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DEVAM SUTLERINDE AFLATOKSIN M1 VARLIGININ ELISA
YONTEMIYLE TESPIT EDiLMESI
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Ozet: Onemli bir besin kaynag1 olan siit, bebek beslenmesinde kullanilmakta ve tiim diinyada tiiketilmektedir. Devam siitlerine
gectigi bilinen kimyasal kontaminantlardan biri mikotoksinlerdir. Kiifler tarafindan iiretilen ve devam siitlerine gecebilen
mikotoksinler bebekte saglik riski olusturabilir. Mikotoksinlerin toksik etkilerinin dnlenmesi i¢in bebegin normal biiyiime ve
gelisimi i¢in en Onemli besinlerden biri olan devam siitiindeki aflatoksin M1 diizeylerinin belirlenmesi dnemlidir. Siit
kontaminant1 olarak aflatoksinlerin kontrolii ile ilgili sosyal koruma projelerinin ve devam siitleri ile ilgili farkindaligin
arttirtlmast halk sagligi korunmasi agisindan 6nem arz eder. Calismamizda, yeni doganlarin diyetlerinde aldigt iriin olan devam
siitlerinde, aflatoksin M1’in varlig1 ve halk sagligi bakimindan 6nemi arastirilmigtir. Bu amagla, 7 farkli firmadan, farkl: seri
numaralarina sahip siit 6rneklerini igeren 60 adet devam siitii toplanmugtir. Calisgmamizda Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemi kullanilarak devam siitlerinde aflatoksin M1 miktarlar1 arastirilmistir. Avrupa Birligine uyum gercevesinde
hazirlanmis olan 2008/26 sayili gida maddelerindeki kontaminasyonlarin maksimum limitleri hakkindaki Tiirk Gida Kodeksi
(TGK) Tebliginde; ¢ig siit, UHT siit ve siit iceren iiriinlerin yapiminda kullanilan siitlerde maksimum AFM1 miktarinin
0.05pg/kg (parts per billion) olmasi gerektigi belirtilmistir. Aflatoksin M1 konsantrasyonlar1 hesaplandiginda; <0.05 parts per
billion konsantrasyon araliginda Aflatoksin M1 igeren 37 drnek, >0.05 ppb konsantrasyon araliginda Aflatoksin M1 igeren 23
ornek tespit edilmistir. Sonug olarak Tiirk Gida Kodeksi limit degerini asan 23 6rnek halk sagligi agisindan 6nem arz
etmektedir. Beslenmede devam siitiiniin siklikta tiiketildigi ve dnemli bir rol oynadigi bebek yas grubunda, bu iiriinler piyasaya
¢tkmadan 6nce Aflatoksin M1 varliginin saptandigi daha kapsamli aragtirmalarin yapilmasinin uygun oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Devam siitii, aflatoxin M1, Elisa yontemi.
Determination of Aflatoxin M1 on Follow-on Milk by ELISA Method

Abstract: Milk, which is an important source of nutrition is used for infant feeding and consumed widely all over the world.
Mycotoxins are one of the chemical contaminants that are known to pass through milk. They are produced by molds and pass
through milk, and may cause health problems in infants. Determination of aflatoxin M1 levels in follow-on milks which is one
of the most important nutrients for healthy grown babies is important in prevention of toxic effects of mycotoxins. Promoting
social protection studies concerning aflatoxins as milk contaminants and raising awareness on follow-on milks is important in
protection of public health. In our study, investigation of aflatoxin M1 in follow-on milks; a product that newborns take in their
diet, and to evaluate the results in terms of public health. For this purpose, 60 follow-on milk samples with different serial
numbers were collected from 7 companies. In Turkish Food Codex Communique related to the contaminations in food products
with in accordance with the law no 2008/6 for preparation compliance as part of European Onion, indicated that the raw milk,
UHT milk and other milks used for production of some products containing milk, maximum aflatoxin M1 should be 0.05 pg/kg
(parts per billion). Aflatoxin M1 concentrations were determined by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Our
results showed that 37 samples contained aflatoxin M1 with <0.05 parts per billion concentrations, while 23 samples contained
aflatoxin M1 with >0.05 parts per billion concentrations. In conclusion, the latter 23 samples including aflatoxin M1 values
above Turkish Food Codex limits are important in terms of public health.
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Giris

