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Kuzey Kibris'ta bulunan cesitli ¢ig siit 6rneklerinde aflatoksin M1 varhginin

degerlendirilmesi ve diizeylerinin belirlenmesi
Ogrencinin Adi: Cangiil Tuncay
Damisman: Prof. Dr. Adile Oniz

Anabilim Dali: Beslenme ve Diyetetik

OZET

Amag: Bu arastirma, Kuzey Kibris genelinde iiretilen ¢ig siitlerin, siit tiirlerine, aylara
ve lretim bolgelerine gore aflatoksin M1 ile kontamine olma sikliginin belirlenmesi
ve 2018-2020 yillart arasinda iilke genelinde toplanan ¢ig siitlerde aflatoksin M1
diizeylerinin yillar ve mevsimler arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi amaci ile

yapilmuistir.

Gereg ve Yontem: Bu arastirma, Eyliil 2018-Agustos 2020 yillar1 arasinda KKTC’de
7 farkli ilgenin iretim bogelerinden toplamda 1026 ¢ig siit 6rnegi toplanarak
yapilmustir. Aflatoksin M1 analizleri Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

(HPLC) yontemi kullanilarak yapilmustir.

Bulgular: Yanlizca 2020 yilinda toplanan 318 ¢ig siit 6rneklerinin AFM1 diizeyi
ortalama 14,4+16,99ng/L olarak tespit edilmistir. Keci sttlinin (23,9+17,77ng/L)
ortalama AFML1 dizeyi, inek (13,7+£16,75ng/L) ve koyun (14,0+17,33ng/L) sutlne
gore daha yiiksektir. Farkli hayvan tiirlerinin sitlerindeki AFM1 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlemlenmistir (p<0,05). AFM1 duzeyleri
aylara gore incelendiginde ise, en yiiksek degerler Ocak ve Nisan aylarinda
saptanmigtir (p<0,05). 2018-2020 yillar1 arasinda mevsimsel ve yillar arasindaki
farkliliklar1 incelemek icin analiz edilen toplam 1026 ¢ig siit orneginin AFMI1
kontaminasyonu ise ortalama 26,4+£17,96 ng/L olarak tespit edilmistir. Cig siit
orneklerinin yalnizca %11,4'Untn Avrupa Birligi yasal smirini (50 ng/L) astigi
saptanmigtir. Cig siit drneklerinde AFM1 kontaminasyonu insidansi sonbahar ve kis
aylarinda (sirasiyla ortalama 31,77+19,21 ng/L ve 26,96+20,77 ng/L) ilkbahar, yaz
aylarindan (sirasiyla ortalama 19,00+18,53 ng/L ve 7,51+11,31 ng/L) c¢ok daha



yiikksektir. Bu nedenle sonbahar ve kis mevsimlerinde ¢ig siitte AFMI

kontaminasyonunun izlenmesi énemlidir.

Sonug: Calisma sonucunda, ¢ig siit orneklerindeki AFM1 konsantrasyonlarinin
Avrupa Komisyonu ve Tiirk Gida Kodeksi limitlerine (<50ng/L) uygun oldugu ve halk
saglig1 acisindan risk olusturmadig tespit edilmistir. Kuzey Kibris’ta ilk kez yapilan
bu kapsamli ¢alisma, iilke genelinde ¢ig siitte AFM1 kontaminasyonunun yonetimini

ve gelecekteki risk analizini kolaylastiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Cig siit, aflatoksin M1, HPLC, Gida giivenligi



Evaluation of the presence of aflatoxin M1 in various raw milk samples and
determination of its levels in North Cyprus

Name of Student: Cangul Tuncay
Advisor: Prof. Dr. Adile Oniz

Department: Nutrition and Dietetics

ABSTRACT

Objective: This research was carried out to determine the frequency of contamination
of raw milk produced in North Cyprus with aflatoxin M1 according to milk types,
months and production regions, and to evaluate the differences in aflatoxin M1 levels
between years and seasons in raw milk collected across the country between 2018-
2020.

Materials and Methods: This research was carried out by collecting a total of 1026
raw milk samples from the production regions of 7 different provinces in North Cyprus
between September 2018 and August 2020. Aflatoxin M1 analyzes were performed
by using the HPLC method.

Results: The mean AFM1 level of 318 raw milk samples collected in 2020 alone was
determined as 14.4+16.99 ng/L. AFML1 level of goat milk (23.9£17.77 ng/L) is higher
than that of cow (13.7+16.75 ng/L) and sheep (14.0+17.33 ng/L) milk. Statistically
significant differences were observed between the AFM1 levels in the milk of different
animal species (p<0.05). When AFM1 levels were analyzed by months, the highest
was found in January and April (p<0.05). AFM1 contamination of a total of 1026 raw
milk samples analyzed to examine seasonal and inter-year differences between 2018
and 2020 was found to be 26.4+17.96 ng/L on average. It was determined that only
11.4% of the raw milk samples exceeded the European Union legal limit (50 ng/L).
The incidence of AFM1 contamination in raw milk samples is higher in autumn and
winter (mean 31.77£19.21 ng/L and 26.96+20.77 ng/L, respectively), than spring and
summer (mean 19.00£18.53 ng, respectively). /L and 7.51+11.31 ng/L). Therefore, it

is important to monitor AFM1 contamination in raw milk in autumn and winter.



Conclusion: As a result of the study, AFM1 concentrations in raw milk samples were
found to be in compliance with the European Commission and Turkish Food Codex
limits (<50ng/L) and it has been determined that it does not pose a risk to the public.
This is the first comprehensive study made in North Cyprus which will facilitate the
management and future risk analysis of AFM1 contamination in raw milk across the

country.

Keywords: raw milk, aflatoxin M1, HPLC, food safety



1.GIRIS
1.1. Kurumsal Yaklasimlar ve Kapsam

Siit, insan yasaminin her evresinde gerekli olan besin degeri yiiksek bir
besindir. Biiylime, gelisme, insan sagliginin korunmasi ve siirdiirtilebilmesi i¢i gerekli
makro ve mikro besin 6geleri i¢in iyi bir kaynaktir. Siitlin besleyici 6zellikleri yaninda
ayrica kemik sagligi, obezite, kanser, hipertansiyon gibi bir¢ok kronik hastaliklarla
iliskisini gbsteren arastirmalar bulunmaktadir. Ayrica probiyotik mikroorganizmalar
araciligl ile fermente edilmis siitlerden elde edilen probiyotik siitlerin, bagisiklik
sistemini  guclendirici, antimikrobiyal, antimutajenik, antikarsinojenik ve
antihipertansif 6zellikleri bulunmaktadir (Demirgiil ve Sagdic, 2018; Unal ve Besler,
2008; Duarte ve ark., 2013).

Siit tiikketiminin besleyici ve sagliga olumlu etkilerine karsin, ¢ig siit halk
sagligr lizerinde ciddi riskler olusturabilecek ¢ok sayida ve farkli kaynaktan
mikrobiyal kontaminasyona ugramaktadir. Cig siitteki en 6nemli kontaminasyon
kaynagi ise aflatoksinlerdir. Siit ve siit lirlinlerindeki aflatoksin varliginin gelismekte
olan iilkeler basta olmak ilizere diinya capinda Onemli bir halk sagligi sorunu
olusturmaktadir (Kupiec, 2004; de Rocha ve ark. 2014). Aflatoksinler besinlerde ve
yemlerde bulunan toksik fungal metabolitlerdir. Ruminantlar laktasyon déneminde
Aflatoksin B1 (AFB1) ile kontamine yemlerle beslendiklerinde, toksin sindirim
sisteminde metabolize olarak siitte Aflatoksin M1 (AFM1) olusumuna neden
olmaktadir. Aflatoksinler, bagisiklik sisteminin baskilanmasi, timdr olusumu, ciddi
karaciger hasari, karsinojenik ve teratojenik etkilere yol agmasi nedeni ile insan ve
hayvan saglig1 iizerinde 6nemli derecede olumsuz etkilere sahip olabilen bilesiklerdir

(Ketney ve ark. 2017; Kos ve ark. 2016).

Cig siitte yiiksek oranlarda bulunabilen AFM1, insan sagligi i¢in dnemli risk
olusturmaktadir. Ozellikle daha 6nce iilkemizde bu konuda yapilmis bir ¢aligmaya
literatlirde rastlanmamasi sebebiyle, Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nde (KKTC)
uretilen ¢ig inek, koyun ve keci sitlerinde AFM1 varliginin belirlenmesi ile saptanan
miktarlarin yasal diizenlemeler dikkate alinarak halk sagligi yoniinden tehlike
olusturup olusturmadiginin belirlenmesi {ilke genelinde bir yol gosterici olacaktir.

Beslenme ve diyetetik, insan ve hayvan sagligi ve gida miihendisligi vb bilim



alanlariin merkezinde yer alan bu ¢alismada; siit ve siit tirlinlerini ifade etmek igin,
uluslararast giincel literatiir ile uyumlu olarak siklikla “gida/food” terimleri

kullanilacaktir.

1.2. Amag

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde tiretilen ¢ig inek, koyun ve kegi siitlerinin
igerigindeki AFM1 varliginin ve miktarinin arastirilmasi, yasal diizenlemeler dikkate
alinarak halk sagligi yoniinden tehlike olusturup olusturmadiginin belirlenmesi ve

saglik agisindan olusacak risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi amaglanmaktadir.
Bu c¢alisma ile;

1. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti genelinde iiretilen ¢ig inek, koyun ve Kegi
sttlerindeki AFM1 varligin1 belirlemek,

2. Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti genelinde iiretilen ¢ig inek, koyun ve keci
sttlerindeki AFM1 duzeylerini belirlemek,

3. Ulke genelinde bolgelere gore AFM1 diizeylerini saptamak,
4. Mevsimlere gore AFM1 diizeylerini belirlemek,
5. Yillara gore AFM1 diizeylerinin degerlendirilmesi,

5. Aflatoksinin gelismini 6nlemek i¢in alinmasi gereken Onlemlerin belirlenmesi

hedeflenmistir.
1.3. Hipotez

1. KKTC’de iiretilen ¢ig inek, koyun ve kegci siitlerinin iiretiminin daha ¢ok kirsal
kesimlerde olmasindan dolayr siitlerdeki AFM1 oraninin yiiksek oldugu

onguralmektedir.
2. Aylara bagl olarak AFM1 oran1 degisiklik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

3. Kis aylarinda siitteki AFM1 miktar1 diger aylara gore daha yiksek oldugu

Ongorulmektedir.

4. Yillara gore AFM1 miktarlarinda azalma goriilmesi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sutin Beslenmedeki Roli

Siit, binlerce yildir doganin en eksiksiz besini olarak bilinmekte ve su anda
diinyada 6 milyardan fazla insanin beslenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Kiiresel siit iiretiminde biiyiikbas hayvan siitii hakim olup, siit iiretimindeki artis son

30 yilda %60 oraninda artmistir (GOrska-Warsewicz ve ark., 2019; FAO, 2018).

Siit, insan yasaminin her evresinde gerekli olan besleyici bir besindir. Ozellikle
cocuk beslenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Biiyiime, gelisme, insan sagliginin
korunmas: ve siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli makro ve mikro besin 6geleri i¢in iyi bir
kaynaktir. Ozellikle protein, kalsiyum, fosfor ve riboflavin basta olmak iizere birgok
besin dgesinin énemli kaynagidir (Unal ve Besler, 2008; Karadal ve ark., 2018). Siit
icerdigi makro ve mikro besin Ogeleri sebebiyle, ozellikle gelisme c¢agindaki
cocuklarin yeterli ve dengeli beslenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir. Sutlin besleyici
Ozellikleri yaninda ayrica obezite, kemik sagligi, hipertansiyon, kanser gibi bir¢ok
farkli kronik hastaliklarla iliskisini gdsteren arastirmalar bulunmaktadir. Ozellikle
cocukluk ¢agi, gebe ve emziklilik ve yaslilik dénemlerinde kemik sagligi agisindan
biiyiik 5nem tagimaktadir (Unal ve Besler, 20

08, Duarte ve ark., 2013).

Sit grubunda yer alan besinlerin igerdigi protein kaliteli protein olup, 6zellikle
cocukluk cagi donemde bliyime ve gelisme igin, yetiskinlerde ise doku onarimi ve
viicudun c¢aligmast i¢in gereklidir (Baysal ve ark., 2013; TUBER, 2015).

Ozellikle sut proteinleri, viicutta biiyiime ve gelismeye katkisi, doku
farklilagsmasindaki etkinliginin yani sira; kalsiyum emilimi ve bagisiklik fonksiyonlar
tizerinde, kan basincini ve kanser riskini azaltici, viicut agirliginin kontrolii ve dis
ciiriiklerine kars1 koruyucu potansiyel olumlu etkileri bulunmaktadir (Unal ve Besler,
2008).

Sut ve sut drinlerinde yuksek miktarlarda bulunan kalsiyum ise diger besin
kaynaklarina kiyasla vicut tarafindan daha iyi kullanilmaktadir. Ayrica kemik ve

dislerin gelisimi ve hiicre ¢aligmasi ig¢in 6nemli bir role sahiptir. Sut grubunda yer alan



besinleri tiim yas gruplarinin Onerilen miktarlarda tiiketmesi gerekmektedir (Tablo
2.1.1.). Bununla birlikte, ileri yaslarda siit tiikketiminin devam edebilmesi agisindan,
cocukluk ¢agi donemde siit igme aligkanliginin kazanilmasi 6nemlidir (Bozhiyik ve
ark., 2012).

Tablo 2.1.1. Yas gruplarina gore siit ve iiriinleri i¢in giinliik 6nerilen porsiyon

miktarlan (TUBER, 2015).

Porsiyon
Yas Erkek Kiz
1-3yas 4 4
4 — 6 yas 3-4 3-4
7-9 yas 3 3
10 - 18 yas 4 4
19 -65 yas 3 3-4
65 yas ve iizeri 4 4

2.2. Siitiin Besin Ogesi Kompozisyonu

Pek cok faktdr sitiin bilesiminde bulunan besin 6gesi kompozisyonunu
etkilemektedir. Siit kompozisyonunu etkileyen etmenler, mevsim, hayvanin yasi,
genetik yapi, gevresel faktorler, laktasyon safhasi, iiretim seviyesi gibi etmenler olup,
beslenme disindaki faktorlerden de etkilenebilmektedir. Ayrica siitiin besin 0gesi

icerigi hayvanin tiiriine gore de farklilik gostermektedir (Kala¢ ve Samkova, 2010).

Stitiin ana bilesenleri karbonhidrat, protein, yag, su, vitamin ve mineraller olup,
yaklasik olarak %4-5 karbonhidrat, %3 protein, %3.25 yag, %87 su, %0.7 kil, 0.8
mineral ve %0.1 vitamin icermektedir (Pereira, 2014; Haug ve ark., 2007). Ulusal gida
kompozisyon veri tabanina gore siit tiirlerinin besin 6gesi igerikleri Tablo 2.2.1, 2.2.2.
ve 2.2.3.’te verilmistir (TURKOMP, 2021).



Tablo 2.2.1. Cesitli siit tiirlerine gére 100 gram sdtln besin ogesi icerigi
(TURKOMP, 2021)

Sut Tard | Enerji Karbonhidrat Laktoz | Protein | Yag Su
(Kkal) (9) (9) (9) @ | (9
Inek 64 4.78 3.38 3.17 357 87.83
Kegi 71 4.40 4.43 3.55 432 86.9
Koyun 89 4.51 4.70 5.49 540 83.76
Manda 119 5.00 4.64 4.05 9.25 81.03

Tablo 2.2.2. 100 gram suitte bulunan baz1 vitaminlerin miktarlar1 (TURKOMP,

2021)
sutTari  AVit. DVit. EVit. BiVit B:Vit. Bp Vit. Folat
(RE) (V)  (e-te) (mO) (mg) (H9) (H9)
inek 35 6 012  0.04 0.16 0.44 7
Kegi 34 0 014  0.02 0.24 0.62 7
Koyun 46 35 020 001 0.48 0.69 7
Manda 64 25 0.18  0.09 0.02 0.41 9

Tablo 2.2.3. 100 gram siitte bulunan bazi1 minerallerin miktarlar1 (TURKOMP,

2021)

Sut Sodyum Potasyum Kalsiyum Magnezyum Fosfor Demir Cinko
Tard  (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (9  (mog)
Inek 37 151 98 9 78 0.02 0.33
Kegci 34 175 126 11 97 0.04 0.42

Koyun 49 112 173 13 131 0.10 0.49



Manda 53 127 162 16 9 0.09 0.54

Inek, keci, koyun, manda gibi bircok hayvanin siitii insan beslenmesinde
kullanilmaktadir. Ortalama olarak %87°si su olan siit, 100’den fazla farkli bilesen
icermektedir. Sut protein, kalsiyum, fosfor, ve baz1 B vitaminleri agisindan iyi bir
kaynaktir (Kala¢ ve Samkova, 2010; Pfeuffer ve Watzl, 2018). Mevsimsel degisim,
fizyolojik etkenler, hastalik durumu gibi bir¢ok etken besin 0gesi igerigini
etkilemektedir (Pereira, 2014). Yapilan arastirmalar dogrultusunda, ilkbahar ve
sonbahar mevsimleri arasindaki degerlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bildirilmistir. Sonbahar doneminde, protein, yagsiz kuru madde ve kiil igerikleri
yuksek iken, ilkbahar doneminde yag miktarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Unal ve Besler, 2008).

Genel olarak siitiin besin 6gesi kompozisyonu igerisinde karbonhidrat, protein,
yag gibi makro besin 0geleri biiyiikk oranda yer almaktadir. Ancak az miktarlarda
bulunan mikro besin dgeleride biiyiik énem tasimaktadir. Ornegin siitte bulunan
vitaminler besin degeri acgisindan 6nem tasimakta, enzimler cesitli reaksiyonlari
katalize etmekte, bazi bilesenler ise siitiin duyusal niteliklerini etkilemektedir (Franzoi

ve ark., 2018; Pfeuffer ve Watzl, 2018).

Siit genellikle insan beslenmesinde dnemli bir protein kaynagi olarak kabul
edilmekte ve yaklasik 32 g/L protein saglamaktadir. Yiiksek kaliteli protein igeren inek
stitiiniin ortalama %3’ proteinlerden olusmaktadir (Pereira, 2014). Protein
fraksiyonu, whey ve kazein proteinleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Whey proteinleri,
slt proteini fraksiyonunun % 20'sini, kazeinler ise %80'ini olusturmaktadir. Her ikisi
de insanlarin amino asit gereksinimleri, sindirilebilirlik ve biyoyararlanim gz 6nlinde
bulundurularak yiiksek kaliteli proteinler olarak siniflandirilmaktadir (Franzoi ve ark.,
2019). Amino asit profili, iki fraksiyon arasinda oldukg¢a farklidir. Whey proteini,
ozellikle dalli zincirli amino asitler, yani 16sin, izoldsin ve valinin yani sira lizin
acisindan zengindir, kazein ise daha yiiksek histidin, metiyonin ve fenilalanin oranina

sahiptir (Visentin ve ark., 2017).

Sit yaginin biiyilk bir kismi kompleks yapida olan trigliseridlerden
olusmaktadir. Diger lipid bilesenleri ise fosfolipid, kolesterol, serbest yag asitleri,

mono ve digliseridlerdir. Trigliseritdler, siit yagi fraksiyonunun %98'ini olusturken,
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diagilgliserol %2, kolesterol <%0,5, fosfolipidler %1 ve serbest yag asitleri %0,1
oraninda bulunmaktadir. SUt yagi, doymus yag icermesine ragmen kronik hastaliklar
icin olumlu etkinlikleri olan konjuge linoleik asit, sifingomiyelin, bitirik asit, miristik
asit gibi yag asitlerini igermesinden dolay1 saglik agisindan 6nemli bir yere sahiptir

(Muehlhoff ve ark., 2013; Gorska-Warsewicz ve ark., 2019).

Sat, temel kalsiyum kaynagi olmasi ile birlikte, mineral fraksiyonunda fosfor,
magnezyum, ¢inko ve selenyum gibi diger mineralleride icermektedir. Kalsiyum sutte
en fazla bulunan mikro elementtir. Yetiskin bir bireyin giinliik kalsiyum gereksinimi
ortalama 1200 mg’dir (Pietrzak-Fiecko ve Kamelska-Sadowska, 2020).

