5 drnekte Okratoksin A geklindedir. Bulunan artalama
mikotoksin dederleri ise, Aflatoksin B, 375 ppm, OkratoksinA 12 ppm dir.
Okratoksin sonuglart galismamizla paralellik gdsterirken, aflatoksin
sonuglan bulgularimiza gire ¢ok ydksektir. Bu da gevre yemlerinin
depolanma siireleri ve ham su dizeyi gibi faktérlere baglanabilir. Boylece
aragtirmarmz bulgular ile bdlgeler aras o denli dnemli bir farkin olmadiqt
gorilmektedir. Bundan yola ¢ikarak, yemlerin mikotoksin dizeyi dretim va
kullanim bilincine bagh olarak dedistidi soylenebilir,

Aflatoksin ve okratoksin  kontaminasyonuna yemlerin kdkeni
agisindan yaklagildiinda, Aflatoksinler, 6 fabrika ve 16 igletme
yeminde, okratoksinler ise igletme yemlerinde bulunmusgtur {Tablo 21). Bu
da as1l bulasmamn isletmelerde mdugunugfxstermektedir. Mitekim, benzer
yaklagimia yaplan bir galigmada (11}, isletme yemlerinin 267.39 nda,
fabrika yernlerinin ise 89" unda aflatoksin bulunmustur,

Yemler Gzerine en etkili faktdrlerden sayilan depolanma sdresi
ag1sindan konuya yaklagildiqinda, (Tablo 22). depolanma siresinin 16 giiniin
Gzerine ¢ikmasiyla hem aflatoksin, hem de Okratoksin A miktar belirgin
bir bigimde artrmgtir. Buna karsihk, 7 gine kadar olan depolanma
siresinde, aflatoksin ve okratoksin dizeyleri sirasigla,1.114 ve 0.60 ,
8-15 gin arasinda depolanan yemlerde 4.285 ve 0.967 ppb ve 16 ginden
fazla depclanan yemlerde ise, 10.263 ve 7.3 ppb olarak bulunmustur.
sonuglar klasik beklentilerle uyum igerisindedir. Bu arada, daha Once

yaprirms  benzeri bir gahismada (45); 6-10 gin arasinda depolanan
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yemlerde 8.0 ppb, 11-15 gln arasinda depolanan yemierde 10.7 ppb, 16-20
gin arasinda ise 27.9 ppb olarak belirlemistir. Aym gdnlerde, sirasiyla,
aflatoksin kontaminasyonunun diizeyl ise, swaswyla, 323.4, 30 ve 667
oldugu gérilmektedir.

Yemlerdeki ham su igerigine gdre aflatoksin ve okratoksin dizeyleri
%9-13 arasinda, 2.067 ve 0.520 ppb, ¥ 13 den fazla olanlarda 8.01 ve 7.30
ppb olarak belirlenmisgtir. Gordldigd gibi, ham su dizeyinin artmasing
paralel olarak aflatoksin ve okratoksin miktarlar artrmistir (Tablo 23). Bu
da beklentilere uygun dismektedir. Sekil 10'da da gdridlecedi gibi,
aflatoksin miktan ile ham su dizeyl arisndaki baginty (R=.0.87) Oneri
putunmustur.

Cegithi dlkelerin aflatoksin igin koyduklam limitler de dnemli
farklihiklar gastermektedir. Ornedin Belgika'da karma yemler igin swmr
40 ppb iken, Kanada'da yemiler icin 100 ppb, Fransa'da yemier ve yem
hammaddeleri igin 20-50 ppb, Rusya'da tamllar ve dider drinler icin
2,5 ppb, Almanya'da kanath yemleri igin 10 ppb olarak belirlenmistir. Bu
limitlere girae, calismamzin bulgulan gdyle simflandinlabilir: Aflatoksin
iceren ve miktan hesaplanan 22 adet drnedin 4 adedi (3’0 pilic yemi, 17
civciv yemi), Almanya'min 13 adedi (2 yumuria yemi, 10 pilig yemi, 1
civeiv yemil, Rusya'mn belirtedigi limitler Ozerinde bulunurken, hig bir
drnekie, Belgika, Kenada ve Fransa'mn belirledigi simrlann Gzerinde
Aflatoksin miktanina raétlamlmarmshr (64).

Ulkemizde ise, Aflatoksin By, By, Gy ve Gy den olugan toplam

aflatoksin dizeyleri karma yemler igin 50 ppb, tanm Grinleri ve qida
maddeleri igin 20 ppb dir (3} Caligmamizda en yiksek deder 145 ppb
oldugundan, drneklerde ciddi  boyutlarda  aflatoksin  olmadidin

soyleyebiliriz.



Yem drneklerinde bulunan 7.3 ppb lik okratoksin A dizeyi, dlkeler
igin belirlenen symir defderleri altinda yer alomgtir. Sonuclarin bu sekilde
cikmast sevindirici ve olumiu buluntmustur.