Gelisimin erken doneminde sadece inek siitiindeki besinleri birlestirir. Ancak devam siitlerine gecebilen bazi
vitamin ve mineraller, bebeklerin besin ihtiyacim maddeler bebek saghgmi tehdit etmektedir. Ornegin,
karsilamada yetersiz kalabilir. Devam siitleri; inek bunlardan biri de mikotoksinlerdir (Mead 2010).

sitiiniin faydalar1 ile biberon mamalarinin sundugu Aspergillus flavus Link, A. parasiticus Speare ve A.
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oryzae (Ahlb.) Cohn gibi kiifler tarafindan olusturulurlar.
Bu kiifler dogada yaygin olarak bulunurlar (Asan 2004)
ve Ozellikle nem ve sicakligin uygun oldugu kosullarda
depolanan iiriinlerde kolayca gelisebilirler (Siimer 2006).
Bebek ve ¢ocuklarin biyotransformasyon kapasitelerinin
yetiskinlere gore daha diisiik olmas1 ve aflatoksin M1’e
(AFM1) yetiskin insanlara gore daha duyarli olmasi da
yine bu toksinin saglik agisindan ne kadar &nemli
oldugunu ortaya koymaktadir.

Siit ve siit tirtinlerindeki aflatoksin miktarlar1 cografi
bolgelere, iilkelere ve mevsimlere gore farkliliklar
gosterdigi, bahar ve yaz mevsiminde kis mevsimine
oranla daha az miktarlarda AFM1 bulundugu, dolayisiyla
bu mevsimlerde yapilan siit iriinlerinde de AFMI1
miktarinin 6nemsenmeyecek diizeylerde goriilebilecegi
bildirilmistir (Kamkar 2005, Birdane ve ark. 2006,
Gommez-Arranz  ve  Navarro-Blasco 2010). Bu
aragtirmanin amaci; aflatoksin M1'in devam siitiindeki
miktarlari1  belirleyerek, bebeklerin maruz kalacagi
riskleri ve olasi1 saglik etkilerini yorumlamak, bu riskleri
ortadan kaldirmaya yonelik gerekli dnlemlerin alinmasi
i¢in Onerilerde bulunmaktir.

Materyal ve Metot

Calismada 7 farkli firmaya ait devam siitli 6rnekleri,
Eyliil 2014 — Subat 2015 tarihleri arasinda toplanmustir ve
numaralandirilmistir. Toplanan drneklerden seri numarasi
farkl1 olan drnekler analize alinmistir. Orneklerin deney
asamalar1 Subat 2015 — Haziran 2015 tarihleri arasinda
tamamlanmigtir. Stit 6rnekleri buzdolabi sicakliginda
sogutulup 2-8°C’de 3000xg’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi ile siitten yag tabakas1 ayrilip
yagsiz kisim direkt olarak analize alinmigtir. 25-1250ppt
Olglim araliginda en etkili aflatoksin
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M konsantrasyonunu elde etmek icin drnek 5 kez diliie
edilmistir (100pul 6rnek + 400ul drnek diluenti).

AFM1 Varliginin Gosterilmesi: Enzim Immunoassay
Prosediirii

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
metodu ve M1 ELISA test kiti kullanilmustir. Orneklerin
ekstraksiyonundan sonra analiz prosediirii, {retici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

ELISA Yontemi ile Aflatoksin M1 Analizi
Aflatoksin M1 ELISA analizi i¢in R-Biofarm
RIDASCREEN test kitleri kullanilmistir.

Sonuglar RIDA®SOFT  Win
Software ile degerlendirilmistir.
Hesaplamalar agagida verilen formiille yapilmustir.

(Art.N0.Z9999)

Ornegin absorbans1 x 100

Hesaplama =
Maksimum baglanma

Sonuclar

2008/26 sayili gida maddelerindeki
kontaminasyonlarin maksimum diizeyleri hakkindaki
Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Tebliginde; ¢ig siit, UHT siit
ve siit kokenli maddelerin iretiminde kullanilan siitlerde
maksimum AFMI1 miktarinin 0.05pg/kg (ppb) olmasi
gerektigi bildirilmistir. Calismamizda piyasadan saglanan
yedi farkli firmaya (A, B, C, D, E, F, G) ait 60 adet devam
stitii materyal olarak kullanilmigtir. Toplanan 6rneklerin
ELISA testi ile AFM: konsantrasyonlar1 hesaplandiginda;
<0.05 ppb (parts per billion = milyarda 1) konsantrasyon
araliginda AFM; igeren 37 oOrnek, >0.05 ppb
konsantrasyon araliginda AFM1 igeren 23 6rnek tespit
edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. AFM1 varligi pozitif olarak tespit edilen numunelerde AFM1 konsantrasyonu.