Sutte bulunan vitaminler ise, A, D ve E vitaminlerinden ve ayrica tiamin ve
riboflavin gibi suda ¢oziinlir B kompleks vitaminlerinden olusmaktadir. Siitte yagda
¢ozlnen vitaminlerin konsantrasyonlart siit yagi i¢erigine baglidir, bu nedenle az yagh
ve yagsiz siit tirleri daha diisiik miktarlarda A, D ve E vitaminlerine sahiptir. Bazi
tilkelerde, yagsiz siit, besinsel zenginligini artirmak i¢in A ve D vitaminleri ile takviye
edilmektedir (Gorska-Warsewicz ve ark., 2019). A vitamini o6zellikle biylme,
gelisme, bagisiklik ve goz sagligr agisindan 6nemlidir. Siitteki icerigi esas olarak yag
miktaria bagli olmakla birlikte hayvan yemi ve mevsim gibi faktorlere de baglidir.
Tam yagl siit genellikle iyi bir A vitamini kaynag olarak kabul edilir ve yaklasik 172
mg/100g A vitamin igermektedir, bununla birlikte az yagl veya yagsiz siitteki A
vitamini igerigi sirastyla 102 mg/100 g ve 5 mg/100 g kadar diisiik olabilmektedir. Bu
nedenle, birgok iilke, ozellikle ¢ocuklarda beslenme durumunu iyilestirmek ve A
vitamini eksikligini azaltmak i¢in yagi azaltilmig siit tirtinlerini takviye etmeyi tercih
etmektedir (Parnell ve ark., 2011). Ayrica D vitamini agisindan iyi bir kaynak olarak
kabul edilmesine ragmen, siitiin kendisi takviye edilmedigi siirece 6nemli miktarda D

vitamini icermemektedir (Rizzoli, 2014).

11



2.3. Suttin Saghk Uzerine Etkileri

St ve sut dranleri insan beslenmesinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Siit
ve sut Grdnlerinin insan sagligini iyilestirilmesi ve gelistirilmesi igin ylksek potansiyel
bir etkiye sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Ozellikle son yillarda, saglk
acisindan 6neminin anlagilmasi ile siit ve saglik iligkisi tizerindeki ilgi daha da artmistir

(Demirgul ve Sagdig, 2018).

Yapilan ¢alismalar dogrultusunda, cesitli siit ve siit iirlinlerinin antimikrobiyal,
antimutajenik, antikarsinojenik, antihipertansif ve antidiyabetik 6zelliklerinin oldugu
bildirilmistir. Siitiin probiyotik mikroorganizmalarla fermente edilmesi sonucunda
elde edilen probiyotik stt Grinlerinin, tuketicilerin immiin fonksiyonlarini arttirarak,
potansiyel olarak hastalik riskini azaltitig1 saptanmustir. Ayrica siit tiiketimi ile birlikte,
viicut agirh@min korunmasi, obezite, dis ¢iiriigii, kemik erimesi, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, zayif gastrointestinal saglik ve kolorektal kanser gibi
birgok cesitli hastaligi 6nlenmesinde de potansiyel etkiye sahiptir (Sekil 1) (Thorning
ve ark., 2016).

/
/
/
|
|
1
\
\

SUT TUKETIMI

\ VE
SAGLIK

Sekil 1. SUt tiketimi ile saghk arasindaki iliski (Olumlu etki |, etki yok —)
(Thorning ve ark., 2016’dan uyarlanmstir)
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Tip 2 diyabet prevalansindaki artisin biiyiik bir kismi obeziteye baglh
gelismektedir. Bu nedenle viicut agirligi kontrolii icin siit ve siit tirlinlerinin roliinii
degerlendirmek 6nemlidir. Diinya genelinde ¢ocukluk ¢agi obezitesi, yetiskin doneme
kadar devam edebilmektedir (Dietz ve Gortmaker, 2001). Bu nedenle ¢ocukluk ¢agi
obezitesinin erken 6nlenmesi 6nemlidir. Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, okul
oncesi ve okul cagindaki ¢ocuklar arasinda siit alimi ile sigmanlik arasinda bir iliski
olmadigini gosterilmistir (Dror, 2014). Bununla birlikte, ergenlik déneminde koruyucu
etki goOsterdigi saptanmustir. Lu ve digerleri tarafindan yapilan bir meta-analiz
calismasinda, siit tliketimi yiiksek olan c¢ocuklarin asir1 kilolu veya obez olma
olasiliginin, siit tliketimi diisiik olan ¢ocuklara kiyasla %38 daha az oldugu
saptanmistir. Glinde bir porsiyon siit alimindaki artis, %0,65 daha diisiik viicut yag: ve

%13 daha diisiik asir1 kilo veya obezite riski ile iliskilendirilmistir (Lu ve ark., 2016).

Siit ve siit iirlinleri, yiiksek kaliteli protein kaynaklaridir. Protein, asir1 enerji
tilkketimini 6nlemeye yardime1 olan ve boylelikle viicut yag depolarini azaltan yiiksek
doyurucu etkisi nedeniyle agirlik kaybi1 ve sonraki agirlik koruma asamasinda
onemlidir (Bendtsen ve ark., 2013). Yapilan ¢alismalar, yetiskinlerde siit tirtinlerinin
tiketimi ile agirlik kaybini kolaylastirdigini ve viicut kompozisyonunu iyilestirdigini,
yani viicut yag kiitlesini azalttigin1 ve enerji kisitlamasi sirasinda ve kisa siireli
calismalarda yagsiz viicut kiitlesini korudugu bildirilmistir (Abargouei ve ark., 2012;
Booth ve ark., 2015). Sonug olarak, siit ve siit irinleri agisindan zengin bir diyetin,
cocukluk c¢agi obezitesi riskini azalticit ve yetiskinlerde viicut kompozisyonunu
tyilestirici potansiyel etkileri bulunmaktadir. Boylece obeziteye bagli gelisen tip 2
diyabet riskini azaltmaya da katkida bulunmaktadir (Thorning ve ark., 2016).

Yapilan ¢alismalar dogrultusunda, siit ve sut drdnlerinin genellikle kan
basincini diisiirdiigii kabul edilmektedir. Gunde 200 ml sut tiketimi ile inme riskini
%7 azalttig1 bildirilmistir (Thorning ve ark., 2015). Bununla birlikte yapilan bagka bir
caligmada, siit, peynir ve yogurt tlketiminin kardiyovaskiiler hastalik riski ile ters
iliskili oldugu bulunmustur (Raziani ve ark., 2016). Qin ve digerleri tarafindan yapilan
bir meta-analiz ¢alismasinda, diizenli siit iirinleri tiiketen bireylerin, hi¢ stt Grlnleri
tiketmeyen veya az tiiketen bireylere kiyasla %12 daha diisiik kardiyovaskiiler
hastalik riski ve %13 daha diisiik inme riski ile iligkili oldugunu bulunmustur (Qin ve
ark., 2015). Baska bir ¢alismada ise, yuksek sut tiketimi ile %9 daha diisiik inme riski
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ile iligkili oldugunu, ancak kardiyovaskiiler hastalik veya koroner kalp hastalig1 ile
hi¢bir iliski bulunamadig1 saptanmistir. EK olarak, sutten kaynaklanan, doymus yag
asidi C17:0'1n yiiksek plazma seviyelerinin, koroner kalp hastaligi riskinin azalmasiyla
iliskili oldugu bulunmustur (Hu ve ark., 2014; Chowdhury ve ark., 2014). Genel olarak
yapilan ¢aligsmalar dogrultusunda, yiksek miktarda sut ve sit {irtinleri aliminin, (200-
300 ml/gln), kardiyovaskiler hastalik riskini artirmadigini ancak hipertansiyon ve

inme riskini azalttig1 bildirilmistir (Thorning ve ark., 2015).

Siit iirlinleri tiiketimi ile kanser arasindaki iligki, Diinya Kanser Arastirma Fonu
ve Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii tarafindan ayrintili olarak incelenmektedir
(Givens ve Hobbs, 2014). Raporlar sonucunda, sut tiketiminin 6zellikle kolorektal ve
mesane kanserine karsi korudugunu, ancak prostat kanserinde olas1 bir artisla iligkili
oldugunu belirtmistir. Kanserle olan bu iligkiler su anda tam olarak anlagilmamis olsa
da, Ozellikle kalsiyum takviyeleri ile kolon kanseri riski tzerinde faydali bir etki de
bildirilmistir. Ancak bu konuda c¢ok daha fazla calismaya ihtiyag duyulmaktadir
(Givens ve Hobbs, 2014; Aune ve digerleri, 2012).

Diisiik Kan + Biyoatif peptidler
Basma . Kalsiy“m
* Magnezyum

A . Bi_voat.if.lipi(ller—
inflamatuar FDSfO]lpldlBl’fCLA
» Biyoaktif Peptidler

Kolesterol
Diizeyinde * HDL Yiiksekligi - KZYA
Degisiklik

* Biyoatif lipidler
» Biyoaktif Peptidler

Sekil 2. Siit tiiketiminin, insan saghg iizerindeki potansiyel etkileri; (CLA:
Konjuge linoleik asit, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein KZYA: Kisa zincirli
yag) (Lordan ve ark., 2018’den uyarlanmstir)
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2.4. Sut Uretimi ve Tuketimi

Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (World Food and Agricultural Organization-
FAQO) son yillarda diinyadaki stt Gretiminin yilda yaklasik %3 oraninda artmakta
oldugunu bildirmistir (FAO, 2015). Bununla birlikte siit ve sit Grlnlerine olan talep
ise yilda ortalama %4 oraninda artmaktadir (FAO, 2015). FAO verilerine gore, st
tiretiminin %83°1 inek, %14’ manda, %2’si kegi, %1’1 koyun ve %0.3’li deve
sttiinden dretilmektedir (FAO, 2018). Niifus ve kisi basina tiiketimdeki artigin bir
sonucu olarak, diinya ¢apinda siit ve siit tirinleri talebinin artmaya devam etmesi

beklenmektedir (Coetzee, 2014).

fcme siitleri iiretim asamasinda, ¢ig siitlerin mikrobiyolojik agidan giivenilir
hale getirilmesi amac ile 1s1l islem uygulamalarina tabi tutulmaktadir. Tiirk Gida
Kodeksi, Cig Siit ve Isil Islem Gormiis igcme Siitleri Tebligi’ne gore igme siitii, ‘‘Cig
slitlin; pastorizasyon, yiiksek sicaklikta pastOrizasyon, UHT (Uzun omdrla
sterilizasyon) veya sterilizasyon islemlerinden biri uygulanarak elde edilen ve bagka
bir isleme gerek kalmadan tiikketime sunulan siit’” olarak tanimlamaktadir (Urgu ve

ark., 2017; Anonim, 2019).

Patorizasyon islemi; Diisiik Sicaklik Uzun Siire Patorizasyon, Yiiksek Sicaklik
Kisa Siireli Pastorizasyon ve Cok Yiiksek Sicaklik Pastorizasyon olarak iice

ayrilmaktadir (Anonim, 2019).

Diisiik Sicaklik Uzun Siire Pastorizasyon islemi; ¢ig siite en az 63°C’de, 30
dakika da uygulanan bir islemdir. Uzun siireli diisiik sicaklik yada esdeger etkiyi
saglayan diger sicaklik-zaman kosullarinin kombinasyonunu iceren ve bu
uygulamalardan sonra alkali fosfataz testi yapildiginda, Urtnlerin negatif reaksiyon
gosterdigi bir uygulamasidir (Melini ve ark., 2017; Popovi¢-Vranjes ve ark., 2015;
Anonim, 2019).

Yiiksek Sicaklik Kisa Siireli Patorizasyon islemi; ¢ig siite en az 72°C’de 15-20

saniye uygulanan kisa stireli yliksek sicaklik uygulamasidir.

Cok Yiiksek Sicaklik Pastorizasyon islemi; 85°C ve lzerinde kisa siireli (15
saniye) uygulanan bir islemdir. Bu uygulama sonrasinda alkali fosfataz ve peroksidaz

testi yapildig1 zaman, Uruinlerin negatif reaksiyon gosterdigi uygulamasidir.
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Pastorize islemi uygulanarak iretilen siitler, iiretimden hemen sonra 6°C’yi
geemeyecek sicaklikta sogutulmalidir (Melini ve ark., 2017; Popovi¢-Vranjes ve ark.,

2015; Anonim, 2019).

UHT islemi; 135°C'den az olmayan kisa siireli (2-5 saniye) yiiksek sicaklikta
siitiin  stirekli akisin1 igeren, aseptik kosullarda kapatilmis ambalajlarin  oda
sicakliginda muhafaza edilmesi halinde, iirtinde canli mikroorganizma veya gelisim
kabiliyetine sahip sporlarin olmamasini saglayan 1s1l islem uygulamasidir (Melini ve

ark., 2017; Popovi¢-Vranjes ve ark., 2015; Anonim, 2019).

Sterilizasyon islemi ise; Oda sicakliginda saklanabilen ticari olarak steril bir
iriin liretmek amaci ile normal depolama sartlarinda bozulmaya neden olacak tiim
patojen mikroorganizmalar1 ve sporlar1 yok eden hermetik ambalajli {iriine, en az
115°C'de 13 dakika veya 121°C'de 3 dakika gibi uygun zaman sicaklik
kombinasyonunda, yliksek sicaklikta uzun siireli uygulanan isil islem uygulamasidir

(Melini ve ark., 2017; Popovi¢-Vranjes ve ark., 2015; Anonim, 2019).

Icme siitlerine uygulanan 1s1l islem uygulamalari disinda, halk arasinda
geleneksel yontem olarak uygulanan kaynatma islemide bulunmaktadir. Kaynatma
islemi, siite 90-95°C’de 10-15 dakika siire uygulanan bir islem olup, siitte bulunan
patojen mikroorganizmalarin tamamini Oldiirmeyebilmektedir. Ayrica kaynatma
islemi ile siitiin i¢cindeki besin 6gelerinde, 6zellikle vitaminlerde (Tiamin, Riboflavin,
Niasin, Bi2 ve Folat) %60-100’e kadar kayiplar meydana gelebilmektedir. Bu nedenle
tiketicilerin  sokakta satilan islem gormemis ¢ig siitleri satin almalar

onerilmemektedir (Yibar ve Kiigiik, 2019; Popovié-Vranjes ve ark., 2015).
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Tablo 2.4.1. Siit 1s1l islemlerinin mikrobiyolojik ve beslenme kalitesine etkileri (Melini ve ark., 2017)

- St enzimleri tam olarak

inaktive edilmemistir.

Isil islem Isitma Kosullar: Raf Omrii ve Saklama Mikrobiyolojik Etki Beslenme Etkisi
Kosullari
15 saniye icin 72°C Sogutulmus kosullar Patojenlerin (M. tuberculosis Kazein yapisi iizerinde ¢ok az etki
(20 saniye icin 75°C) | (cig siit kalitesine gore 3—21 | dahil), kiiflerin, mayalarin ve - Whey protein yapisinda kiguk
Pastorize giin < 7°C) ¢ogu bakterinin inaktivasyonu | degisiklikler
- Lizin kayb1
- Yag asidi profili izerinde etkisi yoktur
- Cogu vitamin igeriginin azalmasi,
ancak toplam diyet alimlarinda ¢ok az
etkisi olmasi
- Siit mineral igerigi ve biyoyararlanimi
lizerinde etkisi yoktur.
20 saniye i¢in >85°C | Sogutulmus kosullar -Patojenlerin ve tim bitkisel Kazein yapisi lizerinde ¢ok az etki
(2-5 saniye igin (¢ig siitiin kalitesine gore mikroorganizmalarin - Whey protein yapisinin denatiirasyonu
Yiiksek Sicakhk | 115-120°C) 45-60 gun icin < 7°C) inaktivasyonu - Lizin kayb1
Pastorize - Bakteriyel sporlar éldirilmez | - Yag asidi profili Uzerinde etkisi yoktur

- Cogu vitamin iceriginin azalmasi
- Siit mineral igerigi ve biyoyararlanimi

Uzerinde etkisi yoktur.
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Tablo 2.4.1.’in devamu

Isil Islem Isitma Kosullari Raf Omri ve Saklama Mikrobiyolojik Etki Beslenme Etkisi
Kosullari
1-4 saniye icin 135- | 3-12 ay boyunca Tim patojen ve patojen Whey protein yapisinin denatiirasyonu
150°C sogutulmayan kosullar olmayan mikroorganizmalar ve | - lizin kayb1
UHT (5 saniye igin > (<32°C) sporlar yok edilir - Yag asidi profili Gizerinde etkisi yoktur

140°C)

- Sut enzimleri inaktive edilir
- Bazi bakteriyel proteinazlar

ve lipazlar inaktive edilir

- Cogu vitamin igeriginin azalmasi,
ancak toplam diyet alimlarinda ¢ok az
etkisi olmasi

- Siit mineral igerigi ve biyoyararlanimi

Uzerinde etkisi yoktur

Sterilizasyon

20-40 dk igin 105—
120°C
(30 dk icin 110°C)

8-12 ay boyunca
sogutulmayan kosullar
(<32°C)

Tiim patojen ve patojen
olmayan mikroorganizmalar ve
sporlar yok edilir

- Sut enzimleri inaktive edilir

- Bazi bakteriyel proteinazlar

ve lipazlar inaktive edilir

Whey protein yapisinin denatiirasyonu
-Lizin kayba,

- yag asidi profili Uzerinde etkisi yoktur,
- Cogu vitamin igeriginin azalmasi

- Siit mineral igerigi ve biyoyararlanimi

lizerinde etkisi yoktur.
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Siit 1s1l iglemleri ile ¢ig siitte bulunabilecek olan tim patojen ve patojen
olmayan mikroorganizmalar ve sporlar yok edilebilmektedir (Melini ve ark., 2017).
Ancak normal sicakliklarda dayanikli olan aflatoksinlerin timiyle parcalanabilmeleri
icin 300°C’nin {izerindeki sicakliklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle ‘‘Diisiik
Sicaklik Uzun Siire’” pastdrizasyon (63-65°C’de 30 dakika), “Yiiksek Sicaklik Kisa
Stire” pastorizasyon (72-75°C’de 15-20 saniye), ‘‘Cok Yiiksek Sicaklik’’
pastorizasyon (85°C ve 90°C’de 15 saniye) ve UHT (135°C-150°C’de 2-5 saniye),
islemleri ile siitlerdeki aflatoksin miktarinda azalma olmamaktadir (IARC, 2017,

Anonim, 2019).

Kisilerin sosyo-ekonomik ve demografik 6zellikleri, siit ve sut Grlinleri tliketim
tercihlerini 6nemli diizeyde etkileyebilmektedir. Ozellikle yas, cinsiyet, egitim,
ekonomik diizey ve ailedeki birey sayis1 sut tliketimini etkileyebilmektedir (Yibar ve
Kicuk, 2019). Ekonomik zorluklarmn, stt Gretimi ve tlketimi Uzerindeki etkileri
gelismekte olan iilkelerde daha belirgin olarak goriilmektedir. Ornegin Zimbabwe'de
toplam siit tiretimi 1980 ile 2012 arasinda yilda 260'tan 50 milyon litreye diistligii
bildirilmistir (Paraffin ve ark., 2018).

2017 yilinda yapilan bir ¢alismanin sonucunda, kentsel yerlesim yerlerinde
hanelerin taze st tiikketme olasiliklari, sehir disindaki yerlesim yerlerine gore 2,8 kat
daha fazla oldugu ve 30 yasin {lizerinde olanlarin taze siit tilketme olasiligir 30 yasin
altindaki katilimcilara gore ii¢ kat daha fazla oldugu saptanmigtir. Kentsel olmayan
alanlardaki hanelerin saticilardan taze siit satin alma olasilig1 bes kat daha yiiksektir.
Geng katilimcilarin stipermarketlerden taze siit satin alma olasiliklari {i¢ kat daha fazla
ve kadinlarin ise stipermarketlerden taze siit satin alma olasiliklarinin iki kat daha fazla
oldugu saptanmustir. Siit {iriinli se¢imi sirasinda hanehalklar1 i¢in goriiniim, tazelik,
kalite, tat, beslenme ve bulunabilirligin 6nemli olma olasilig1 kentsel bolgelerde daha
yiksek saptanmistir. Kentsel bolgelerde yasayan bireylerin, slipermarketlerden taze
slit satin alma oranlar1 yaklasik %34 olup, bireylerin satin alma nedenlerinin tiiketim
icin guvenli oldugunu diistindiikleri igin aldiklar1 bildirilmistir. Kent dis1 alanlardaki
saticilardan taze siit satin alan hanelerin ¢ogunlugu (>%50) ucuz oldugu igin satin

aldigini belirtmistir (Paraffin ve ark., 2018).
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Tirkiye’nin Tokat sehrinde ailelerin sut tiketim tercihlerini etkileyen
demografik ve ekonomik farktorleri inceleyen bir ¢alismada, ailelerin %84.8’inin agik
siit tiiketmeyi tercih ettikleri saptanmistir. Ailelerin agik siit tiiketmeyi tercih
etmelerinin sebebi ise, acik siitiin daha saglikli olmasi, yogurt yapimina daha uygun
olmast ve giivenilir bulunmasi olarak saptanmistir (Gozener ve Sayili, 2013).
Istanbul’da yapilan baska bir calismada ise ailelerin %26.5°1 acik siit tiiketmeyi tercih
ederken, %26.2°si pastorize siit tiiketmeyi tercih ettigi saptanmigtir (Karakaya ve
Akbay, 2014). Yapilan ¢alismalar dogrultusunda tiiketiciler ¢ig siitiin daha saglikli ve
sindiriminin daha kolay oldugunu diisiindiikleri i¢in tlikettikleri bildirilmistir. Ayrica
ailelerin gelir diizeyi arttikga ambalajli siit tiiketimin de arttig1 saptanmustir (Y1ibar ve
Kicuk, 2019; Mullin ve ark., 2014). Yapilan baska bir ¢alismada ise, tiiketicilerin
%69.9’u ¢ig siitii sokak saticilarindan almay1 tercih ederken %3.1°1 ise pastorize veya
UHT siit olarak almayi tercih ettikleri saptanmistir (Kadir ve ark., 2018). 2017 yilinda
Kuzey Kibris’ta 157 yetigkin bireyin katildig1 bir ¢alismada, bireylerin % 43.9’unun
hergiin siit tlikettigi ve bireylerin %74.8’inin inek siitii tiiketmeyi tercih ettikleri
bildirilmistir (Sanli, 2017). Kuzey Kibris’ta 2016 yilinda 8-10 yas cocuklarla yapilan
baska bir ¢alismada ise, cocuklarin %43.9’unun hergiin siit tlikettigi saptanmistir.
Cocuklarin %18.3’1 ise haftada 5-6 kez siit tiikketirken %20.2’si haftada 3-4 kez st
tiiketigi bildirilmistir (Tuncay, 2016).