S o n u ¢ : Bulgulanmizdan da anlasilacadqy gibi kif kontaminasyonu
ve  mikotoksin  salgilanmasy baydk  oOigide  igletmelerde  depolanma
kogullarnimn uygun olmayigindan kaynakianmaktadir. By tur cahismalann
depolanma kosullarn gdz dnine alinarak, deneysel ¢alismalaria standardize
edilmesi, diger bir deyisle her yemin kullanma ve saklama siresinin

belirlenmasi yoluna gidilmesinin yararh olacaq kamsindaytz.
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Bu arastirma, Elazij bdlgesi fabrika ve igletmelerinden alinan
kanatli yem hammaddeleri ve karma yemlerindeki kif mantar sayilan ile
aflatoksin ve Okratoksin A dizeylerini belirlemek amaciyla yamimshir,
Yem  hammaddeleri ve karma yemlerin  ham su dizeyleri
arasinda istatistiki olarak dnemli bir farkhhk bulunmustur {p<0.05) .
Alimg yerlerine gbre kaf mantar sagilar, yem hammaddelerinden en gok
misirda (2.3&:10‘4}, fabrika karma yemlerinden de etlik pilic yeminde
(9.5%10% bulunmugtur. KGf  mantar sayttart ortalama olarak yem
hammaddeleri i¢in 1.0x10% adet/qg, fabrikadan alinan karma yemler igin
23x104 adet/g ve igletmelerden alinan karma yemleri igin 5.6x10% adet/g
olarak tespit edilmigtir.
izole edilen kif mantarian Aspergillus , Penicillium , Fusarium ,
Rhizopus ve Mucor tlrleridir. Yem hammaddelerinden misirda predominant
kiif mantan ®75 lik oranla Fusarium , arpada £33.33 ile Mucor, bugdayda
£33.33 ile Fusarium ve Rhizopus tirleri, soya fasulyesi kiispesinde £28.57
ile Afumigatus, Rhizopus ve Mucor , balik ununda 3333 ile Fusarium ,
pamuk tohumu kispesinde de £16.66 ile A.glaucus, A.ochraceus, Fusarium ,
Rhizopus ve Mucor, et-kemik ununda ise 215.66 ile A flavus, A.paraciticus,
Aversicolor, Fusarium ve Mucor tirleri tespit edilmistir. Karma
yemlerden de ise etlik civciv yeminde en gok Z50.0 ile Rhizopus, yumuria
civeiy yeminde £37.50 ﬁk bir orania Penicillium ve Mucor, pili¢ biiime
yeminde %40 hk oranla Rhizopus, pilic geligtirme yeminde %50 ils
Penicillium |, etlik pilic yeminde RE57.14 ile Fusarium, yumurta yemi
|.ddneminde Z66.66 ile Aflavus, |lLdinemde %57.14 lik bir oranla Mucor

tarlerine rastlianmiimistir.



74

Yem fdrneklerinde ince tabaka kromatografi ydntemi ile Aflatoksin

By By, Gy, Gp ile Okratoksin A analizi yapilmigtir. Aflatoksin By 22

E

yem drnedinde (% 21.78) ortalama 5.314 ppb dizeyinde, Aflatoksin

By 2 drnekte (% 1.98) ve Aflatoksin Gy 1 drnekte (% 0.99) iz diizeyde

tespit edilirken,  Aflatoksin G, ye  rastlanmimamistir, (te yandan,
Dkratoksin A, 6 yem drnedinde (% 5.94) ortalama 1.9 ppb dizeyinde
butunmustur.

Depolama siiresi ile Aflatoksin ve Okratoksin & dlzeyleri arasinda
oldugu gibi ham su dizeyi ile toksin dizeyleri arasinda da yakin bir

badint tespit edilmigtir.
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6. SUMMARY

This study was carried out to obtaih numbers of mould, levels of
aflatoxins and Ochratoxin A& of 101 samples in mixed poultry feed and feed
ingredients. Samples were coliected from grower and feed production
places. The difference between the moisture level of feed ingredients and
mixed feed were significant {P<0.05). The average mould counts were the
higest in corn (23x104 number/q}, in chicken feed {3.1x10% taken from
feed production places and in chicken feed collecied from farms. The
average mould counts in feed ingredients and mixed poultry feeds taken
from feed production places and farms were 1.0x10% 23x10% and 5.6x104
number/q, respectively.

Species of mould identified were Aspergillus, Penicillium, Fusariurm,
Rhizopus and Mucor. The predominant species of mould found in feed
ingredients were Fusarium in corn, Mucor in bartey, Fusarium and Rhizopus
in wheat, A fumigatus, Rnizopus and Mucor in soybean meals, Fusarium in
fish flour, Aglaucus, &.ochraceus, Fusarium, Rhizopus ve Mucor in cotton
seed meals, A.flavus, Aparaciticus, Aversicolor, Fusarium and Mucor in
meat- bone flour. Whereas, the predominant mould of broiler starter feed,
laying starter feed, broiler growth feed, broiler finishing feed, chicken
feed, laying feed (first period )and laying feed (second period) were
Rhizopus (50&), Penicillium and HMucor (37.50¢ &), Rhizopus (40 3,
Penicillium (90 %), Fusarium (57.14%), AFlavus (566 &) and (57.14 %),
respectively.

& total of 101 samples of pouliry feed were analyzed for the

mycoloxing Aflatoxin By, By, Gy, G, and Ochratoxin & using thin layer

chromatography . aflatoxin By was detected in 22 (2178 &) of the 101
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feed samples at an average level of 3.314 ppb. ATlatoxin By was Tound in
two samples (1.98 ) at the trace level and Aflatoxin Gy was detected in
one sample (0.99 %) at the trace amount but, Aflatoxin by was not

determined. Ochratoxin A concentration in feed anglyzed was 1.9
pph.(5.94%).

There were  significant relations  between Aflatoxin and
Ochratoxin & contaminstion of feeds and their duration of storage.
Likewise, there were significant relations between the levels of moisture

and aflatoxin and ochratoxin .
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