Ornek Numarasi Ortalama Absorbans Hesaplanan ppt (parts per trillion) ppb
3 1.580 6.65 0.0665
10 1.550 8.45 0.0845
11 1.573 7.1 0.0710
20 1.587 6.25 0.0625
26 1.471 13.1 0.1310
28 1.394 17.65 0.1765
36 1.475 12.8 0.1280
38 1.582 6.6 0.0660
41 1.493 11.75 0.1175
44 1.176 23.12 0.2312
45 1.487 11.31 0.1131
46 1.535 9.97 0.0997
47 1.208 20.49 0.2049
49 1.505 10.83 0.1083
50 1.359 14.63 0.1463
51 1.236 18.94 0.1894
59 1.486 11.33 0.1133
60 1.101 34.19 0.3419
61 1.439 12.53 0.1253
62 1.224 19.55 0.1955
63 1.432 12.70 0.1270
72 1.312 16.03 0.1603
73 1.519 10.45 0.1045
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Ornek Firmalar
No
A B C D E F G
1 <0.05 0.0710 <0.05 <0.05 0.1131 <0.05 <0.05
2 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 0.0997 0.1083 <0.05
3 0.0665 <0.05 <0.05 <0.05 0.2049 0.1463 0.2312
4 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 0.1894
5 <0.05 <0.05 <0.05 0.1280 0.1603 <0.05
6 <0.05 <0.05 0.1310 <0.05 0.1045 0.1133
7 <0.05 <0.05 <0.05 0.0660 <0.05 0.3419
8 <0.05 <0.05 0.1765 <0.05 0.1253
9 <0.05 0.0625 <0.05 <0.05 0.1955
10 0.0845 <0.05 <0.05 0.1175 0.1270

AFM1 varlig1 tespit edilen 23 devam siitii drneginden;
0.06-0.07ppb konsantrasyon araliginda AFM1 iceren 3
ornek, 0.07-0.08ppb konsantrasyon araliginda AFM;
iceren 1 ornek, 0.08-0.09 ppb araliginda 1 6rnek, 0.09-
0.10 ppb araliginda 1 6rnek, 0.10-0.11ppb araliginda 2
ornek, 0.11-0.12ppb araliginda 3 6rnek, 0.12-0.13 ppb
araliginda 3 6rnek, 0.13-0.14ppb araliginda 1 6rnek, 0.14-
0.16 ppb araliginda 1 6rnek, 0.16-0.17 ppb araliginda 1
ornek, 0.17-0.18ppb araliginda 1 6rnek, 0.18-0.19ppb
araliginda 1 6rnek, 0.19-0.20ppb araliginda 1 6rnek, 0.20-
0.23ppb araliginda 1 6rnek ve 0.23-0.34 ppb araliginda 1
ornek oldugu gortilmiistiir (Tablo 1).

Firmalar

0,2

0,15

0,1 -

0,05 -

A B Cc D E F G

Sekil 1. Siit 6rneklerinde saptanan aflatoksin M1 miktarlarinin
firmalara gore dagilimi, gubuk modeli.

Tablo 2’de firmalara ait tespit edilen AFM1 degerleri,.
Sekil 1°de de firmalara (A, B, C, D, E, F, G) ait ortalama
degerler ¢ubuk grafigi seklinde gosterilmistir. Tablo 2
incelendiginde A, B, C, D, E, F, G firmalarina ait en diisiik
ve en yiksek degerler bakimindan AFM: degerleri
strastyla (ppb) 0.0625, 0.0660, 0.0665, 0.0710, 0.0843,
0.1175, 0.1280, 0.1313 ve 0.1765 smurlar1 igerisinde
oldugu goriilmiistiir. A, B, C, D, E, F, G firmalarina ait en
diisiik ve en yiiksek degerler bakimindan AFM1 degerleri
sirastyla (ppb) 0.0997, 0.1045, 0.1083, 0.1131, 0.1133,
0.1253, 0.1270, 0.1463, 0.1603, 0.1894, 0.1955, 0.2049,
0.2312 ve 0.3419 olarak bulunmustur. A, B, C, D, E, F, G
firmalarina ait ortalama degerler kiiciik degerden biiyiik
degere gore sirastyla A firmast % 7, B firmas1 % 8, D
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firmas1 % 11, E firmas1 % 15, C firmas1 % 16, F firmasi
% 18 ve G firmasi % 25 olarak belirlenmistir. Siit
orneklerine ait Aflatoksin M1 (AFM1) bulgulart i¢in
yapilan varyans analizi sonucuna gére (p<0.001) firmalar
arasi fark 6nemli bulunmustur.