2.5. Siitte Olusabilecek Riskler

Gida giivenligi riski, genellikle gidalardaki herhangi bir biyolojik, kimyasal
veya fiziksel maddeyi veya tiiketiciler i¢in olumsuz saglik sonuglarina neden olma
potansiyeli olan gidanin durumunu ifade etmektedir. Bu tlr riskler, birincil Gretim,
sagim, formiilasyon ve isleme, paketleme ve etiketleme, nakliye, depolama, hazirlik
ve servis sirasindaki herhangi bir zamanda st zincirine girebilmektedir (Luber, 2011,
FAO ve WHO, 2003). Cig siit tiretimi ve siit iiriinleri ile iliskili baslica gida giivenligi
tehlikeleri li¢ kategoriye ayrilabilir; Tablo 2.5.1'de gosterildigi gibi biyolojik, kimyasal
ve fiziksel riskler ¢ig siitte bulunabilecek baslica risklerdir (WHO, 2016). Cig siit
tiretiminden islemeye ve tiiketiciye kadar siit, nihai {irlinlin glivenligini ve kalitesini

etkileyen ¢esitli tehlikelere maruz kalmaktadir. Bu tehlikelerden bazilari,
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beslenmeleri, sagilmasi ve iglenmesi yoluyla hayvancilik uygulamalarindan

kaynaklanabilmektedir (Owusu-Kwarteng ve ark., 2020).

Tablo 2.5.1. Siit ve siit iiriinleri ile iliskili gida giivenligi riskleri (WHO, 2016’den

uyarlanmstir)
Biyolojik Riskler Kimyasal Riskler Fiziksel Riskler
i. Patojen bakteriler i. Dogal olarak olusan i. Metal parcalar
(bakteriler tarafindan toksinler ii. Kemik parcalari
uretilen toksinler dahil) ii. Dogrudan ve dolayli gida iii. Cam pargalar
ii. Toksijenik  kufler  / katki maddeleri iv. Bocekler veya parcalart
mantarlar iii. Bocek ilact artiklart v. Taslar / toprak / toz
iii. Parazitler iv. Veteriner ilag¢ kalintilart vi. Sac / kiirk
iv. Virusler V. Agir metaller vii. Kirlilik
v. Viral ajanlar vi. Cevresel kirleticiler viii. Boya Kabuklari

vi. Diger biyolojik riskler vii. Kalintilar
viii. Endustriyel kimyasallar
ix. Radyoaktif I

Siit tiiketiminin besleyici ve sagliga faydali etkilerine ragmen, ¢ig siit halk
saghig {lizerinde ciddi riskler olusturabilecek cok sayida ve farkli kaynaktan
mikrobiyal kontaminasyona ugramaktadir. Cig siitler, Salmonella spp., E. coli,
Campylobacter spp., Enterocolitica, L. monocytogenes, S. aureus ve Listeria gibi
tehlikeli mikroorganizmalari barindirabilmektedir. Cesitli mikroorganizmalardan
kaynakli hastalik ve toksikasyonlar, ¢ig siit veya ¢ig siitten iretilmis Urinler
tiikketildiginde insanlarda yol actig1 salginlarin nedeni olarak ¢ok sik rastlanilmaktadir
(Owusu-Kwarteng ve ark., 2020; Yerlikaya ve Kinik, 2019). Cig siitte bulunabilecek
olas1 patojen mikroorganizmalar1 yok edebilmek ve siitiin besin degerini koruyabilmek
i¢in uluslararas1t normlarda kabul goren 1s1l islemler uygulanmaktadir. Ancak ¢ig siit
kaynakl1 riskler ile pastérizasyon prosesindeki eksikliklerden kaynaklanan risklerin
yan1 sira uygun olmayan ekipman, kotii hijyen ya da insan kaynakli hatalar nedeniyle
olusan pastdrizasyon sonrasi kontaminasyonlar da meydana gelebilmektedir (Claeys
ve ark., 2013).
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Halk sagligi acisindan ¢ig siit tiiketiminden sonra olusan hastalik durumu,
tiketicinin genel saglik durumu, mikroorganizmanin patojenitesi, insan icin enfekte
doz orani, bulasan ve gelisen mikroorganizmanin cinsi ile yakindan iligkilidir. Siit
kaynakli enfeksiyonlarin sonucunda ates, terleme, diyare, agr1 ve mide kramplar1 gibi
belirtiler gorulebilmektedir. Ancak kisilerin 6nemli bir kisminda ise Gullian-Barre
sendromu, hemolitik iiremik sendrom, bazi durumlarda ise reaktif artrit ve 6liim gibi
son derece ciddi klinik semptomlarla da karsilasilabilmektedir (Sarkar, 2016).
Mikrobiyolojik bir ¢alisma ile hijyen uygulamalarini degistirmek i¢in olas1 bakteriyel
kontaminasyon kaynagini bilmek 6nemlidir. Ayrica tiiketicinin siit tiiketim durumunu
etkileyen, siit kalitesinin bozulmasini 6nleyebilmek i¢in siit izlenebilirligindeki kritik
bakteriyel kontaminasyonu hatirlamakla mimkiindiir. Tablo 2.5.2. Sit dretim
kaynaginda gida kaynakli patojenler gosterilmistir. Cig siit kaynakli hastalik salginlar
pastorizasyon sonrasi enfekte besinler ve kontamine sut driinlerinden kaynaklanan
hastaliklarla iligkilendirilmistir (Veldzquez-Ordofiez ve ark., 2019; Straley ve ark.,
2006).

Slt pazari, gida kaynakli patojenlerin ve kimyasal siit kalintilarinin olasi
maruziyetini azaltmak i¢in iyi hijyen uygulamalariyla bir kontaminasyon kaynagini
onleyen guvenli ve yiksek kaliteli drunler gerektirmektedir. Siit kontaminantlar1 ve
patojen konsantrasyonlarinin varlig, siit kalitesinin nasil oldugunun bir géstergesidir.
Siit ciftliklerinde, hayvanin meme sagligi durumu, ¢evresel patojenler, siit kimyasal
kalintilar1 ve antibiyotikler hakkinda bilgi alinmalidir. Ayrica cevre kirleticileri ve
tarimdan gelen kimyasallar, pestisit kalintilari, veteriner ilag kalintilari, siit Griinleri
uretiminde yonetim ve denetim ile siit kontaminantlarin1 nlemek i¢in diizenlenmelidir

(Sweesi ve ark., 2020; Veladzquez-Ordofiez ve ark., 2019).

Cig sutteki en 6nemli kontaminasyon kaynag: ise aflatoksinlerdir. Sutteki
AFM1 kontaminasyon seviyeleri, siit gida giivenligi Uzerinde yiiksek risk grubunda
yer almakta ve AFM1 hepatotoksik ve kanserojen etkilerinden kaynaklanan ciddi bir
saglik riski olarak gortilmektedir. Sutte aflatoksin kontaminasyonu, yemler, misir ve
konsantre yemler araciligr ile gelismektedir (Tajik ve ark., 2007). Cig siit {iretiminde
diizenleyici sinirlar koyarak siit iiriinlerindeki aflatoksinlere maruz kalma limitini
izlemek Onemlidir. Sut drnleri Gretiminde oOnemli bir uygulama, aflatoksin

kontaminasyonunu azaltmaya ve hayvan yemi i¢in silaj, yem ve tahillar1 uygun sekilde
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muhafaza etme yontemlerine baglidir. Silaj, gimen ve misir silajina kiyasla ¢ig siitiin
onemli bir kontaminasyon kaynagidir (Agabriel ve ark., 2007; Velazquez-Ordofiez ve
ark., 2019; Sugiyama ve ark., 2008).
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Tablo 2.5.2. Siit iiretim kaynaginda gida kaynakl patojenler ve gida zehirlenmesi (Velazquez-Ordofiez ve ark., 2019)

Meme bezi saghk durumu

Siit veren hayvanlarin saghk

durumu

Uretim ortami

Uretim kara ve su kaynagi

-S. aureus

-Streptococcus agalactiae
-Streptococcus tiirleri

-Streptococcus pyogenes
-Streptococcus zooepidemicus (B-
hemolytic Streptococcus Lancefield C
grubu)

- Corynebacterium ulcerans

-Mycobacterium bovis
-Mycobacterium avium subsp.
paratuberkiiloz

-Brucella turleri

-S. aureus MRSA-LA

-Salmonella typhimurium faji tip 561
(STM DT7)

-Listeria monocytogenes
-Salmonella tiirleri

-E. coli O 157:H7

-E. coli (STEC)

-E. coli (EHEC)
-Yersinia enterocolitica
-Enterobacter sakazakii
-Campylobacter jejuni
-Enterococcus faecalis
-Citrobacter freundii
-Bacillus cereus
-+Cryptosporidium parvum
-Coxiella burnetii*

-Toxoplasma gondii*

-Hepatitis A virsi*
-Leptospira tirleri*
-+Bacillus licheniformis
-+Bacillus subtilis
-+Pseudomonas aeruginosa
-+Clostridium disporicum
-Aspergillus tarleri
-Aflatoksin M1
-Mikotoksin B1

*Bazen

+ Enterik hastaliklarda yer alir
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2.6. Aflatoksin Tanim

Aflatoksin kelimesi iiretildigi mantarin adindan ve zehir anlamina gelen toksin
kelimesinin bilesiminden tiiretilmistir. Hayvansal gidalar, tahillar, yemler ve
kurutulmus besinlerde nem derecesi ve sicakliga bagh olarak ¢esitli mantar tirleri
hizla tireyerek, mikotoksin ad1 verilen toksin tiretmektedirler. Bu toksinler arasinda en

onemlisi aflatoksinlerdir (Rushing ve Selim, 2019).

Aflatoksinler, farkli besin ve yem iiriinlerinde bulunan toksik fungal
metabolitlerdir. Genellikle Aspergillus turleri olan Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus ve Aspergillus nomius tarafindan tiretilen 6nemli bir mikotoksin sinifidir.
Aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin G1 (AFG1), aflatoksin G2
(AFG2), Aflatoksin M1 (AFM1) ve Aflatoksin M2 (AFM2) baslica aflatoksin
smiflaridir (Rushing ve Selim, 2019).

Uzun siireli kuraklik, sicaklik, substrat bilesimi, saklama siiresi ve saklama
kosullar1 gibi faktorler, mantar gelisiminde ve aflatoksinlerin sentezinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Igbal ve ark., 2015).

AFB1, DNA hasari, gen mutasyonu, kromozom anomalileri ve hiicre
transformasyonuna neden olan, aflatoksin tiirleri arasinda en toksik, kanserojen,
teratojenik ve mutajenik bilesik olup, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan

I. sinif kanserojen olarak listelenmistir (Igbal ve ark., 2015).

Yapilan arastirmalar sonucunda, aflatoksin kalintilarinin, kontamine yemlerle
beslenen hayvanlardan elde edilen siit ve diger hayvansal tiriinlerde de bulunabilecegi

saptanmistir (Igbal ve ark., 2015).

Aspergillus flavus, toprakta ve yerde ireyen bir mantar tirti olup, piring, misir,
yer fisti§1 ve benzer bir¢ok besinle kontamine olabilmektedir. Bu besin kaynaklarinda
bir konak¢1 olarak iireyen mantar, daha sonra AFBI1 basta olmak Uzere aflatoksin
uretilmektedir. Hasat oncesi veya sonrasindaki asamanin herhangi bir noktasinda
gidalar Uzerinde mantar olugabilmekte ve bu da kontaminasyonun kontrol edilmesini

zorlastirabilmektedir (Igbal ve ark., 2015).
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Ayrica, yiiksek sicakliklar ve nem, mantarin biiylimesini kolaylastirmakta, bu
nedenle bu gevresel kosullara sahip olan Ulkeler, genellikle daha fazla gidalarda

aflatoksin kontaminasyonuna maruz kalmaktadir (Karadal ve ark., 2018).

2.7. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi

Aflatoksinler genel olarak, ‘‘difuranokumarinler’> olarak smiflandirilan
bilesikler olup, yiiksek oranda dihidrofurofuran igeren kumarin tiirevleridir.
Difurokumarolakton ve difurokumarosiklopentenon olmak iizere iki farkli kimyasal

yaptya sahiptirler (Madali ve Ayaz, 2017; Marchese ve ark., 2018).

Simdiye kadar 20'den fazla aflatoksin tiirii tespit edilmis olup, bunlardan
AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2, AFB1 ve AFB2'in giiclii bir mavi floresan sergiledigi
UV radyasyonu altinda karakterize edilirken, AFG1 ve AFG2 yesilimsi sar1 floresan
gostetmektedir. Caligmalara gore, yalmizca AFB1 ve AFB2, A. flavus tarafindan
uretilmetedir. AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2, aflatoksinlerin kokeninde bir fark
oldugunu gosteren A. parasiticus tarafindan tiretilmektedirler (Nazhand ve ark., 2020).

AFBI, kumarin yapidaki lakton haklasina bir keton olan siklopentenon
halkasina eklenmesi ile olusmaktadir. Mordtesi 1518a maruz kaldiginda mavi bolgede
guclu floresan emisyonu ile karakterizedir (Marchese ve ark., 2018). AFG tirevleri ise
kumarin yapidaki lakton halkasina ek bir lakton halkasi eklenmesiyle olusmaktadir.
AFB1 ve AFGI’in kimyasal tepkime sonucu su ile birlesmesi durumunda AFB2 ve
AFG2 olusmaktadir. Sonu¢ olarak, AFB2 ve AFG2, aflatoksin AFB1 ve AFG1’in
dihidro tirevleridir. Organizmada metabolik olarak AFB1 ve AFGI1’e okside
olmadiklari siirece biyolojik olarak inaktiftirler (Madali ve Ayaz, 2017).

AFM1 ve AFM2 gibi turevleri ise AFB1 ve AFB2’nin hidroksilasyonu sonucu
olugsmakta olup, AFM2, dihidro-aflatoksin M1’dir. AFM1, AFB1'in baslica hidroksile
metaboliti olup ve sitokrom P450 1A2'nin (CYP1A?2) etkisiyle tiretilmektedir (Madalt
ve Ayaz, 2017; Marchese ve ark., 2018). AFM1 ve AFM2 normalde gidalarda
bulunmaz, ancak bu bilesiklerin metabolitleri, AFB1 ve AFB2 ile kontamine yem
tliketilmesi nedeniyle et ve sit drunlerinde bulunabilir (Sekil 3) (Nazhand ve ark.,
2020; da Rocha ve ark. 2014).
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AFB1 ve AFM1 benzer kimyasal ozelliklere sahip olup, suda hafifce
cozunurler, polar olmayan ¢Ozticuler iginde ¢oziinmezler ve polar organik ¢ozuculer
icinde serbestce cOzunurler. Gida tiretimi sirasinda termal olarak bozulmalarini
Onleyen yliksek sicaklikta (>100C°) bile giiclii termal stabiliteye sahiptirler. Bu etki,
ozellikle siit ve siit iiriinlerinde, pastorizasyon ve diger 1s1l islemlerin tek basina diisiik
bir etki gostermesinden dolayi, aflatoksinin besinlerle kontaminasyonunun
azaltilmasinda biiyiik bir engel teskil etmektedir (Marchese ve ark., 2018; de Oliveira
ve Corassin, 2014).
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Sekil 3. Aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Nazhand ve ark., 2020)
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2.8. Gidalarin Aflatoksinlerle Kontaminasyonu

Ciftlik hayvanlarinin  beslenmesinde kullanilan yemlerin ve insan
beslenmesinde ©6nemli bir yere sahip olan besin maddelerinin aflatoksin ile
kontaminasyonu diinyanin ¢esitli bolgelerinde sik karsilasilan bir durum haline
gelmistir. Bu nedenle, toksinlerin kontaminasyonu sonucunda hem gida giivenligi,
hem de halk sagligi agisindan 6nemli bir risk olusturmakta olup, tarim endiistrisinde

de 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (O’Riordan ve Wilkinson, 2008).

Aflatoksinler hasat, kurutma, depolama, yem ve gida halinde Urlini isleme
asamasinda olusabilmektedir. Ayrica Urin tarlada gelisirken de meydana
gelebilmektedir. Aflatoksinler nem, sicaklik, kurutma hizi, ortamda bulunan fungus
veya sporlarinin yogunlugu, mikroorganizmalar arasi rekabet, {iriiniin direnci, bocek
veya diger zararlilarin faaliyeti, bitki stresi, atmosferik gazlarin bilesimi gibi ortam
degisikliklerinden etkilenmektedirler. Ozellikle aflatoksinlerin gelismesinde nem ve
sicaklik en 6nemli etkenlerdir (Coksoyler, 1999; Whitlow ve ark., 2010).

Aflatoksinler sadece 12-42°C sicakliklari arasinda tiretilmekte olup, liremeleri
icin optimal sicaklik 25-35°C olarak kabul edilmektedir (Whitlow ve ark., 2010).
Farkli kosullara baglh olarak, aflatoksin iiretim siiresi 24 saat ile 4-10 giin arasinda
degisiklik gostermektedir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda, aflatoksin iiretimi i¢in
minimum su aktivitesinin 0,85 aw oldugu bildirilmistir. Normal sicakliklarda son
derece dayanikli olan aflatoksinlerin tamamen pargalanabilmeleri igin 300°C’nin
tizerindeki sicakliklara ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle kisa siirede yiiksek 1sida
pastorizasyon islemi ile bile siitlerdeki aflatoksin miktarinda azalma olmamaktadir
(Ostry ve ark., 2017; Hassan ve ark. 2018). Aflatoksinler % 15 ve lzeri nem iceren
musir, yer fistigi, ve pamuk tohumu basta olmak {izere, ¢esitli tahillar, yem ve yem
hammaddeleri ile gidalarda kolayca Urerler ve ortam musait olunca mikotoksin
sentezleyebilmektedirler (Hassan ve Kassaify, 2014). O> ve CO varligi kufin
olusmasi ve aflatoksin tiremesi agisindan etkilidir. Havadaki CO2 kansantrasyonunun
%20 artmas1 ve Oz konsantrasyonunun %10 azalmasi aflatoksin tiretimini ve kiifiin
gelisimini belirgin bicimde baskilamaktadir (Ozkaya ve Temiz, 2003). Kifler pH 2.1-
11.2 gibi genis bir aralikta lireyebilmekte, optimum seviyede aflatoksin pH 6.0’da
ortaya ¢ikmaktadir (Ostry ve ark., 2017; Hassan ve ark. 2018).
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Ayrica gidalarda aflatoksin iiretimi, sicaklik ve su aktivitesi ile kontrol
edilebilmektedir. Diger faktorler ise sicaklik uygulamasi, modifiye atmosfer
paketleme ve koruyucu madde kullanimidir (Molina ve Giannuzzi, 2002). Bu nedenle
hava veya giineste kuruyan tahil, pamuk, yerfistig1 ve findik gibi tohumlar yaygin bir
kontaminanttir (Bonjar, 2004). Ozellikle misir yetistirme, hasat, depolama, tasima
islemlerinde en ¢ok mikotoksine maruz kalan gida iriintidiir. Hasat oncesi ve
sonrasinda A. flavus ile enfekte olan misirlarda kurutma ve depolama kosullarinin iyi
olmamasi durumunda aflatoksin kontaminasyonunda artis goriilebilmektedir (Giorni

ve ark., 2008).

2.9. Sutlerde AFM1 Gelisimi

Hayvanlar, AFB1 ve AFB2 ile kontamine yemlerle beslendiklerinde, toksin
sindirim sisteminde metabolize olarak, siitte hayvanlarin karacigerinde monohidroksi
edilmis tiirevi olan AFM1 ve AFM2 olusumuna neden olmaktadir (Frazzoli ve ark.
2017). AFM1 hem insanlarin hem de siit veren hayvanlarin siit bezlerinde siite
salgilanmaktadir (Sekil 4). Hayvanlarin genetik yapisi, sagim islemi, ¢evresel kosullar
ve mevsimsel degisimler gibi faktorlere bagli olarak AFBI1'in yaklasik %0.3-6.2'si
metabolize edilmis AFM1'e doniismekte ve siite salgilanmaktadir (Fallah ve ark.
2009). AFM1 ve AFM2 hayvanin viicudundan siit, idrar ve digki ile atilmaktadir.
Stitteki AFM1 diizeyi, siit veren hayvanlarin yemlerle aldigt AFB1 oranina bagl
olarak degismektedir. AFM1, AFB1 yemle alindiktan sonra, 6-24 saat icerisinde ¢ig
sUtte tespit edilebilmekte, 12-48 saat icerisinde en yiiksek diizeyine ulagsmakta, AFB1
alim kesildikten 72-96 saat sonra siitteki miktar1 azalmaktadir (1sleyici ve ark. 2015;
Frazzoli ve ark. 2017). Ancak bu miktar hayvanin cinsine, laktasyon periyoduna ve siit
miktarlarina bagh olarak degisebilmektedir. Ayrica, AFM1 ile kontamine ¢ig siitlerin
cok diisitk miktarlarda bile eklendikleri proses tanklarindaki siitlerin tamamini
kontamine edebilmeleri nedeni ile 1s1l islem gérmiis siitlerde AFM1°in bulunma siklig

¢ig siittekine oranla daha fazla olabilmektedir (Cankir1 ve Uyarlar, 2013).
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Aflatoxin epoxide Dihydrodihydroxy-afatoxin

Sekil 4. Karacigerde aflatoksin B1 metabolizmasi (Fallah ve ark. 2009)

SUt Uriinlerinde aflatoksin varligi; indirekt kontaminasyon ve direkt

kontaminasyon olmak Uzere 2 farkli kontaminasyona bagl gelismektedir.

Indirekt kontaminasyon; siit veren hayvanlarin beslenmesinde aflatoksinle
kontamine yemlerin kullanilmasi ile, yem tliketiminden sonra 2-3 giin boyunca siitte
AFM1 bulunmaktadir. Aflatoksinle kontamine olmayan yemlerin kullanilmasi ile
birlikte sutteki AFM1 duzeyi 2-3 giin igerisinde yok olmaktadir (Prandini ve ark.
2009). Yapilan bagka bir arastirmada ise AFB1’in tliketiminden 12-24 saat sonra sutte
AFM1 gozlendigi bildirilmistir. Ayrica soguk mevsimlerde sicak mevsimlere kiyasla
AFM1 kontaminasyonun daha yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. Bunun nedeninin ise
sicak mevsimlerde ciftlik hayvanlar1 yesil yemle beslenirken, soguk mevsimlerde
hazir hayvan yemleri ile beslenmelerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Hassan ve
Kassaity, 2014; Mehenktas, 2019).

Direkt kontaminasyon; sit ve drunlerinin  aflatoksinlerle  direkt
kontaminasyonu, istenmeyen kiif gelisimi veya fermentasyon i¢in kullanilan kiiflerin
gelisimi sonucunda olabilmektedir (Mehenktas, 2019). Peynir yapiminda isteyerek
gelistirilen kiifler, 6rnegin Camembert ve Fransiz Roquefort peynirlerindeki
Penicillium tiirleri gibi peynir starter kiiltiirleridir. Belirli kosullar altinda starter

kiltlirlerin toksin iireten suslarla kontaminasyonu veya cevresel kontaminasyon
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durumunda Griinlere bulasan kiifler aflatoksin Uretebilmektedir (Prandini ve ark.
2009).

St ve drinlerinin diger bir olasi kontaminasyonu ise, iyi Uretim
uygulamalaridir. lyi iiretim uygulamalar1 genellikle siit ve GrGnlerinin kiiflenmesini
Onlenmesi ragmen triinlere kazara kiif bulasabilmektedir. AFM1 ile kontamine olmus
stitten peynir yapildiginda, toksin pihtiya gecebilmektedir. Sut drinlerinin Gretimi
sirasinda AFM1’in yagda ¢6ziinmemesi ve pihtida tutulmasi nedeniyle, AFM1 dlzeyi
stit Urlinii bilesenlerinin &zelliklerine, isleme yontemine, ekstraksiyon teknigine, sit
kontaminasyonunun tiiriine ve derecesine ve siit kalitesindeki farkliliklara gore

degisiklikler gosterebilmektedir (Hassan ve Kassaify, 2014; Manetta ve ark. 2009).

2.10. Siitlerde AFM1 Analizi icin Kullanilan Yéntemler

AFM1 diizeylerini saptamak amaci ile; c¢ogunlukla imminokimyasal
yontemler kullanilmakta olup, bunlar arasinda Yiiksek Performanslhi Sivi
Kromotografisi (HPLC - high performance liquid chromatography), ELISA (enzyme
immunoassay), TLC — (ince tabaka kromotografisi-thin-layer chromatography),
Kapiler Elektroforez ve Kromatografik Metotlarin Kiitle Spektroskopisi ile Birlikte
Kullanim1 (LC-MS/MS, GC-MS/MS) yontemleri yer almaktadir (Merve ve Ocak,
2019; Mwanza, ve ark. 2015).

HPLC yontemi; yiiksek hassasiyeti ve diisiik maliyetleri nedeniyle en yaygin
kullanilan ve en ¢ok tercih edilen yontemdir. Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi,
kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla
kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. En 6nemlisi ise sanayinin
birgok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir
sekilde uygulanabilirligidir (Wen ve ark. 2013; Martinez-Miranda ve ark. 2015;
Choochuay ve ark. 2018).

HPLC ydntemi, bir sivida ¢6ziinmiis bilesenlerin, bir kolon i¢erisinde bulunan
genellikle kat1 bir destek lizerindeki sabit faz ile farkli etkilesimlere girmesi, kolon
icinde farkli hizlarla hareket etmeleri sonucunda farkli zamanlarda bilesenlerin kolonu

terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanmaktadir (Kupiec, 2004; Zhu ve
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ark. 2015). Genellikle, iki asamay1 igerektedir. Birinci asama ayirma asamasina
dayanan ekstraksiyon asamasidir ve ikinci asama ise farkli sorbentlerle magnezyum
stilfat kombinasyonu kullanilarak, dagitici-kat1 faz ekstraksiyon asamasidir (Zhu ve
ark. 2015; Zhao ve ark. 2015; Nielsen ve ark. 2015). Dogal floresan olan aflatoksinler
floresans, MS dedektorii ve UV absorbsiyon ile HPLC’de analiz edilebilmektedir.
HPLC ile yapilan mikotoksin calismalarinda genellikle floresans dedektor
kullanilmaktadir (Turner ve ark., 2009). Sistem ekstraksiyon, IAC (Immunoaffinite
Kolon Kromotografisi), cihaza enjeksiyon prensibine dayanmaktadir. Ekstraksiyon
asamasinda su, aseton, methanol ve asetonitril gibi solventler kullanilmaktadir. Uygun
solventlerle numunedeki aflatoksinler solvent kismina gegirilerek siiziiliip, daha sonra
elde edilen siiziintii IAC’ye getirilmektedir. IAC’de hazirlanan 6rnek gegirilir ve
aflatoksinler bu asamada yakalanmaktadir. IAC saf su ile yikanip, IAC’den metanol
ile aflatoksinler ayrilmaktadir. Daha sonra HPLC cihazina konularak aflatoksinlerin

diizeyi saptanmaktadir (Turner ve ark., 2009; Singh 2013).

ELISA y6ntemi; Antijen-antikor reaksiyonlarmnin direk olarak saptandigi bir
enzim immunoassay yontemidir. ELISA yonteminde uygulanan ilk asama numuneye
uygulanacak olan ekstraksiyon islemidir. Bu yontemle yapilan mikotoksin
analizlerinde son yillarda sep-pak kartuslar kullanilmaktadir. Islem 3 farkli asamada
gerceklesmektedir. Birinci agamada, numune kartusa ilave edilmektedir. Daha sonraki
asamada ise uygun bir solvent kullanilarak numunede bulunabilecek kirletici
maddeleri ortamdan uzaklastirilir ve son olarak ise uygun bir ¢oziicii kullanilarak
toksin kartustan alinmaktadir. ELISA yonteminin farkli mikotoksin analizlerinde
kullanilmasi, farkli mikotoksinlere karsi spesifik antikor iiretimine baghdir. Bu
sebeble antikor wretimi icin daha etkili yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir (Kirdar, 2006; Kos ve ark. 2016).

TLC yontemi; tabaka iizerinde hareketli fazin ilerlemesi kapilarite sayesinde
gerceklesmektedir. Ayrim mekanizmasi ise partisyon, adsorpsiyon, iyon degisimi
etkilerinin iki yada daha fazlasina dayanmaktadir. 1980’li yillarda TLC yontemi
gelistirilerek Yiiksek Performansli TLC (HPTLC) plaklar: gelistirilmistir. Son yillarda
ise OPTLC (Over Pressure TLC) teknigi gelistirilmistir. OPTLC, sabit faz iizerinden
basinc¢la ve santrifiij ile hizlandirilarak gegirildigi dairesel preparatif teknigidir. TLC

yontemi ile yapilan aflatoksin analizlerinde yapilan islemler sirasiyla; ornekleme,
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ekstraksiyon ve ekstrakt temizleme, yogunlastirma, kromatografik ayirim, kalitatif ve
kantitatif tayin ve dogrulama testleri seklindedir. Simdilerde ise TLC yerini HPLC
yontemlerinin almasi ile artik ¢ok fazla kullanilmamaktadir (Campbell ve ark. 2017;

Sherma ve Fried, 2011).

TLC yontemi, ¢ok fazla solvent kullanimi ve yogun prosediirleri
gerektirmektedir. Bununla birlikte farkli 6rnekleri hizla taramak igin
kullanilabilmektedir. ~ Ekstraksiyon ve yogunlastirma asamalarindan sonra
kromatografi islemi uygulanmaktadir (Wall, 2007). TLC ile aflatoksin analizlerinde
toksinlerin ekstraksiyonunda baslica, kloroform:su, metanol:su ve asetonitril:su
kullanilmaktadir. Yogunlastirma islemi rotary evaporator ile yapilmaktadir.
Kloroformla yikanan aflatoksinlerin alinmasi i¢in azot gazi altinda buharlastirma

uygulanmaktadir (Sherma ve Fried, 2011).

Kapiler Elektroforez yontemi; bu yontem ile hassas floresansli saptama
yontemleriyle kombinasyonu aflatoksinler i¢in kullanilabilmektedir. Numuneler ince
ve dayanikli kapilerlerden elektrik akimi ile gegirilmektedir. Bu islem bilesiklerin
elektrik yiiklerine gore ayrilmasini saglamakta ve geleneksel yontemlerde oldugu gibi

herhangi bir ¢oziicli kullanilmamaktadir (Turner ve ark., 2009; Pena ve ark., 2002).

Mikotoksin Analizlerinde Kromatografik Metotlarin Kiitle Spektroskopisi ile
Birlikte Kullanim; Mikotoksinlerin analizi i¢in LC-MS/MS yontemi sik
kullanilmaktadir. LC-MS/MS yonteminde UPLC cihazi sayesinde, fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayrilan 6rnek molekiilleri kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir.
LC-MS/MS ve HPLC-MS/MS yontemleri ile, aflatoksin metabolitlerinin
belirlenmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir. LC-MS yontemi ile, ¢oklu mikotoksin
metotlar1 temizleme ve ekstraksiyon basamaklarinin optimum sartlarda olmalari
acisindan avantajli  goriilmektedir. Boyle yontemler geleneksel yontemlerle
karsilastirildiginda, analitik isgiiciinde azalisa, analitik verimde ise bliylik bir artis

saglamaktadir (Merve ve Ocak, 2019).
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Tablo 2.10.1. Aflatoksin analizi icin kullanilan yontemlerin karsilastirmasi (Merve ve Ocak, 2019)

Yontemler ve
Ozellikler

TLC

Kapiler
Elektroforez

ELISA

HPLC

(LC-MS/MS, GC-
MS/MS, HPLC-
MS/MS vb

Kimyasal Sarfiyat

Bilesiklerin elektrik

yiiklerine gbre ayrimi

Diger yontemlere

gore az solvent

Diger yontemlere

gore cok daha az

yapilir kullanimi1
Coklu Mikotoksin - - - Birden ¢ok 6rnegin | Tek enjeksiyonda
Analizleri ayni anda analizi yapilabilmektedir
yapilabilmektedir
Metod Saglamhg Eski ve artik Eski ve etkin olarak Eski Eski ve uluslararasi Daha yeni

kullanilmamaktadir | kullanilmamaktadir olusturulan (Isletme
ici metotlar)
Cihaz Maliyeti ve - - - Diisiik ve az Daha yuksek ve
Arizalari daha fazla
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2.11. Aflatoksinler I¢cin Yasal Diizenlemeler

Diinya genelinde insanlar tarafindan tiiketilen besinler belirli zamanlarda toplu
zehirlenmelere veya 6ltmlere yol acabilmektedir. Aflatoksinler, tretim proseslerinde
veya 1s1l islemlerde yok olmadigindan, bu metabolitlerin Avrupa Birligi (AB)
tarafindan belirlenen maksimum kalint1 seviyelerine gore, gidalarda en etkin kontrol
saglamak biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle dinya genelinde saglik kuruluslart,
gidalardaki aflatoksin kontaminasyonlarint onlemek igin maksimum degerler
belirleyerek, belirli zamanlarda iireticileri veya isletmeleri yasal olarak
denetlemektedir. KKTC’de, diger birgok iilkede oldugu gibi gidalarda aflatoksin
kontaminasyonu ile ilgili yasal kisitlamalar bulunmaktadir. Tablo 2.11.1.”de gidalarda
izin verilen maksimum aflatoksin degerleri verilmistir. Ulkemizde aflatoksinler igin,
Codex Alimentarius standartlarinda, AB ve Tiirk Gida Kodeksi’nin (TGK) belirlemis
oldugu yasal diizenlemeler uygulanmaktadir (TGK, 2011; IARC, 2017; Codex
Alimentarius, 2015).

Tablo 2.11.1. Belirli gida iiriinleri icin izin verilen maksimum aflatoksin degerleri
(TGK,2011)

Maksimum Limit (ug/kg)

Gida Bl B1+B2+G1+G2 M1

-Yerfistig1 ve diger yagl tohumlar

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan &nce ayiklama 8 15

veya diger fiziksel iglemlere tabi tutulacak olan)
-Rafine bitkisel yag tiretiminde
kullanilan yerfisitig1 ve dger yagh

tohumlar harig

-Badem, antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya 12 15 -
gida bileseni olarak kullanilmadan dnce ayiklama

veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

35



Tablo 2.11.1.’in devami

-Findik ve Brezilya findig1

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan &nce ayiklama veya

diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

-Rafine bitkisel yag iiretiminde

kullanilan findik harig

15

Sert kabuklu meyveler
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama

veya diger fiziksel iglemlere tabi tutulacak olan)

15

-Yer fistigy, diger yagh tohumlar ve

bunlarin iglenmis triinleri

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida

bileseni olarak kullanilan)

-Rafine edilecek bitkisel ham yag ve
rafine bitkisel yag hari¢

10

-Badem, antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida

bileseni olarak kullanilan)

10

-Findik ve Brezilya findig1

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida

bileseni olarak kullanilan)

-Rafine bitkisel yag iiretiminde

kullanilan findik harig

10

-Sert kabuklu meyveler ve bunlarin
islenmis tirlinleri
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida

bileseni olarak kullanilan)

10

-Kurutulmug meyveler

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida

bileseni olarak kullanilan)

10

Tahillar bunlardan elde edilen trtinler ve

bunlarin islenmis iiriinleri
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Tablo 2.11.1.’in devami

Masir ve piring
(dogrudan insan tiketimine sunulmadan eya gida 5 10 -
bileseni olarak kullanilmadan &nce ayiklama veya

diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Cig siit, 1s1l iglem gormiis siit, siit bazl - - 0.050

urinlerin tretimibde kullanilan siit

Bebek ve kiiglik cocuk ek gidalart 0.10 - -

Bebek formdalleri ve davam formulleri - - 0.025
(bebek stitleri ve devam sutleri dahil)

Bebekler icin 6zel tibbi amagh diyet 0.10 - 0.025
gidalar

Ozellikle siit ve siit iiriinlerinde AFM1’in varliginin bu iiriinleri en ¢ok tiiketen
grup olan yetiskinler ve Ozellikle ¢ocuklar i¢in Onemlidir. Bebek ve cocuklar
yetiskinlere gore mikotoksinlerin olumsuz etkilerine daha duyarlidir (Igbal ve ark.,
2015). Bu nedenle yasal diizenlemelere gore belirlenen, sitlerde maksimum AFM1
miktari, 50 ng/L (ng/kg) (0.050 pg/kg) olmalidir (TGK, 2011; IARC, 2017; Codex
Alimentarius, 2015).

Yuksek miktarlarda aflatoksin igceren besinlerin uzun siire tiiketimi halk sagligi
acisindan risk olusturabilecegi gibi ayni zamanda ihracatt da olumsuz ydnde
etkileyebilmekte ve llkede ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Bu nedenle
aflatoksinlerin gelisiminin tiretim asamasindan tiiketimine kadar izlenebilirligi buyik

onem tagimaktadir (Martinez-Miranda ve ark., 2015; Ismaiel ve ark., 2020).

2.12. Aflatoksinlerin Saghk Uzerine Etkileri

Aflatoksinlerle kontamine olmus besin ve yemler, insan ve hayvan sagligi
acisindan ciddi sonuglara neden olabilmektedir. Aspergillus tiirleri tarafindan tiretilen
aflatoksinler, akut ve kronik hastaliklara 6zelliklede kansere neden olabilmektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), dogal olarak olusan aflatoksinleri,

DNA hasarina, gen mutasyonuna, kromozom anomalilerine ve hicre
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transformasyonuna neden olan, I. sinif insan kanserojeni ‘‘sinif 1 karsinojenler’’
olarak smiflandirmaktadir. incelenen hayvan tiirlerinin cogunda ve insanlarda
karaciger kanserine neden olduklart dogrulanmistir (IARC, 2012; Wild ve ark. 2012).
Karaciger kanseri, diinya capinda kansere bagli dliimlerde dordiincii sirada yer
almaktadir ve erkeklerde kadinlara gore ¢ok daha yaygin goriilmektedir. Standart
insidans orani incelendiginde, erkeklerde 100.000'de 15.3, kadinlarda ise 100.000'de
5.4 olarak bildirilmistir (Amuzie ve ark. 2016).

Gelismekte olan tilkelerde, besinlerin aflatoksinle kontamine olma riskinin
daha fazla olmasi ve kontamine olmus besinlerin tiikketilmesine bagli olarak, diinya
genelinde aflatoksinden etkilenen insan sayisinin 5 milyardan fazla oldugu ve 4
milyardan fazla insanin ise aflatoksine bagli hepatoseliiller karsinom gelisimine neden
oldugu diistiniilmektedir (Bbosa ve ark. 2013). Hepatoseliller karsinom (HCC), diinya
capinda en yaygin birincil karaciger kanseridir. HCC i¢in risk faktorleri arasinda
hepatit B virisi (HBV) enfeksiyonu, hepatit C virisi (HCV) enfeksiyonu,
aflatoksikoz, alkolizm, sigara ve kalitsal durumlar yer almaktadir (Mutuma ve ark.
2011). Hepatit viriisii ve aflatoksine maruz kalma ile eszamanli enfeksiyonlarin
hastaliga yakalanma riskini artirdigt Dogu ve Giineydogu Asya ve Afrika'da HCC
oranlar1 ozellikle yiliksek goriilmektedir. Her yil, diinya ¢capinda yeni HCC vakalarinin
%14 ve %19'unun aflatoksin maruziyetine bagl gelistigi tahmin edilmektedir (Liu ve
ark. 2012).

1974 yilinda Bati1 Hindistan’da aflatoksine maruz kalmis 397 kisiden 108’inin
aflatoksin zehirlenmesi sonucunda hayatini kaybettigi bildirilmistir (Yu, 2012). 2004
yilinda ise Kenya’da giinliik beslenmesinde aflatoksinle kontamine olmus muisir
tiiketen 317 kisinin 125°inin buna bagli olarak hayatini kaybettigi bildirilmistir (Lewis
ve ark. 2005). Bireylerin diisiik veya orta dizeyde afkatoksine uzun sure maruz
kalmast sonucunda, kiside kronik aflatoksikozis goriilebilmektedir. Aflatoksin
zehirlenmesine bagli goriilen ilk sepmtom kilo kayb1 ve anoreksiyadir. Bu nedenle
aflatoksin, ozellikle gelismemis veya fakir iikelerde yasayan ¢oguklarin bir¢ogunda
kwashiorkor ve marasmusla iliskilendirilmistir (Mandali ve Ayaz 2017). Yapilan
caligmalar sonucunda aflatoksninin, fetiisun gelisimini olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmigstir. Ayrica anne siitii araciligi ile anneden bebege de aflatoksin gecisi

olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, maternal ve kordon kan 6rnekleri incelenmis
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ve aflatoksinin insanlarda transplesantal gegisinin oldugu tespit edilmistir (Bbosa ve

ark. 2013; Mandali ve Ayaz 2017; Consolandi ve ark. 2012).