Tartisma

Kuvvetli toksijenik 6zellik gosteren aflatoksin M1'in
devam siitindeki miktarlarin1 belirlemek, bebeklerin
maruz kalacagi riskleri ve olast saglik etkilerini
yorumlamak, bu riskleri ortadan kaldirmaya ydnelik
gerekli Onlemlerin alinmasinda Onerilerde bulunmak
amaciyla bu calisma yapilmistir. Ornekler Eyliil 2014 —
Subat 2015 tarihlerinde toplanmistir. Alinan Ornekler
ELISA yontemiyle okunmustur. Calisma sonucunda,
incelenen toplam 60 devam siitii Orneginin hepsinde
AFM1 saptanmis olup, 37 Ornekte ise Tiirk Gida
Kodeks’ine gore kabul edilebilir sinirlar igerisinde AFM1
bulunmustur. Tirk Gida Kodeks’ine gore 23 oOrnekte
siirlart agan devam siitii 6rnegi tespit edilmistir (Tablo
2).

A, B, C, D, G firmalarinin ortalama AFM1 degerleri
Tirk Gida Kodeksinde (TGK) belirtilen maksimum
bulasan degerinden (0.05ppb) daha biiyiiktiir. A, B, C, D,
G firmalarina ait ortalama degerler standart degerden
yiiksektir fakat fark istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur. E ve F firmalarina ait ortalama degerler ise
standart degerden yiiksektir ve fark 6nemli bulunmustur.
Risk potansiyeli tasima ihtimali olan aflatoksin miktarlari,
Tirk Gida Kodeks’ine gore degerlendirilmistir; Bu
degerler siitte; 0.05pg/kg, siit tozunda (dry milk);
0.5pg/kg, peynirlerde; 0.25pug/kg, bebek mama ve devam
formiillerinde;  0.020pg/kg olarak  bildirilmektedir.
Caligmada, incelenen orneklerin 23’{inde tespit edilen
AFM1 seviyelerinin Tiirk Gida Kodeksi kriterleri dikkate
alindiginda, kabul edilebilir smurlarin iistiinde oldugu
belirlenmistir (Tablo 2).

A, B, C, D, E, F, G Firmalarina ait devam siitii
orneklerine ait ortalama degerler standart degerden
yiiksektir. Fark istatiksel olarak onemlidir. Bu nedenle
devam siitlerinde AFM1 varliginin bulunmas: 6nemli bir
risk olusturdugunu diisiinerek ¢alismamizda Tiirkiye’de
yaygin olarak tiiketilen devam siitii iriinlerinde AFM1
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miktarlar1 aragtirtlmigtir. Siit ve siit iirlinlerinde aflatoksin
tespiti i¢in ince tabaka kromotografisi (thin layer
chromotography=TLC), ELISA ve yiiksek performans
stvi  kromotografisi  (high  performance liquid
chromotography) kullanilmaktadir. Bu iki yontem i¢inde
ELISA, duyarhiliginin yiiksek ve kolay uygulanabilir
olmas1 nedeniyle, siitdeki AFMI1 analizinde yaygin
kullanilan bir metot oldugu bilinmektedir (Amra 1998,
Sarimehmetoglu ve ark. 2004).

Bu calismada da, bahsedilen avantajlarindan dolay:
ELISA yontemi kullanilmistir. Bircok iilkede ve
iilkemizde yapilan bir¢ok calismada siit ve siit {iriinlerinde
AFM1 diizeyini belirlemek i¢in analiz yapilmistir (Bakirci
2001, Sarimehmetoglu ve ark. 2004, Atasever ve ark.
2006).

Bizim ¢alismamizda da, toplam 60 siit 6rneginden %
38’da, AFM1 miktarinin Tiirk Gida Kodeks’ine gore
kabul edilebilir siirlarin {izerinde oldugu goriilmiistiir.
Siit ve siit tiriinlerdeki aflatoksin M1’in meydana gelmesi
gevre kosullarma bagli oldugundan sartlarin diizeltilmesi
problemin daha basit ve ucuz yollardan ortadan
kaldirilmasin1  saglayacaktir (Galvano ve ark. 1996,
Franco ve ark. 1998, Akdemir 2001, Ozmentese 2002,
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