Aflatoksinlere maruz kalan ¢ocuklarda ve yetiskinlerde HCC riskini 6l¢mek
icin bir risk degerlendirmesi yapilmasi gerekmektedir. Risk degerlendirmesi, bir
tehlikenin olasiliginin ve etkisinin nitel veya nicel olarak degerlendirilmesidir (\Vose,
2008). Risk degerlendirmesi genellikle Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii'ne (OIE) veya
Codex Alimentarius Komisyonu cercevesine dayanmaktadir. Risk degerlendirmesi,
besin kaynaklarindaki mikotoksinler igin yasal seviyelerin belirlenmesi veya kilavuz
maksimum seviyelerin belirlenmesi gibi risk yonetimi siireclerini Gstlenmede besin
duzenleyicilerine ve bilim insanlarina rehberlik etmelidir (Sekil 5) (Sirma ve ark.
2019; Codex Alimentarius Comission, 199; Knight-Jones ve ark. 2010).

AFBl ile
kontamine

vemlerle
beslenen inekler

Ilgili sonuca

Inekten AFM1
ile kontamine
olmus sitt
saliimi

Degerlendirme ciktisi:
siitiin AFMT1 ile —

Maruzivet ve sonug Risk tahmini
degerlendirmesi Maruz kalma
degerlendirme ciktisi:

Insanlarm kontamine siire

maruz kalma olasiigi

€I

: tiiketilmesi . :
Sonuc degerlendirme

Vilcutta AFMI caktisi: AFM1 nedenivle
birikimi | | allalXanser

Sekil 5. AFM1 kontamine siitiin tiiketimini takiben insanlar icin karaciger
kanseri riskinin degerlendirilmesi (Sirma ve ark. 2019)
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2.13. Aflatoksinler ve Toksisite

Aflatoksinler hem akut hem de kronik olarak toksik olup, yiiksek dozlarda
akut, sub-letal dozlarda ise kronik toksisite gostermektedir. Yapilan caligmalar
sonucunda, aflatoksinlerin diisiik dozlarda siirekli alimlari, hayvan deneylerinde
karsinojenik etki ile sonu¢lanmistir. AFB1 toksisite ve bulunma acisindan
degerlendirildiginde mikotoksinlerin en toksik alt tirudir. Bu nedenle AFBI1’in
metaboliti olan AFM1 e ilgili daha da artmaktadir (Scaglioni ve ark. 2014). Bununla
birlikte, AFM1, AFBl'den daha az genotoksik ve mutajeniktir. Aflatoksinlerin
toksisitesi ile ilgili bilimsel veriler AFB1 ve AFM1 insan sagligi igin potansiyel risk
olarak kabul edilmis olup, IARC - Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan
AFBI1 ““Grup 1 - insanlarda kanser yapict’’, AFM1 ise ‘‘Grup 2 - insanlarda olas1
kanser yapici’’ olarak siniflandirilmaktadir (IARC, 2002; Scaglioni ve ark. 2014).
Ancak daha sonra yapilan yeni bir siniflandirma ile AFM1 en giiclii karsinojenleri
iceren Grup 1 igerisinde yeniden degerlendirilmistir (IARC, 2002). AFB1 en giicli
olarak bilenen karaciger karsinojenlerinden biridir. in vitro kosullarda AFM1, isan
karaciger hiicrelerinde sitotoksik oldugu saptanmis ve farkli canlilardaki akut
toksisitesi AFB1’e benzer oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte gen mutasyonuna,
kromozom anomalilerine, hiicre dontisiimiine ve DNA hasarma yol agabilmektedir
(Prandini ve ark. 2009). Ayrica AFB1 gibi AFM1°de kalitsal p53 geni iizerinde
mutajenik etki gosterebilmektedir. AFMI1, AFB1’in yaklasik %10’u kadar
karsinojenik ve mutajenik etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. AFM1’in DNA-
reaktif epoksite metabolize olma yeteneginin sinirli olmasindan dolayr AFB1’e gore
daha az DNA hasar1 olusturdugu disiiniilmektedir (Igbal ve ark., 2015; Prandini ve
ark. 2009).

Aflatoksinlerin toksik etkilerini ortaya koydugu mekanizmay:1 anlamak i¢in,
nasil metabolize edildiklerini anlamak 6nemlidir. Aflatoksinler 1994 yilinda Eaton ve
Gallagher tarafindan arastirllmistir (Eaton veGallagher, 1994). Sekil 6'da, AFB1 ve
AFM1 toksisitesi sonucunda olusan mekanizma gosterilmektedir (Marchese ve ark.
2018).

AFBI1, CYP450 siiper ailesine ait mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidaz

(MFO) enzimlerinin etkisiyle karacigerde metabolize edilmektedir. Bu oksidazlarin
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etkisiyle, AFB1, iki stereoizomer, ekzo ve endo olarak var olan reaktif 8,9-epokside
dontistiiriilirler. Bunlardan ilki, AFB1 genotoksik o6zelliklerinden sorumlu toksik
tirler olarak bilinmektedir. Ekzo-8,9-epoksit, DNA'ya kars1 yiiksek bir baglanma
afinitesine sahiptir, 8,9-dihidro-8 (N7-guanil) -9-hidroksi-AFB1 (AFB1-N7-Gua)
eklentisini olusturur ve bdylece DNA mutasyonuna yol agmaktadir (Verma, 2004). Bu
epoksit formu diger yollarda da rol oynamaktadir: (i) Glutatyon-S-Transferaz (GST)
ile katalize edilen glutatyon (GSH) ile konjugasyon ve AFB marcapturat olarak
sonradan bosaltim; GHS'nin tiikenmesi oksidatif hasara neden olan ylksek seviyelerde
reaktif oksijen tirlerine (ROS) yol agmasi, bu yol AFBl'in kanserojen olarak
detoksifikasyonu i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Wild veTurner, 2002). (ii) AFB1-
8,9-dihidroksidiolde, dialdehit formuna da doniistiiriilebilen enzimatik ve enzimatik
olmayan doniislim; aflatoksin dialdehit, aflatoksin aldehit rediiktazin (AFAR) etkisiyle
idrar yoluyla dialkol olarak atilabilir veya alblimin gibi proteinleri baglayabilir (Bbosa
ve ark. 2013). (iii) proteinler veya RNA gibi diger makromolekiillere baglanarak
normal hiicresel fonksiyonlarin diizensizligine ve proteinlerin, DNA ve RNA
sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir. AFB1'in mikrozomal
biyotransformasyonu, toksinin hidroksilasyonunu da icermektedir (Verma, 2004).
Boylece polar ve daha az toksik metabolitlerin, 6zellikle AFM1 ve Aflatoksin Q1'in
(AFQI) olusumuna yol agmaktadir. Farkli ¢aligsmalar, kanserojen veya detoksifiye
edici metabolitlerin  olusumundan sorumlu CYP450 enzimlerinin rolln(
degerlendirmeye ¢alismistir. CYP1A2 ve CYP3A4, bu ailenin en aktif izoenzimleri
olarak gosterilmsitir ve AFB1'1 aktive etme yetenegine sahiptirler. Ayrica, CYP3AA4,
AFB1-ekso-8,9-epoksit ve az miktarda AFQ1 olusumundan sorumluyken, CYP1A2
hem ekso- hem de endo-8,9-epoksite ve hidroksile AFM1'e yol agmaktadir. Alt tabaka
olarak AFB1'e sahip olmakla sonuglanan diger iki izoenzim, kiigiik dl¢iide de olsa,
insan fetal karacigeri ve CYP3AS5'te eksprese edilen CYP3AT7'dir (Wild veTurner,
2002; Marchese ve ark. 2018).
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Sekil 6. AFB1 ve AFM1 toksisitesi sonucunda olusan mekanizma (Marchese ve
ark. 2018’den uyarlanmistir)

Hayvanlarin, aflatoksinlerle kontamine olmus yemleri tiketmesi sonucunda,
teratojenik, fetusta sakatliklar ve embriyonun viicut tarafindan emilmesi gibi durumlar
gorulebilmektedir (Scaglioni ve ark. 2014). Yapilan bir arastirmada, bir ¢iftlikte
bulunan emziren siit sigirlarina 120mg/kg aflatoksin iceren bir diyetle beslendiklerinde
tireme etkinliklerinin azaldigini ve bu sigirlarin aflatoksin igermeyen kontamine yemle
beslendiginde siit liretimlerinin %25 oraninda arttig1 bildirilmistir (Guthrie ve Bedell,
1979). Memelilerde normal olarak goriilen akut aflatoksikoz semptomlari arasinda
uyusukluk, istahsizlik, piirtizlii ve/veya soluk tily, ataksi ve genislemis yagli karaciger
yer almaktadir. Bununla birlikte, kronik aflatoksin maruziyetinin semptomlar: tipik
olarak sarilik, azalan beslenme verimliligi, azalan sut iretimi ve istahsizlik olarak

saptanmistir (Igbal ve ark., 2015).

Aragtirmalar, silit ve siit irlinlerinde AFM1 varliginin bir saglik sorunu
oldugunu goéstermistir. Bunun nedeni birgok iilkede her yas grubunun bu Grinleri
giinliik diyetlerinde diizenli olarak tiiketmesinden kaynaklanmakdir (Fallah ve ark.
2009). DSO potansiyel riski azaltmak igin siit ve st Griinlerindeki AFM1 diizeylerinin

minimuma indirilmesini 6nermektedir. Gen¢ hayvanlarin AFB1 ve AFMl’e
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yetiskinlerden daha duyarli oldugu saptanmistir. Bu nedenle insan beslenmesinde de
sit ve sut drdnlerinin yliksek miktarlarda tuketilmesi, disiik viicut agirliklart ve
aflatoksinlere yuksek hassasiyetleri goz éniunde bulunduruldugunda, ¢ocuk sagligi
acisindan blyidk bir endise soz konusu olmaktadir. Tim bunlar goz Oniinde
bulunduruldugunda, AFM1 varlig1 bir risk olarak degerlendirilmeli, zay1f ekonomik
kosullar veya bilgi eksikligi gibi tarimsal sistemlerin yetersizligi, cevresel ve iklimsel
kosullarin ~ ongoriilememesi  gibi  nedenlerin  kesinlikle ihmal edilmemesi
gerekmektedir (Scaglioni ve ark. 2014; Prandini ve ark. 2009).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Calisma Yeri ve Secimi

Bu ¢alismaya Kuzey Kibris’ta bulunun tiim sit tretim yerleri ve ciftlikler dahil
edilmistir. Siit 6rnekleri, Eyliil 2018 — Agustos 2020 tarihleri arasinda Lefkosa, Girne,
Gazimagusa, Iskele, Giizelyurt ve Lefke olmak tizere tim ilgelerde bununan sit
ciftliklerinden dért mevsim boyunca toplanmistir. 2020 yilinda toplanan tiim 6rnekler
tez sahibi ‘‘Cangiil Tuncay’’ tarafindan 6l¢iilmiistiir (EK-4). Analiz baslangicinda bu
konuda uzman gida miihendisleri eslik etmistir. Retrospektif tarama olarak 2018-2019
y1l1 sonuglari ise, ayni kosullarda gida miihendisi tarafindan Sl¢tilmiis olup, tez sahibi

tarafindan verilerin analizi yapilmistir.

Ornekler, iilkenin baskenti olan Lefkosa’da bulunan Siit Endiistrisi
Kurumu'nun (SUTEK) labaratuvarinda analiz edilmistir. Bu calisma SUTEK
isletmesinden toplanan ¢ig siit numuneleri ile yiriitiilen bir ¢alismadir. Calismaya
evrenin tamami dahil edilmistir. SUTEK tarafindan toplanan tiim ¢ig siit numuneleri
arastirmanin evreni olarak kabul edilmistir. SUTEK, iilkemizde iiretilen siitlerin tek
bir ¢at1 altinda toplandig1 tek kurumdur. Ulke genelinde Gretilen tim sutler SUTEK
denetiminden gegip, satisa sunalabilmektedir. Tiim numune Ornekleri igin siit

iireticilerine ait bilgileri igeren listeler SUTEK ve Tarim Dairesi’nden alimustir.
3.2. Cahsma icin Alinan Gerekli izinler

Bu c¢alismada, ¢ig siitlerdeki aflatoksin analizlerinin uygulanabilmesi Siit Endiistri
Kurumu’'ndan gerekli izinler alinmistir (EK-2). Yakin Dogu Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan ¢alisma etik agidan uygun bulunmustur (EK-3).

3.3. Orneklem

Caligmaya 2018-2020 yillar1 arasinda dahil edilen toplam 1026 ¢ig siit
numunesinden; 477 numune Lefkosa, 83 numune Girne, 357 numune Gazimagusa, 63
numune Guzelyurt, 38 numune Iskele, 8 numune ise Lefke bolgesinden toplanmistir.
Giizelyurt, Iskele ve Lefke bolgelerinde az numune toplanmasmin sebebi bu

bolgelerdeki siit liretiminin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Tim 6rnekler dogrudan
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bu ilgelere gidilerek toplanmustir. Siit numuneleri (1L) her treticiden ayr1 ayr steril
numune kaplarina alinarak soguk zincir altinda labaratuvara getirilerek analiz
edilmistir.

Calismada; ¢ig sutlerde AFM1 varhigmin tespiti i¢gin HPLC yontemi

kullanilmistir.

3.4. HPLC Yontemi

Besinlerdeki aflatoksin varliginin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden
biri olan HPLC, yuksek hassasiyeti ve diisiik maliyetleri nedeniyle en yaygin
kullanilan ve en ¢ok tercih edilen yéntemdir (Wen ve ark., 2013; Martinez-Miranda ve
ark.,2015). Yaygmn kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayrilmasina uygunlugudur. En 6nemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun
birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir (Kupiec,
2004).

HPLC bir s1vida ¢oziinmiis bilesenlerin, bir kolon igerisinde bulunan genellikle
kat1 bir destek iizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere girmesi, kolon i¢inde
degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin kolonu terk

ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanir (Choocghuay ve ark., 2018).

Genellikle, iki asamayi igerektedir; birinci agsama, ayirma asamasina dayanan
ekstraksiyon asamasi ve ikinci asama ise, farkli sorbentlerle magnezyum siilfat
kombinasyonu kullanilarak, dagitici-kat1 faz ekstraksiyon agamasidir (Choocghuay ve

ark., 2018; Arroyo-Manzanares ve ark., 2014).
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Sekil 7. HPLC cihazi

3.4.1. Kullanmilan Materyaller

HPLC analizi i¢in labaratuvarda; 250 ml beher, meziir (50ml, 100 ml, 1L), agiz
genisligi 100mm olan huni, 0.45 um porlu naylon siringa ucu filtre, immunoaffinite
kolon, 24 cm c¢apinda Whatmann No:4 filtre kagidi, 2ml’lik Amber Vial kullanilan

materyeller arasindadir.

3.4.2. Kullanilan Céziicii Kimyasallar ve Standart Maddeler

Aflatoksin tayini icin, aflatoksin M1 standart solusyonu, ultra saf su (HPLC
grade water), metanol, asetonitril, %5 sodyumhipoklorid ve %5 aseton maddeleri

kullanilmistir.
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3.4.3. HPLC Yontemi Asamalarinda Kullanilan Cihazlar

Aflatoksin analizi asamasinda, HPLC Agilent Technologies 1200 Series, FL
dedektor, Reversed-phase LC column-4.6mmx25cm, Isitici-karistirici, Come Parmer,
Otomatik  pipet (10-100ul), 100-100ul, 1-5ml), Ultrasonik banyo cihazlar

kullanilmistir.

3.4.4. HPLC Uygulama Sartlari

Aflatoksin tayini igin, HPLC yonteminde kolon tipi C18, Snalytical
4.6x250mm-5Mieron’dur. Dedektor; FLdedektor Ex:360nm, Em:430nm’dir.
Uygulanan mobil faz ise 100:60:40 oranlarinda siras1 ile su, asetoniltril, metanol
icermelidir. Mobil faz hazirlandiktan sonra 15 dakika ultrasonik bonyoda degaz edilir.
Mobil faz akis hiz1 1ml/dk olmalidir.

Kullanilacak kolon oda sicakliginda olmalidir. Tray sicakligi 25°C olmalidir.

Enkejsiyon hacmi 100ul, enjeksiyon siiresi ise 10dk’dur.

3.4.5. Aflatoksin M1 Standartlarinin Hazirlanmasi

AFM1 standart solusyonundan gerekli seyreltmelerle kalibrasyon standarlari
hazirlanir ve enjeksiyonlar1 yapilarak kalibrasyon egrisi ¢izilir. Temin edilen AFM1
standardinin ana stok konsantrasyonlarina goére gerekli hesaplamalar yapilarak
seyrelmeler dizenlenir (Biopharm Rhone Ltd. Aflatoksin M1 Standartdi kullanilir).
Kullanilan malzemeler 30 dk %35 sodyumhipoklorit ve 30dk %5 asetonda

bekletildikten sonra iyice yikanip durulanmalidir.

3.4.6. SUt Numunesi Ekstraksiyonu

100-150ml kadar siit 6rnegi 250ml’lik behere aktarilarak 1sitici iizerinde 35-
37C%a kadar 1sitilir. Daha sonra Whatman No:4 filtre kagidindan siiziiliir. Eger siit

cok yagl ise 4000rpm 10 dakika santrifiijlenerek Ustte toplanan ince yag tabakasi

47



ayrildiktan sonra Whatman No:4 filtre kagidindan siiziiliir. Filtrattan 50 ml siit alinarak

IAC’dan (Immunoaffinite Kolon Kromotografisi) gegirilmeye hazir hale getirilir.

3.4.7. Immunoaffinite Kolon Kromotografisi

Kullanilmadan 6nce, IAC oda sicakliginda getirilmelidir. 50ml’lik filtrattin
hepsi, oda sicakligindaki IAC’dan kolandan gegirilir. Filtratin IAC’dan gegis hizi
yaslasik olarak 3ml/dk olmalidir. Filtratin bitmesine yakin IAC’dan 20ml su
gegirilerek kolon su ile yikanir. Yikama sonunda siringa yardimi ile IAC’dan hava

gegcirilerek kolon kurutulur.

Daha sonra 12.5 ml Metanol: Asetonitril (20:30) karisimi IAC’dan gegirilerek
toksinler temiz bir tiipe elue edilir. Ardindan 1.25ml su IAC’dan gegirilerek tiipe ilave
edilir ve toplam hacim 2.5ml yapilir. Toksinlerin bulundugu karisimi 2ml’lik amber
renkli viale aktarilarak HPLC’ye 100ul enjeksiyon yapilir. Kullanilan cam malzemeler
30dk %5 sodyumhipoklorit ve 30dk %5 asetonda bekletildikten sonra iyice yikanip

durulanmalidir.

3.4.8. HPLC Cihazinin Standart ile Kalibrasyonu

Kalibrasyon egrisi i¢in hazirlanan AFM1 standartlart kullanilmaktadir.
Hazirlanan standartlardan HPLC’ye 100u enjekte edilir ve alman pik alanlarina
karigilik gelen AFMI1 konsantrasyonlarina gore bir kalibrasyon egrisi g¢izilir.
Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi en az 0.999 olmalidir. Her analiz 6ncesinde
kalibrasyon egrisi 0.1ng/100ul AFM1 standart enjeksiyonu ile kontrol edilir. Bu
kontroller sirasinda kabul edilemez sonuclar elde edilirse yeni bir kalibrasyon egrisi

cizilmelidir.

3.4.9. Sut Numunesinin HPLC Cihazina Enjeksiyonu

Immunoaffinite kolon kromotografisi hazirlanan drnekten 100ul enjeksiyon

yapilir.
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3.4.10. HPLC’de Aflatoksin M1 Hesaplanmasi ve Sonug¢

Kalibrasyon egrisi kullanilarak analiz edilen 6rnekteki Aflatoksin M1 degeri
bulunur. Bu sonuglar seyreltme faktorii olan 2’ye boliinerek drnekteki AFM1 miktar

“ppb’’ cinsinden hesaplanir.

3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Arastirma sonucunda toplanan AFMI1 konsantrasyonlari, SPSS istatistik
programi (IBM® SPSS © Statistics Version 26.0) kullanilarak analiz edilmistir. Elde
edilen nicel ve nitel veriler say1 ve yilizde olarak belirtilmistir. Tanimlayici istatistikler
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum AFM1 konsantrasyonu olarak ifade
edilmistir. Cig siitlerde bulunan aflatoksin miktarinin normal dagilim gosterip
gostermedigi ilgili degiskenler Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmistir. Bagimsiz
degiskenlere gore aflatoksin miktarlarimin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis ve
Mann-Whitney U testleri ve farkin hangi gruplar arasinda olduguna bakmak iginse
Post-Hoc testlerinden Tukey testi kullanilmistir. Tiim tanimlayici istatistikler ¢aligma
icerisinde tablo ve metinlerle gosterilmistir. Calisma igin 6nemlilik diizeyi 0,05 olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.2020 Yilinda Analiz Edilen Cig Siit Orneklerinin Genel Dagilim

2020 yilinda 8 ay boyunca (Ocak-Agustos) toplam 318 ¢ig siit 6rnegi toplanmistir.
AFM1 diizeyleri ¢ig inek, keci ve koyun siitii 6rneklerinde 6l¢ililmiistiir. Arastirma
kapsamina alinan 318 siit Grneginin siit tiirlerine gore dagilimi Tablo 4.1.1.°de
gosterilmektedir. Analiz edilen siitlerin 283’iinii (% 89) inek, 22’sini (% 6,9) keci ve
13’tinl (% 4,1)ise koyun siitii olusturmaktadir. Siit 6rneklerinin gogunlugunu inek siitii

oldugu goriilmektedir (Sekil 8).

Tablo 4.1.1. 2020 yihinda AFM1 analizi yapilan ¢ig siit tiirlerinin dagilim

Sut Tara Sayi (n) %
Inek 283 89
Keci 22 6,9

Koyun 13 41
Toplam 318 100

minek mKeci ®=Koyun

Sekil 8. 2020 yiinda AFM1 analizi yapilan ¢ig siit tiirlerinin dagilim
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Kuzey Kibris genelinde toplanan ¢ig siit 6rneklerinin bolgelere gore dagilimi
Tablo 4.1.2.’de gosterilmektedir. Alinan sit drneklerinin %41,3’si Lefkosa, %9,7’si
Girne, %35,2’si Gazimagusa, %7,2’si Giizelyurt, %5,3’ii Iskele ve %1,3’ii ise Lefke
bolgesinden toplanmistir. En fazla siit Ornegi toplanan bolgeler Lefkosa ve

Gazimagusa bolgesidir (Sekil 9).

Tablo 4.1.2. 2020 yihinda AFM1 analizi yapilan ¢ig sut 6rneklerinin bolgelere

gore dagilhim

Bolge Say1 (N) %
Lefkosa 131 41,3
Girne 31 9,7
Gazimagusa 112 35,2
Guzelyurt 23 7,2
iskele 17 53
Lefke 4 1,3
Toplam 318 100

ELefkosa HGirne HGazimagusa = Giizelyurt miskele uLefke

Sekil 9. 2020 yihnda AFM1 analizi yapilan ¢ig siit 6rneklerinin bolgelere gore
dagilim
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4.2.2020 yilinda Analiz Edilen Cig Sut Orneklerinin AFM1 Duzeylerine Gore
Dagilim

Arastirmada analiz edilen 318 ¢ig siit 6rneklerine ait ortalama, standart sapma,
minimum ve maksimum AFM1 dizeyleri Tablo 4.2.1°de gosterilmektedir. 2020
yilinda arastirmaya dahil edilen siitlerin AFM1 orani ortalama 14,4+16.99 ng/L olarak
saptanmistir. En diisik AFM1 dizeyi 0 ng/L, en yiksek ise 96 ng/L oldugu

gorulmektedir.

Tablo 4.2.1. 2020 yihinda analiz edilen ¢ig sut érneklerinde AFM1 dtizeylerinin

ortalama, standart sapma, minimum, maksimum degerlerinin dagilim

N X£S (ng/L) Min-Max
(ng/L)
Sat drnekleri
AFML1 dizeyi (ng/L) 318 14,4+16,99 0-96

Tablo 4.2.2.’de Cig siitlerdeki AFM1 degerlerinin AB ve Tiirk Gida Kodeksi
tarafindan beilirlenen limit diizeye gore dagilimi gosterilmektedir. Analiz edilen sut
orneklerinin 13’ (% 4,1) AB ve Tiirk Gida Kodeksinin, siit tirtinleri i¢in belirlemis
oldugu maksimum limit olan >50 ng/L’in iizerinde AFM1 tespit edilirken, 305’inin
(%95,9) AFML1 seviyesi yasal limitlerin altinda saptanmistir. Genel olarak, analiz

edilen ¢ig siit orneklerinde AFM1 diizeyi yasal sinirin altinda oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.2.2. Siitlerdeki AFM1 degerlerinin limit diizeye gore dagilim

Limit diizey (ng/l) Say1 (N) %
<50 305 95,9

>50 13 4,1
Toplam 318 100
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Tablo 4.2.3.te AFM1 diizeylerinin deger araliklari gosterilmektedir. Sut
orneklerinden yalnizca 13’iniin (%4,1) AFM1 dizeyi limit dizeyin (>50ng/L)
Uzerinde saptanmustir. 13’tinde (%4,1) 40-50 ng/L AFML1 dizeyi sinirda olarak
saptanmugtir. 32’sinde (%10,1) 30-40 ng/L arasinda, 41’inde (%12,9) 20-30 ng/L
arasinda, 65’inde (20,4) 10-20 ng/L arasinda ve 154°1i (48,4) <10 AFM1 duizeyi olarak
tespit edilmistir.

Tablo 4.2.3. AFM1 diizeylerinin deger araliklarina gore dagilim

AFM1 simiflandirma Say1 (N) %
(ng/L)

<10 154 48,4

10-20 65 20,4

20-30 41 12,9

30-40 32 10,1

40-50 13 4,1

>50 13 4,1

Toplam 318 100

Tablo 4.2.4.’de gosterildigi gibi, siit drneklerinin limit diizeyin Ustlinde (>50
ng/L) olan AFM1 duzeyi ortalama 59,9+12,15 ng/L, iken limit diizeyin altinda
(<50ng/l) olan AFM1 dizeyi ise ortalama 12,40+14,10 ng/L olarak kaydedilmistir.
Limit duzeyin Gzerinde olan AFM1 duzeyi en diisiik 50 ng/L iken, en yiuksek AFM1
duzeyi ise 96 ng/L olarak saptanmistir. Limit diizeyinde altinda saptanan AFMI
diizeyleri incelendiginde ise, en diigsilk AFM1 diizeyi Ong/L, en yuksek ise 46 ng/L

olarak saptanmustir.
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Tablo 4.2.4. Siitlerdeki AFM1 degerlerinin limit diizeye gore ortalamalarinin

dagilim

AFM1 Smiflandirma

(ng/L) N X £S (ng/L) Min-Max (ng/L)
>50 14 59,21+12,15 50-96
<50 304 12,40+14,10 0-46
Toplam 318 14,46+16,99 0-96

Tablo 4.2.5.’te gosterildigi gibi, siit drneklerinin limit diizeyin iistiinde (>50
ng/L) olan AFM1 diizeyi ortalama 59,9+12,34 ng/L, en diisiik AFM1 diizeyi 51 ng/L
ve en yiksek 96 ng/L’dir. Limit diizeye yakin olan (40-50 ng/L) AFM1 diizeyi
ortalama 35,0+2,70 ng/L, en diisiik AFM1 diizeyi 41 ng/L ve en yiiksek 50 ng/L’dir.
30-40 ng/L araliginda olan AFM1 diizeyi ortalama 35,0+£2,70 ng/L, en diisiik AFM1

duzeyi 31 ng/L ve en yiksek 40 ng/L’dir. 20-30 ng/L araliginda olan AFM1 diizeyi
ortalama 25,1+3,09 ng/L, en diisiik AFM1 diizeyi 21 ng/L ve en yiiksek 30 ng/L’dir.
10-20 ng/L arasinda olan AFM1 diizeyi ortalama 16,5+3,00 ng/L, en diisik AFM1

duzeyi 10 ng/L ve en yuksek 20 ng /L ve <10 olan AFML1 dizeyi ise ortalama
0,11+0,99 ng /L, en diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yiksek ise 9 ng/L olarak

saptanmigtir. Analiz edilen sut drneklerinde <5 ng/L’nin altinda saptanan degerler 0

olarak kabul edilmektedir.

Tablo 4.2.5. AFM1 deger araliklarinin ortalamalarina gore dagilimm

AFM1 Smiflandirma Min-Max
(ng/L) N X £S (ng/L) (ng/L)
<10 154 0,11+0,99 0-9
10-20 65 16,5+2,00 10-20
20-30 41 25,1£3,09 21-30
30-40 32 35,0+2,70 31-40
40-50 13 44,242 91 41-50
>50 13 59,9+12,34 51-96
Toplam 318 14,4+16,99 0-96




AFML dizeyleri, ¢ig inek, keci ve koyun sitl 6rneklerinde 6lgiilmiistiir. Farkli
stit tiirlerine géore AFM1 diizeylerinin dagilimi Tablo 4.2.6.’da gosterilmistir. Analiz
edilen ¢ig siit Orneklerinin AFM1 dlzeyleri ortalama 14,4+16,99 ng/L olarak
saptanmustir. Siit tiirlerine gore AFM1 diizeyleri ise sirasiyla; inek sitl ortalama
13,7+16,75 ng/L’dir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yiiksek ise 96 ng/L olarak
saptanmustir. Cig Keci sltu ortalama 23,9£17,77 ng/L’dir. En diisik AFM1 diizeyi 0
ng/L ve en yuksek ise 57 ng/L olarak saptanmistir. Cig koyun sutlerinin ise AFM1
duzeyi ortalama 14,0+17,33 ng/L olarak saptanmisir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L
ve en yiksek ise 55 ng/L’dir. Kegi sutlinin AFM1 oraninin inek ve koyun siitiine gore

daha fazla oldugu goriilmektedir.

Calisma siiresince analiz edilen sut érneklerinin %6,9’u, izin verilen AB limit
siiriin (>50ng/L) tizerinde oldugu saptanmistir. Siit tiirlerine gore limit sinir1 agma
oranlar1 ise inek siti %3,9, keci sutli %9,1 ve koyun situ ise %?7,7 olarak
kaydedilmistir. Kegi siitii 6rneklerinin AFM1 diizeyi, diger siit tiirlerine gore yasal
siirt agma oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Genel olarak incelendiginde
tim st tdrlerinin buydk bir oraninin limit simirin altinda (<50ng/L) oldugu
goriilmektedir. Siit tiirleri arasinda AFM1 goriilme sikligr agisindan anlamli bir fark

bulunmaktadir (P<0,05).

Tablo 4.2.6. Siit tiirlerine gore AFM1 degerlerinin dagilimi

Sut Tara N X =S (ng/L) Min-Max AB limit Gsti
(ng/L) %
Inek 283 13,7£16,75* 0-96 3,9 (n:11)
Kegi 22 23,9+17,77* 0-57 9,1 (n:2)
Koyun 13 14,0+17,33* 0-55 7,7 (n:1)
Toplam 318 14,4+16,99 0-96 6,9 (14)

*Farkli ¢ig siit tiirlerinin AFM1 seviyeleri arasinda anlamli farklilik vardir (p=0,483).
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4.3.2020 Yilinda Analiz Edilen Suit Orneklerinin Aylara ve Bolgelere Gore
Dagilim

2020 yilinda, ¢alisma kapsaminda analiz edilen ¢ig siit drneklerinin aylara gore
AFM1 seviyeleri sirasiyla (Tablo 4.3.1.); Ocak ayinda ortalama 22,82+3,63 ng/L,
Subat ayinda ortalama 13,3+17,60 ng/L, Mart ayinda ortalama 18,3+19,85 ng/L, Nisan
aymda ortalama 22,8+11,39 ng/L, Mayis ayinda ortalama 16,2+10,65 ng/L, Haziran
ayinda ortalama 8,3%8,92 ng/L, Temmuz ayinda ortalama 10,5+7,78 ng/L ve Agustos
ayinda ortalama 6,5+9,19 ng/L olarak saptanmistir. 8 ay boyunca analiz edilen ¢ig siit
orneklerinde en diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yiiksek ise 98 ng/L olarak saptanmustir.
AFM1 diuzeylerinin Ocak (22,82+3,63 ng/L) ve Nisan (22,8£11,39 ng/L) aylarinda en
yiiksek seviyeye ulastigi goriillmektedir. Yagislarin azalmasi ve sicak havanin etkisi ile
birlikte yaz aylarinda siitlerdeki AFMI1 seviyelerinin azaldigi, oOzellikle kis
mevsimlerinde ve mevsim gegislerine bagli olarak ise AFM1 seviyelerinin arttigi
gorulmektedir (Sekil 10).

Calisma siiresince analiz edilen siit 6rneklerinin AFM1 diizeyleri, Ocak ayinda
%10,5’1, Subat ayinda %4,7’si ve Mart ayinda ise %6,8’inin yasal sinirin (>50ng/L)
tizerinde oldugu saptanmistir. Nisan, Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda
ise yasal sinirin tizerinde olan AFM1 diizeyi tespit edilmemistir. Ocak ve Nisan aylari
ile Haziran, Temmuz ve Agustos aylar1 arasinda AFM1 goriilme siklig1 agisindan
anlamli bir fark bulunmaktadir (P<0,05). Bir iireticiden farkli aylarda da siit 6rnegi
toplanmasindan dolay1r aylara gore olan toplam sut orneklemi sayisi ile genel
toplamdaki (Tablo 4.1.1. ve Tablo 4.2.6.) siit orneklemleri sayist farklilik
gostermektedir. Genel toplamdaki 6rneklemde bir Ureticiden 8 ay boyunca toplanan

stitlerin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.3.1. Aylara gore AFM1 degerlerinin dagilimi

Ay N X =S (ng/L) Min-Max  AB limit Gsti %
(ng/L)

Ocak 19 22,82+3,63* 0-83 10,5 (n:2)

Subat 168 13,3+17,60 0-80 4,7 (n:7)

Mart 87 18,3+19,85 0-96 6,8 (n:5)

Nisan 11 22,8+11,39* 0-38 0

Mayis 18 16,2+10,65 0-38 0
Haziran 10 8,3+8,92* 0-21 0
Temmuz 12 10,5+7,78* 0-17 0
Agustos 16 6,5+9,19* 0-27 0

*Aylar arasinda AFM1 goriilme siklig1r acisindan anlamli bir fark bulunmaktadir

(p=0.016).

Aylara gore ¢ig siitlerde AFM1 diizeyleri
25 22.82 22.8

20 18.3
16.2

15 13.3

10.5

8.3
10 6.5

Ocak  Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos

Mean (ng/L)

Sekil 10. Aylara gore ¢ig siitlerde AFM1 duzeyleri
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Tablo 4.3.2.’de bolgelere gore AFM1 degerlerinin dagilimi gosterilmektedir.
Bolgelere gore AFM1 diizeyleri ise sirasiyla; Lefke ortalama 38,7+4,64 ng/L’dir. En
diisik AFM1 diizeyi 33 ng/L, en yiiksek 43 ng/L’olarak saptanmistir. Iskele ortalama
16,1+16,34 ng/L’dir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yiiksek 51 ng/L olarak
saptanmigtir. Gazimagusa ortalama 16,1+16,31 ng/L’dir. En diisiik AFM1 diizeyi 0
ng/L ve en yiiksek 61 ng/L olarak saptanmistir. Lefkosa ortalama 13,4+18,06 ng/L’dir.
En diisik AFM1 diizeyi ortalama Ong/L vee n yiliksek 96ng/L olarak saptanmuistir.
Girne ortalama 13,0+15,86 ng/L’dir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yiiksek 57
ng/L olarak saptanmistir. Giizelyurt ise ortalama 9,0+13,59 ng/L’dir. En diisiik AFM1
duzeyi 0 ng/L ve en yiksek ise 51 ng/L olarak saptanmistir. En yiksek AFM1
diizeyleri Lefke bolgesinde iken, Giizelyurt en diisiitk AFM1 diizeyine sahip olan bdlge

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.3.2. 2020 yilinda analiz edilen ¢ig siit 6rneklerinin bolgelere gére AFM1

degerlerinin dagilim

Bolge N X £S (ng/L) Min-Max (ng/L)
Lefkosa 131 13,4+18,06 0-96
Girne 31 13,0+15,86 0-57
Gazimagusa 112 16,1+16,31 0-61
Guzelyurt 23 9,0£13,59 0-51
Iskele 17 16,1+16,34 0-51
Lefke 4 38,7+4,64 33-43
Toplam 318 14,4+16,99 0-96

Tablo 4.3.3.’de tiim aylarda analiz edilen AFM1 degerlerinin bolgelere gore
dagilimi gosterilmektedir. Lefkosa bolgesinde aylara gére AFM1 diizeyi dagilimi
sirasiyla; Ocak ayinda ortalama 33,6+13,01 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1
duzeyi 21ng/L, en yiiksek 47ng/L’dir. Subat ayinda ortalama 12,6+18,15 ng/L olarak
saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yliksek 80ng/L’dir. Mart ayinda
ortalama 15,8+21,59 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en
yuksek 96 ng/L’dir. Nisan ayinda ortalama 11+15,55 ng/L olarak saptanmistir. En
diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yiiksek 22 ng/L’dir. Mayis ayinda ortalama 21,2+16,35
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ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yiuksek 38 ng/L’dir.
Haziran ayinda Lefkosa bdlgesinde tek bir siit 6rnegi analiz edilmesinden dolayi
AFML1 diizeyi olarak 17 ng/L olarak saptanmistir. Temmuz ayinda ortalama 11,1+7,64
ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFMI1 diizeyi 0 ng/L, en yiksek 17 ng/L’dir.
Agustos ayinda ise ortalama 0+0 ng/L olarak saptanmistir. Lefkosa bolgesinde en
yiikksek AFM1 diizeyi Ocak ayinda, en diisiik ise Agustos ayinda saptanmistir. Subat
(80 ng/L) ve Mart (96 ng/L) aylarinda AFMI1 diizeyleri maksimum seviyeleri
gbrmesine ragmen ortalama disiik (12,6+18,15 ng/L ve 15,8+21,59 ng/L) olarak
kaydedilmistir.

Girne bolgesinde ayalara gére AFM1 diizeyi dagilimi sirasiyla; Ocak ayinda
ortalama 7,7+12,73 ng/L olarak saptanmistir. En diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en
yuksek 35ng/L’dir. Subat ayinda ortalama 13,3+18,78 ng/L olarak saptanmistir. En
diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yuksek 57 ng/L’dir. Mart ayinda ortalama 20+17,46
ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yuksek 41 ng/L’dir. Girne
bolgesinde Nisan ve Temmuz ayinda herhangi bir siit analizi yapilmamistir. Mayis
aymda ortalama 17,0+14,79 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L,
en yuksek 27 ng/L’dir. Haziran ayinda ortalama 7,5+10,60 ng/L olarak saptanmustir.
En disiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yuksek 15 ng/L’dir. Agustos ayinda ise Girne
bolgesinde tek bir siit 6rnegi analiz edilmesinden dolay1 AFM1 diizeyi olarak 0 ng/L
olarak saptanmistir. Girne bolgesinde en yiiksek AFM1 diizeyi Mart ayinda, en diisiik

ise Haziran ayinda saptanmistir.

Gazimagusa bolgesinde ayalara gore AFM1 diizeyi dagilimi sirasiyla; Ocak
aymda ortalama 34,6+32,91 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L,
en ylksek 83ng/L’dir. Subat ayinda ortalama 15,2+18,04 ng/L olarak saptanmistir. En
diisiik AFM1 duizeyi 0 ng/L, en yiksek 61 ng/L’dir. Mart ayinda ortalama 20,9+18,04
ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 dizeyi 0 ng/L, en ylksek 57 ng/L’dir. Girne
bolgesinde Nisan ayinda ortalama 27,1+8,54 ng/L olarak saptanmistir. En disiik
AFMI diizeyi 17ng/L, en yiiksek 38ng/L’dir. May1s ayinda ortalama 14,8+6,40 ng/L
olarak saptanmistir. En diisitk AFM1 dlzeyi Ong/L, en yiiksek 21 ng/L’dir. Haziran
ayimnda ortalama 7,2+9,30 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik AFM1 dizeyi 0 ng/L, en
yuksek 21 ng/L’dir. Temmuz ayinda ortalama 9,6+9,79 ng/L olarak saptanmistir. En
diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en ylksek 17 ng/L’dir. Agustos ayinda ise AFM1 dlzeyi
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ortalama 8,8+£9,96 ng/L olarak saptanmistir. En diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en
yuksek ise 27 ng/L’dir. Gazimagusa bdlgesinde en yliksek AFM1 diizeyi Ocak ayinda,
en diisiik ise Haziran ayinda saptanmistir. Ocak (83 ng/L) ayinda AFM1 diizeyleri

maksimum seviyeleri gordiigii tespit edilmistir.

Glizelyurt bolgesinde sadece Subat, Mart ve Nisan aylarinda siit 6rnekleri
analiz edilmistir. Subat ayinda AFMI1 diizeyi ortalama 9,5t14,21 ng/L olarak
saptanmustir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yiksek 51 ng/L’dir. Mart ayinda
yalnizca tek bir siit 6rnegi analiz edilmistir ve ortalama AFM1 diizeyi 0 ng/L olarak
saptanmigtir. Mayis ayinda ise ortalama 8,5+12,02 ng/L olarak saptanmistir. En diisiik
AFM1 diizeyi 0 ng/L ve en yilksek ise 17 ng/L’dir.

Iskele bolgesinde ayalara gére AFM1 diizeyi dagilimi sirasiyla; Ocak ayimda
ortalama 45,0+4,24 ng/L olarak saptanmistir. En diisik AFM1 diizeyi 42 ng/L, en
yiksek 48 ng/L’dir. Subat ayinda ortalama 6,7+10,48 ng/L olarak saptanmistir. En
diisik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yiksek 26 ng/L’dir. Mart ayinda ise ortalama
25,1£18,13 ng/L olarak saptanmistir. En diisitk AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yuksek 51
ng/L’dir. Nisan, Mayis ve Agustos aylarinda Iskele bolgesinde tek bir siit drnegi analiz
edilmesinden dolayi sirasiyla AFM1 diizeyleri ortalama 12 ng/L, 21 ng/L ve 17 ng/L
olarak saptanmistir. Haziran ve Temmuz aylarinda ise herhangi bir sUt 6rnegi analizi
yapilmamustir. Iskele bolgesinde en yiiksek AFM1 diizeyi Ocak ayinda, en diisiik ise

Nisan ayinda saptanmustir.

Lefke bolgesinde ise sadece Subat ayinda siit 6rnekleri analiz edilmis olup,
AFM1 diizeyi ortalama 38,7+4,64 ng/L olarak saptanmistir. En diisik AFM1 diizeyi
33 ng/L ve en yiksek ise 43 ng/L’dir.
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Tablo 4.3.3. Tum aylarda analiz edilen AFM1 degerlerinin bolgelere gore dagilim

Bolge / Ay Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos
Lefkosa N 3 75 45 2 4 1 7 4
X£S 33,6+13,01 12,6+18,15 15,8+21,59 11,0+15,55 21,2+16,35 17,0 11,1+7,64 0+0
Min- Max 21-47 0-80 0-96 0-22 0-38 17-17 0-17 0-0
Girne N 9 11 6 - 3 2 - 1
XxS 7,7£12,73 13,3+£18,78 20,0+17,46 - 17,0£1479 7,5+10,60 - 0
Min-Max 0-35 0-57 0-41 - 0-27 0-15 - 0-0
Gazi N 5 49 29 8 8 7 5 10
magusa X+S 34,6+£32,91 15,2+18,04 20,9+18,04 27,148,54 14,8+6,40 7,249,30 9,69,79 8,8+9,96
Min-Max 0-83 0-61 0-57 17-38 0-21 0-21 0-17 0-27
Guzel N - 20 1 - 2 - - -
yurt X+S - 9,5+14,21 0 - 8,5+12,02 - - -
Min-Max - 0-51 0 - 0-17 - - -
iskele N 2 9 6 1 1 - - 1
XS 45,0%4,24 6,7+10,48 25,1+18,13 12,0 21 - - 17
Min-Max 42-48 0-26 0-51 12 21 - - 17
Lefke N - 4 - - - - - -
XS - 38,7+4,64 - - - - - -
Min-Max - 33-43 - - - - - -
Toplam N 19 168 87 11 18 10 12 16
X+S 22,8+23,63 13,3+£17,60 18,3+£19,8 22,8+11,39 16,2+10,65 8,3+8,92 10,5+7,78 6,5+9,19
Min-Max 0-83 0-80 0-96 0-38 0-38 0-21 0-17 0-27
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AB ve Tirk Gida Kodeksi kapsaminda belirlenen AFM1 limit dizeyin
(>50ng/L) ustunde olan ¢ig siit 6rnegi sayist Tablo 4.3.4.de gosterildigi gibi toplamda
17 olup, limit dizeyin Gzerinde tespit edilen aylar Ocak, Subat, Mart aylar1 olarak
saptanmistir. Ocak ayinda AFM1 dizeyi ortalama 83 ng/L, Subat ayinda ortalama
56,44+11,65 ng/L olup, en diisik AFM1 diizeyi 36 ng/L ve en yuksek 80 ng/L’dir.
Mart ayinda ise ortalama 60,28+16,90 ng/L olup, en diisiik AFM1 diizeyi 47 ng/L ve
en yiksek 96 ng/L olarak saptanmustir.

Aylara gore limit diizeyin (<50ng/L) altinda olan AFM1 diizeyleri sirasiyla;
Ocak ayinda ortalama 19,5+19,15 ng/L, Subat ayinda 10,9+14,46 ng/L, Mart ayinda
14,6+15,41 ng/L, Nisan ayinda 22,8+11,39 ng/L, Mayis ayinda 16,2+10,65 ng/L,
Haziran ayinda 8,3-+8,92 ng/L, Temmuz ayinda 10,5+7,78 ng/L ve Agustos ayinda
ise 6,5£9,19 ng/L olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.3.4. Aylara gore AFM1 limit diizeylerinin dagilimi

AFM1 Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos
(ng/ AY
N 1 9 7 - - - - -
>50ng/I X*S 83,0 56,4+11,65 | 60,2+16,90 - - - - -
Min- Max 83 36-80 47-96 - - - - -
N 18 159 80 11 18 10 12 16
<50ng/I X*S 19,5+19,15 | 10,9+14,46 | 14,6+15,41 | 22,8+11,39 | 16,2+10,65 | 8,3-18,92 10,5+7,78 6,5+£9,19
Min-Max 0-52 0-49 0-47 0-38 0-38 0-21 0-17 0-27
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4.4. 3 Y1l Boyunca Analiz Edilen Siit Orneklerinin Yillara ve Mevsimlere Gore
Dagilim

Eylil 2018- Agustos 2020 yillart arasinda Kuzey Kibris’ta toplam 1026 ¢ig siit
ornegi toplanmistir. AFM1 diizeyleri, sonbahar, kis, ilkbahar ve yaz (2018-2020) dahil
olmak tizere yilin tim mevsimlerinde ¢ig siit orneklerinde Olgiilmiistiir. Farkli

mevsimlerde sitteki AFM1 seviyeleri Tablo 4.4.1'de gosterilmistir.

Ortalama AFML1 diizeyi sonbahar mevsiminde en yiksek 31,77+19,21 ng/L,
yaz mevsiminde ise en diisiik 7,51£11,31 ng/L olarak kaydedilmistir. Y1lin dort farkli
mevsiminde AFMI1 seviyeleri ortalamalarina goére yiiksekten diisiige sirasiyla
sonbahar 31,77+19,21 ng/L, kis 26,96+20,77 ng/L, ilkbahar 19,00+18,53 ng/L, yaz
7,51£11,31 ng/L olarak saptanmistir. Mevsimsel olarak, sonbahar, kis, ilkbahar ve yaz
mevsimlerinde izin verilen AB limit sinirinin iizerindeki siit 6rneklerinin yiizdesi sirasi

ile %16, %16,2, %4,5 ve %1,6 olarak bulunmustur.

AFM1 seviyelerinin sonbahar mevsimi ile birlikte Eyliil ayindan itibaren arttig1
ve en yogun Kasim ayinda maksimum seviyeye (35,88+18,22 ng/L) kadar yiikseldigi,
Agustos aymda ise minimum seviyeye (5,84%8,45 ng/L) ulastig1 goriilmektedir.
AFM1 seviyelerinin kig aylarina kadar belirli araliklarla arttigi, havalarin 1sinmaya
baslamasi ile birlikte azalmaya basladig1 gézlemlenmistir. Sonbahar ve kis aylarinda
stitlerdeki AFM1 miktarlar1 ilkbahar ve yaz aylarina gore anlamli derecede farkl
oldugu saptanmistir (p<0,05). AFM1 diizeyleri sonbahar mevsiminde maksimum, yaz
mevsiminde minimum bulunmustur. Sonbahar ve kis aylarinda AFM1 diizeylerinin
limit diizeyin {istiinde goriilme oran1 (>50 ng/L) ilkbahar ve yaz aylarina gore daha
fazladir. AFM1 dizeyleri Eylil-Ocak aylar1 boyunca yiiksek seyretmekte, Ocak
aymdan Agustos ayina kadar ise AFM1 diizeyleri diisiis gostermektedir (Sekil 11).

Analiz edilen siit 6rnekleri, sonbahar mevisiminde %16’sinin, kis mevsiminde
%16,2’sinin, ilkbahar mevsiminde %4,5’inin ve yaz mevsiminde ise %1,6’simin AB
yasal sinirin (50 ng/L) tizerinde oldugu saptanmistir. Farkli mevsimlerde alinan siit

orneklerinde AFM1 miktarlart 6nemli 6l¢iide farklidir (Tablo 4.4.1).
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Tablo 4.4.1. 2018 — 2020 yillar1 arasinda mevsimlere gore ¢ig siitlerde AFM1

dizeyi
Aylar N xS (ng/L) Min - Max  AB limit Ustu
(ng/L) (%)
Sonbahar
Eylil 38 33,68+43,56 0-271 13,2 (n:5)
Ekim 114 29,49+23.24 0-91 13,8 (n:16)
Kasim 167 35,88+18,22 0-107 21,2 (n:35)
Toplam 319 31,77+£19,21 0-104 16,0 (n:56)
Kis
Aralik 338 32,29+22,99 0-157 22,5 (n:76)
Ocak 166 34,95+19,02 0-83 19,9 (n:33)
Subat 175 14,77+18,73 0-80 6,3 (n:11)
Toplam 492 26,96+20,77 0-112 16,2 (n:120)
Ilkbahar
Mart 97 19,49+20,52 0-96 8,2 (n:8)
Nisan 19 21,78+15,32 0-58 5,3 (n:1)
Mayis 25 14,52+10.55 0-38 0
Toplam 138 19,00+18,53 0-96 4,5 (n:9)
Yaz
Haziran 21 11,61+16,87 0-75 4,8 (n:1)
Temmuz 27 7,00+8,00 0-18 0
Agustos 32 5,84+8,45 0-27 0
Toplam 77 7,51+11,31 0-75 1,6 (n:1)

Mevsimler arasinda AFM1 goriilme siklig1 agisindan anlamli bir fark bulunmaktadir

(p=0.026).

Cig Siitte AFM1 Diizeyleri

Sekil 11. 2018 ve 2020 yillar1 arasinda cig siitte AFM1 seviyelerinin ii¢ yildaki
aylik ortalama sikhigl. Yatay eksen aylar1 gostermektedir. Dikey eksen AFM1
seviyelerini (ng/L) gostermektedir. Sutunlar, belirtilen aydaki ilgili ortalama

sikhig1 temsil eder. Egri, aylar boyunca egilim ¢izgisini gosterir (R? = 0,8532).
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Bolgelere gore AB yasal sinirlar1 asma oranlari ise sirast ile; Lefkosa (%13,5),
Lefke (%12,5), Iskele (%11,7), Girne (%10,1), Gazimagusa (%9,9) ve Giizelyurt
(%7,9) olarak saptanmustir (Sekil 11).

83 ornek
(%10.1)
38 ornek
(%1L.7)

63 ornek
(%7.6)

Gazimagusa

477 drnek
(%13.5)

8 ornek

(%12.5) 357 Srnek

(%9.9)

Sekil 12. Tlcelere gore orneklem haritas1 ve Avrupa Birligi yasal simirmi (>50
ng/L) asma oranlari; Kirmizi: en sik, yesil: en seyrek goriilme sikhigim isaret

etmektedir.

Caligma kapsaminda, 2 yil boyunca analiz edilen toplam 1026 ¢ig siit
orneginde ortalama 26,4+17,96 ng/L AFMI1 tespit edilmistir. Analiz edilen st
orneklerinde AFM1 diizeylerinin belirlenmesi amaci ile yillara gore saptanan AFM1
diizeyleri Tablo 4.4.2.°de gosterilmistir. Yillara gore incelenen ¢ig siitlerdeki AFM1
diizeyleri 2018, 2019 ve 2020 yillarinda sirast ile 30,91£19,04 ng/L, 28,41+18,61 ng/L
ve 19,95+16,23 ng/L AFM1 igerdigi saptanmistir (Tablo 4.4.2).

2018 yilinda AFMI1 diizeyleri ortalama 30.91£19,04 ng/L’dir. En diisiik AFM 1
diizeyi 0 ng/L, en yiiksek ise 85 ng/L olarak saptanmistir. 2019 yilinda AFMI
miktarlar1 ortalama 28,41+18,61 ng/L’dir. En diisiik AFM1 diizeyi 0 ng/L, en yiiksek
ise 82 ng/L olarak saptanmistir. 2020 yilinda ise AFM1 duzeyleri ortalama
13,95+16,23 ng/L’dir. En diisiik AFM1 duzeyi ise 0 ng/L ve en yiiksek 96 ng/L olarak

saptanmistir.
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Caligma siiresince analiz edilen siit Orneklerinde, 2018 yilinda %17,6’s1, 2019
yilinda %12,2’si ve 2020 yilinda ise %#4,4’linlin yasal sinirin (>50ng/L) Uzerinde
oldugu saptanmistir. Yillar arasinda AFM1 goriilme siklig1 agisindan anlamli bir fark
bulunmaktadir (P<0,05).

Genel olarak incelendiginde siitlerin biiyiik bir oraninin yasal sinirin altinda
(<50 ng/L) oldugu goriilmektedir. Farkli yillarda alinan siit 6rneklerinde AFM1
oranlar1 6onemli Olgtide farklidir (p<0,05). Yillara gore karsilastirdigimiz zaman, yasal
smirin tstiinde olan AFMI1 seviyelerinin yillar igersinde azaldigi goriilmektedir
(p<0,05).

Tablo 4.4.2. Yillara gore ortalama aflatoksin M1 diizeyleri

Yil N xS (ng/L) Min-Max  AB limit p
(ng/L) ustu (%)
2018 311 30,91+19,04 0-85 17,6 (n:54) 0,39
2019 397  28,41+18,61 0-82 12,2 (n:48) 0,00
2020 318 19,95+16,23 0-96 4,4 (n:14) 0,00
Toplam 1026 26,4+17,96 0-96 11,4 (n:116)
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5. TARTISMA

5.1.Kibris, Tiirkiye ve Diinyada Cig Siitlerde AFM1 Durumu

Insanlar icin temel besin kaynaklarindan biri olan siit ve siit iiriinlerinde
bulunabilecek AFM1, insan saglig1 igin potansiyel bir risk olusturmakta olup, ciddi bir
halk saglig1 sorunudur. Bu nedenle siit ve siit iiriinlerinde AFM1 varliginin ve
diizeyinin saptanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Gelismekte olan tilkeler, teknoloji,
uretici bilgisi ve donaniml tesislerin yoklugu veya eksikligi nedeniyle yiiksek AFM1
seviyelerine sahip olabilmektedir. Bu nedenle birgok iilke ¢ig siitte AFM1 dizeyleri
icin maksimum limitler belirlemistir (<50 ng/L). Ulkemizde bu konuda yapilmis bir
calismaya literatiirlerde rastlanmamasindan dolayi, bu arastirma KKTC genelinde
uretilen ¢ig siitlerin AFM1 diizeylerinin belirlemesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Ocak-Agustos 2020 aylarinda siit toplama merkezlerinden temin edilen 318 ¢ig
stit orneginin analizi sonucunda; AFM1 konsantrasyonu ortalama 14,4+16,99 ng/L
olarak saptanmistir. Analiz edilen ¢ig siit drneklerinin %6,9 unun Avrupa Birligi yasal
siurlarint astigr tespit edilmigtir. Siit tilirlerine gére AFM1 konsantrasyonlarina
bakildiginda ise sirasiyla; inek sttd 13,7+16,75 ng/L, keci situ 23,9+17,77 ng/L,
koyun siitii 14,0+£17,33 ng/L olarak saptanmustir. Yasal sinir1 agma oranlari ise en fazla
%9,1 oraninda keci siitiinde tespit edilmistir. Calismamiz kapsaminda 2018-2020
yillar1 arasinda, 1026 ¢ig siit 6rneginin analizi sonucunda ise; ortalama AFM1 seviyesi
26,4+17,96 ng/L olup, %11,4’iiniin yasal sinirlar1 astig1 tespit edilmistir.

Calismamizla benzerlik tasiyan 2014 yilinda Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda
Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismada, inek situ (n:143) 12,1+9,49 ng/L, kegi situ
(n:32) 7,61+8,94 ng/L ve koyun suti (n:19) 3,69+0,91 ng/L olarak tespit edilmistir
(Bilandzi¢ ve ark. 2014). 2016 yilinda Hirvatistan’da yapilan bagka bir ¢caligmada ise
AFM1 konsantrasyonlari, inek siitii 0,93-85,4 ng/L; kegi suti 2,0-18,6 ng/L; koyun
sutll 2,27-11,2 ng/L olarak belirtilmistir. italya’da 2016 yilinda yapilan bir calismada
ise, 416 ¢ig siit numunesinin %12,3’{iniin, 0,05 ug/L iizerinde AFM1 igerdigi tespit
edilmistir (Roma ve ark. 2017). 2018 yilinda Tiirkiye’nin Nigde ilinde, 90 ¢ig siit
Ornegi toplanarak yapilan calisma sonucuna gore, incelenen tiim siit 6rneklerinin
AFM1 ile kontamine oldugu koyun ve keci siitlerindeki AFM1 diizeyinin yasal

limitlerin altinda, ¢ig inek siitii 6rneklerinin 3'iinde (%10) ise bu limitlerin iizerinde
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(>50 ng/L) oldugu bildirilmistir. AFM1 konsantrasyonlar1 ise sirasiyla, inek siitii
15,88+4,4 ng/L, koyun situ 3.91+0.25 ng/L, kegci situ ise 3,07+£0,42 ng/L olarak
saptanmustir (Karadal ve ark. 2018). Elazig’da 2018 yilinda yapilan bir ¢calismada 60
adet ¢ig siit numunesinin %60’ min yasal siirlar iginde AFM1 igerdigi ve %13’iiniin
ise yasal sinirlarin iistinde AFM1 igerdigi saptanmistir (Baygeldi ve Tanyildizi, 2018).
2019’da Kars ilinde yapilan bir ¢alismada, 50 ¢ig siit 6rneginin %44’{inde AFM1 limit
diizeyin altinda iken, %56’sinda farkli diizeylerde AFM1 tespit edilmistir (Aksoy ve
Sezer, 2019). 2018 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir calismada, 135 siit 6rneginde
saptanan AFM1 diizeyinin ortalama 8,6+4,57 ng/L oldugu bildirilmistir ve érneklerin
hicbirinin belirlenen maksimum AFM1 yasal sinirin1 agmadigi saptanmistir (Madali
ve ark. 2018). 2016 yilinda Tehran’da yapilan bir ¢alismada, incelenen 221 st
numunesinin AFM1 duzeyleri ortamala 21,4+4,7 ng/L olarak tespit edilmistir. Calisma
sonucunda, incelenen orneklerin %26,7'sinin  AFM1 ile kontamine oldugunu
bildirmistir (Bolourchian ve ark. 2016). 2016 yilinda Malezya’da yapilan bir
calismada, 53 adet siit ve siit liriinlerinden olusan numunelerden %35,8’inin AFM1
icerdigi, %7,5’inin ise yasal sinirlarin iizerinde oldugu tespit edilmistir (Nadira ve ark.
2017). Nile ve arkadaslarinin 600 ¢ig siit 6rnegi ile yaptigi ¢alismada, AFM1 diizeyleri
inek suttiniin 30.2 + 1.8 ng/L, kegi situniin 38,6 + 2,1 ng/L, koyun sutiinin 25,7 + 1,6
ng/L olarak tespit edilmistir. % 44 inek, % 10 keci ve % 12 koyun siitli 6rneklerinde
AFM1 miktar1 Avrupa Birligi tarafindan kabul edilen maksimum tolerans sinirinin
tizerinde oldugu belirtilmistir (Nile ve ark. 2016).

2020 yilinda Kuzey Kibris’ta 2 siit markasindan toplam 20 adet UHT inek siitu
ve farkli mandiralardan toplanmis 22 adet ¢ig inek siitii ornegi ile yapilan bir
caligmanin sonuglarina goére, sut drneklerinin hicbirinde AFM1 tespit edilebilecek
diizeyde bulunmadig belirtilmistir (Bereket, 2021).

Calismamiz kapsaminda 2020 yilinda analiz edilen ¢ig siit 6rneklerinin AFM1
diizeyleri aylara gore incendiginde, Ocak ve Nisan aylarinda en yiiksek seviyeye
ulastig1 goriilmektedir. Analiz edilen ¢ig siit 6rneklerinin, Ocak ayinda %10.5’1, Subat
ayinda %#4,7’si ve Mart ayinda ise %6,8’inin yasal sinirin (50 ng/L) {izerinde oldugu
saptanmistir. Nisan, Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda ise yasal sinirin
tizerinde olan AFM1 diizeyi tespit edilmemistir. Aylara gore incelendiginde aylar

arasinda incelenen siit orneklerinin sayist farklilik gostermektedir. Bunun nedeni
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Ozellikle yaz aylarinda siit veriminin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica bazi
donemlerde fireticilerin siit iretmemesinden, satisa sunmamasindan veya hayvanlar
satmasindan dolay1 da kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle calismamiz kapsaminda,

her ay her bolgedeki Ureticiden farkli miktarlarda siit ornegi analiz edilmistir.

2020 yilinda Ekvator’da yapilan bir ¢aligmada, farkli aylarda analiz edilen ¢ig
siit orneklerinin AFM1 diizeyleri incelenmistir. Calisma sonucunda, en diisiik AFM1
konsantrasyonu Kasim ayinda ve en yiiksek ise Agustos ve Haziran aylarinda
saptanmistir. Calisma donemleri arasinda, 6zellikle Nisan — Haziran ve Haziran -
Kasim aylar1 arasinda énemli farkliliklar gézlenmistir. Ozellikle Haziran gibi kurak
mevsimlerde yiiksek degerlerin oldugu kaydedilmistir. Calisma sonucunda yaz
aylarinda AFM1 konsantrasyonlarinin yiiksek seyretmesinin nedeni, bu dénemde
yagislarin az olmasi ile birlikte hayvan yemlerinden kithiga neden olmasi ve
dolayisiyla ciftgilerin hayvanlarini yem iirlinii olarak ¢ogunlukla misir, saman ve
kosantre yem gibi Aspergillus kontaminasyonuna yatkin olan yiyeceklerle
beslemelerinin sinirlandirilmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Puga-Torres
ve ark. 2020). 2016 yilinda Pakistan’da farkli mevsim ve aylarda yapilan bir
calismada, AFM1 seviyesinin Eyliil ayindan itibaren arttigin1 ve Pakistan'in en yogun
kis ay1 olan Aralik ayinda maksimum seviyeye (0,17 £ 0,073 mg/L) kadar yiikseldigini
ve daha sonra artiga bagli olarak azalmaya basladigini gostermektedir. Temmuz ayinda
ise minimum seviyeye (0,03£0,012 mg/L) ulastig1 bildirilmistir. AFM1 seviyesinin
tespit limitinin altinda sadece yazin (Haziran-Agustos) {i¢ ay1 boyunca bulundugunu
belirtilmistir (Ismail ve ark. 2016). Italya’da yapilan baska bir ¢alismada, siit
orneklerinin %2,2’sinin AFM1’e maruz kaldiginin ancak %1’den daha azinin yasal
diizeylerinin iizerinde oldugu tespit edilmistir. AFM1 bulunan 6rneklerin ¢ogunun ise
Kasim-Mayis aylarinda toplandigi bildirilmistir (Bellio ve ark. 2016). 2018 yilinda
Kenya’da 291 siit tlirlinii 6rnegi ile yapilan ¢aligmada, numunelerin %50'sinden fazlas1
yasal siurlari agtig tespit edilmistir. Aylara gore incelendiginde ise; Eyliil ve Kasim
aylarinda AFM1 seviyelerinin zirveye ulastigi, en yiiksek seviyelerin ise Ekim (kisa
yagmurlarin baslangici) ayindan goriildiigi ve Mart (uzun yagmur mevsimlerinin
baslangici) ayinda da kii¢iik bir zirve gozlendigi belirtilmistir (Lindahl ve ark. 2018).
Akbar ve arkadaslarinin yaptigt c¢alisgmada ise, ¢ig siitlerdeki AFMI

konsantrasyonunun kis aylarinda daha yiiksek seyrettgini ve maksimum yasal limiti
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astig1 saptanmigtir. Ayrica AFM1 konsantrasyonunu en yiiksek seviyelere ¢iktigi

donem Aralik—Mart aylar1 arasinda oldugu belirtilmistir (Akbar ve ark. 2020).

Calismamizin sonuclarindan farkli olarak, bazi arastirmacilar tarafindan
yapilan ¢aligmalarda saptanan AFM1 konsantrasyonlari yiiksek, bazilar1 tarafindan
diisik ve bazi arastirmacilar tarafindan ise bu calisma ile benzer oranlarda
bulunmustur. Sonuglar arasindaki farkliliklar 6zellikle 6rneklerin alindigi mevsim ve
cografik kosullardaki farklilikla iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bilindigi gibi uygun olmayan kosullarda muhafaza edilen yemlerden olusan
AFB1’in, siitteki AFM1’in kaynagidir. Buna bagli olarak AFM 1 in siitteki seviyesinin
yaz aylarinda daha diisiik oldugu, bunun sebebinin de yaz aylarinda hayvanlarin
kontamine konsantre yemler yerine daha cok taze otlarla beslenmesi oldugu
belirtilmektedir (Asi ve ark. 2012; Malissiova ve ark. 2013; Bilandzi¢ ve ark. 2014;
Bahrami ve ark. 2016; Bilandzi¢ ve ark. 2017). Bizim g¢alismamiz kapsaminda
SUTEK e kayith olan isletmeler, genellikle hayvanlarm besin ihtiyacini hazir yemler
yerine serbest otlatma seklinde karsilamaktadir. Bu nedenle yaz aylarindaki AFM1
konsantrasyonlar1 daha diisiik seviyelerde saptanmaktadir. Ancak hayvanlarin kig
mevsiminde daha ¢ok depo edilmis hazir yemlerle beslenmesinden dolay1 kis
mevsiminde elde edilen sutlerin yaz mevsiminde elde edilen siitlere gére AFM1
kontaminasyonunun daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle farkli cografik
kosullara ve sartlara sahip Ulkelerde yapilan ¢alismalarda saptanan AFM1 seviyeleri

ile bizim lilkemizde saptanan degerler farklilik gostermektedir.

5.2. Yillar ve Mevsimlerin AFM1 Duzeyleri Uzerindeki Etkisi

AFMI1 diizeyleri iilkeler arast ve cografi konum farkliliklarina gore buyik
degisiklik gostermektedir. Yapilan c¢alismalar dogrultusunda, AFMI1 varliginda
mevsimlere bagl bir gesitlilik oldugunu bildirmektedir. Yaz aylarina kiyasla, kis
aylarinda yagislarin fazla olmasi ile birlikte yemlerdeki nem oranin artmasi ve
hayvanlarin genellikle karisik yemlerden beslenmesi ve kis aylarinda o6zellikle
yemlerin kotii depolama sartlarinda muhafaza edilip hayvanlara yedirilmesinden

kaynakli, soguk mevsimlerde, sicak mevsimlere gore daha yiiksek miktarlarda
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AFM1 e rastlandigi ifade edilmektedir (Lindahl ve ark., 2018; Mézes ve ark. 2010;
Ashiq, 2015).

Bu calismada da, 2018-2020 yillar1 arasinda, mevsimlere gbére AFM1
diizeylerinin farklilik gosterdigi bulunmustur. Ortalama AFM1 dizeyi sonbahar
mevsiminde en yiiksek, yaz mevsiminde ise en diisiik olarak kaydedilmistir. Y1lin dort
farkli mevsiminde AFM1 seviyesi yiiksekten diisiige sirasiyla sonbahar, kis, ilkbahar,
yaz olarak saptanmistir. Yaz mevsimine kiyasla sonbahar ve kis aylarinda AFM1’in
daha yiiksek olmasinin nedeni, sonbahar ve kis mevsimlerinde toksin Gretimi igin
yagislarin artmasi ile birlikte uygun sicaklik ve nem oraninin daha fazla olmast ve
hayvanlarin genellikle karma beslenmesinden kaynaklanmaktadir (Xiong ve ark.
2013).

KKTC genelinde ortalama AFM1 diizeyleri yilin dért mevsim boyunca yasal
siirin altinda (<50 ng/L) oldugu saptanmistir. Bunun sebebi, 6zellikle kis aylari ile
birlikte AFM1 seviyelerinde goriilen artiglar sonucunda denetimlerin artirilmasina
bagli olarak AFMI artisinin 6nlendigini, yasal uygulamalarin yeterli ve kontrolll

oldugunu gostermektedir.

2016 yilinda Cin’de 5650 ¢ig siit ornegi ile yapilan bir ¢aligmada, AFM1
kontaminasyonu insidansi kis aylarinda (%10,2) ilkbahar, yaz veya sonbahardan
(sirastyla %3,0, %2,1 ve %4,4) ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Li ve ark.,
2017).

2013-1014 yillar1 arasinda Pakistan’da 520 ¢ig siit 0rnegi ile yapilan ¢alismada,
AFM1'in mevsimsel yayginlik diizeyi sirasi ile yliksekten diisiige kis, ilkbahar,
sonbahar, yaz olarak saptanmigtir. Siit 6rneklerinin %53 liniin yasal limitleri astigin1
ve lilke halkinin AFMI1 ile ilgili saglik sorunlar1 agisindan yiiksek risk altinda
oldugunu belirtilmistir (Ismail ve ark. 2016).

Bilandzi¢ ve arkadaslarmin yaptigu calismada, ilkbaharda iki inek siitii
orneginde ve sonbaharda 10 inek siitii 6rneginde Avrupa Birligi maksimum yasal
diizeyini astig1 bulunmustur (Bilandzi¢ ve ark. 2017).

2020 yilinda Ekvator’da yapilan bagka bir ¢alismada ise, hem kuru (Haziran ve
Agustos) hem de ya8ish mevsimlerde (Nisan ve Kasim) 209 ¢ig siit Ornegi
toplanmistir. Calisma sonucunda, sit orneklerindeki saptanan AFM1 seviyelerinin

%59,3’linlin AB yasal sinirin1 agarken yalnizda %1,9’u Ekvator’un yasal sinirin1 astig1
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saptanmigtir. Calisma sonucunda, ¢aligsma aylari iklim mevsimi ve iklim agisindan iller
arasinda onemli farkliliklar tespit edilmistir (Puga-Torres ve ark., 2020).

2017 yilinda AFM1 diizeylerinde mevsimsel farkliligi arastiran bagka bir
calismada, Polog ve Pelagonia bolgesinde toplanan 360 ¢ig siit orneklerinde,
maksimum kalint1 sinirin1 (MRL) asan en yiliksek numune insidansi her iki bolgede de
kis aylarinda gozlendigi belirtilmistir (sirastyla 0.35pg.kg™ ; 1.003pug.kg™). Mevsimsel
degiskenlik g6z oOniine alindiginda, kis aylarinda elde edilen ¢ig siit 6rneklerinde
AFM1 insidans ve diizeylerinin yazin elde edilenlere gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu ayrica ilkbaharda elde edilen 6rnekler arasinda yazin elde edilenlere gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bildirilmistir (Trajkovska ve ark. 2017).

Italya'daki alt1 siit isletme tesisinde Nisan 2013'ten Aralik 2018 tarihleri
arasinda toplamda 31.702 siit 6rneginde AFM1 varlig arastirilan bir calismada, 2017
ve 2018'de, saptanan AFMI1 seviyeleri, Aralik 2014'ten Agustos 2015'e kadar
gozlemlenenle AFM1 seviyeleri ile yaklasik olarak ayni oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, Eylil 2015 ve Aralik 2016 arasinda, AFM1 kontaminasyonu, neredeyse
2013'teki kadar yliksek oldugu gosterilmistir. Bu kapsamli arastirmada da, yillar
boyunca yemdeki AFBI1 kontaminasyonu ve dolayisiyla AFMI1  siitiin
kontaminasyonunu etkileyen iklim kosullarmin degiskenligi, risk degerlendirmesinin
stirekli izlenmesini ve gilincellenmesini hakli ¢ikardigi bildirilmistir (Serraino ve ark.
2019).

Misir'da 2016 ve 2017 yillarinda farkli mevsimlerde 120 ¢ig siit 6rneginde
AFMI diizeylerine bakilmustir. Iki yilda yasal sinirlar1 asan numune orani sirasi ile
%21,6 ve %]18.3 olarak saptanmistir. AFM1 olusumunu etkileyen mevsimsel
degisikliklere ragmen, kisin toplanan Orneklerdeki AFMI1 seviyeleri yazin
toplananlardan énemli 6lgiide (P < 0,001) daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Ismaiel
ve ark., 2020).

Bu calismada AFM1 diizeylerini yillara gore karsilatirildiginda, 2018 yilinda
AFM1 diizeyleri daha fazla iken 2020 yilinda denetimler ve egitimlerden dolay1 AFM1
diizeylerinde diisiis gozlemlenmistir. Yillar arasinda anlamli bir fark bulundugu
saptanmistir. 2018 yilinda AFM1 diizeyleri daha fazla iken 2020 yilinda diismesini
yapilan devlet denetimleri ve lireticiye verilen egitimlerden dolay1 oldugunu s6ylemek

mumkindir (SUTEK, 2020).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma, Kibris’in Kuzeyinde bulunan tiim ilgelerden elde edilen ve toplam
¢ig siit Uretiminin tamamini temsil eden onemli sonuglara katkida bulunmaktadir.
Ozellikle galismada, HPLC y&nteminin kullanilmast yiiksek hassasiyetle hizli sonuglar
vermistir. Calisma sonucunda, 2 yil boyunca analiz edilen ¢ig siit drneklerinde
ortalama AFM1 duzeyleri 26,4+17,96 ng/L olarak saptanmig olup, AFM1 seviyesinin
Avrupa Birligi Komisyonu ve Tiirk Gida Kodeksi limitlerine (<50 ng/L) uygun oldugu

ve halk saglig1 i¢in risk olusturmadigi tespit edilmistir.

Literatiirde sunulan diger sonuglara gore iilkemizde saptanan AFM1
duzeyleri, gelismekte olan llkelere kiyasla daha iyi sonuclara sahip olup, SUTEK
tarafindan lreticilere verilen egitimlerin de etkisi ile yillar icinde AFM1 diizeylerinin
anlamli derecede distiigii goriilmektedir. Ancak incelenen Orneklerde farkli

konsantrasyonlarda AFM1 diizeyleri tespit edilmistir.

Bilindigi gibi AFM1 olusumunun temel kaynagi yemlerin uygun kosullarda
depolanamamasi sonucu olusan AFB1°dir. Bu nedenle, halk saglig1 agisindan alinmasi
gereken en 6nemli tedbir yemlerde AFB1 olusumunu 6nlemektir. Calisma kapsaminda
SUTEK ’e kayith olan isletmeler, genellikle hayvanlarin besin ihtiyacini hazir yemler
yerine serbest otlatma seklinde karsilamaktadir. Ancak hayvanlarin ki mevsiminde
daha ¢ok depo edilmis hazir yemlerle beslenmesinden dolayr kis mevsiminde elde
edilen siitlerin yaz mevsiminde elde edilen sutlere gére AFM1 kontaminasyonunun
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle AFM1 kontaminasyonu insidansi
sonbahar ve kig mevsimlerinde, yemlerin kotii kosullarda depolanmasi, yagislar ve
neme bagh olarak ¢ok daha yiiksek seviyelerde tespit edilmistir. Bu nedenle, st
tiretimi 6zellikle bu donemlerde sik1 bir sekilde izlenmeli ve denetlenmelidir. Bununla
birlikte AFM1 maruziyetini 6nleyebilmek igin kayit dis1 sokak siitii liretip, satisa

sunanlarin tespit edilip denetlenmesi de bu noktada biiyiik 6nem tanigmaktadir.
Sut ve st Grdnlerinde AFM1 kontaminasyonunu minimize etmek igin hayvan
yemlerinin belirli periyotlarla AFB1 agisindan kalite kontroliiniin yapilmasi,

hayvanlarinin ~ beslenmesinde kullanilan  yemlerin  depolanma  kosullarinin
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denetlenmesi, sicaklik ve nem kosullarinin izlenmesi ve iyilestirilmesi gerekmektedir.
AFM1 kontaminasyonunu 6nlemek igin 0zellikle giftlikten sofraya kadar her asamada

gerekli dnleyici ve koruyucu 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Ozellikle siit wreticileri, siit iiretim tesislerinde ¢alisanlarin ve hayvan
ureticilerinin, aflatoksinlerin neden oldugu halk saglig1 sorunlar1 ve riskleri konusunda
bilgilendirilmelerine yo6nelik diizenli olarak egitim ve seminer programlari

verilmelidir.

Kuzey Kibris’ta ilk kez yapilan bu kapsamli ¢aligma, iilke genelinde ¢ig siitte
AFM1 kontaminasyonunun yonetimini ve gelecekteki risk analizini kolaylastiracaktir.
Bu nedenle AFM1 diizeylerinin belirli sikliklarla diizenli olarak takip edilmesi iilke
i¢in biiylik 6nem tagimakta olup daha biiyiik evrenlerde bu ¢alismay1 farkli yonlerde

tamamlayacak ve destekleyecek daha fazla yeni ¢alisma yapilmalidir.
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Determination of Aflatoxin M1 in Raw Milk:

A Review of an Island Sample with the HPLC Method

Abstract

This study has been conducted to determine the frequency of aflatoxin M1
(AFM1) contamination in raw milk produced across six zones of Cyprus between
2018-2020 in accordance with seasonality and production regions. A total of 1,026
samples of raw milk were collected from the different production regions of the 6
provinces between September 2018 and August 2020. AFM1 analyses were
conducted using the HPLC method. On average, AFM1 contamination of the total
of 1,026 raw milk samples was determined to be 26.4+17.96 ng/L. It was found that
only 11.4% of the raw milk samples exceeded the legal limit of the European Union
(50 ng/L). AFM1 contamination incidence in raw milk samples is much higher in
autumn and winter (average 31.77+19.21 ng/L and 26.96+20.77 ng/L, respectively)
compared to spring and summer (average 19.00£18.53 ng/L and 7.51+£11.31 ng/L,
respectively). For this reason, it is important to monitor AFM1 contamination in
raw milk in autumn and winter. This comprehensive study, which is known as the
first of its kind in Cyprus, will promote the management and future risk analysis of

AFM1 contamination in raw milk across the region.

Keywords: Raw milk, aflatoxin M1, HPLC, food safety
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1. Introduction

Aflatoxin M1, which can be found in milk and dairy products, can have adverse
effects on the health of individuals who consume dairy products in large amounts
(1, 2). These are compounds that have adverse effects on human and animal health,
mainly due to their tumorigenesis, liver damage, immune system suppression,

mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects (3).

Aflatoxins, which are produced by the mycotoxigenic moulds of the
Aspergillus genus, are the most studied mycotoxins group in different foods and
feed products. Aflatoxins are toxic fungal metabolites may be found in foods (4).
They are mainly produced by A. flavus, A. parasiticus and A. nominus and they
cause contamination of plants, plant products and other foods (5, 6). Among
aflatoxins, Aflatoxin B1 (AFBL1) is a particularly toxic, mutagenic and teratogenic
compound that causes DNA damage, gene mutation, chromosomal abnormalities
and cell transformation and it is defined as a class 1 human carcinogen (4, 7).

Mycotoxins, which are produced by certain mould species and have toxic,
carcinogenic, mutagenic, teratogenic and oestrogenic effects on humans and
animals, can be present in dairy products due to two reasons (8, 9). The first one is
the contamination of the feed consumed by dairy animals followed by the
metabolization of the toxins in the feeds and the transfer of the metabolites to the
milk which resultantly causes contamination, while the second is the formation of
mycotoxins as a result of the direct exposure of the dairy product to mould

contamination (8, 10).

When the animals are fed with feeds contaminated with AFB1 and AFB2, the
toxin is metabolised in the digestive tract causing the formation of AFM1 and
AFM2 in the milk, which becomes the monohydroxy derivative in the liver of the
animal. AFM1 and AFM2 are excreted from the body of the animal via milk, urine
and faeces. The level of AFML1 in the milk varies depending on the level of AFB1
the dairy animal has ingested through the feeds. AFM1 can be detected in raw milk
from 6 to 24 hours after the ingestion of AFB1 by feeds, where it reaches its highest
level within 12-48 hours and decreases 72-96 hours after the AFB1 intake is ceased

(11, 12). However, this amount may change depending on the animal's breed,
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lactation period and milk levels. In addition, since the AFM1 contaminated raw
milk can contaminate all of the milk in the process tanks, even when it is added in
very small amounts, the incidence of AFM1 in heat treated milk is higher compared
to raw milk (13).

Aflatoxin production of moulds is affected by environmental changes such as
temperature, pH, water capacity, moisture and oxygen. Aflatoxins are only
synthesized between 12-42 °C and the optimal temperature for synthesis is 25-35
°C (14). Depending on different conditions, the aflatoxin production duration may
vary between 24 hours and 4-10 days. According to previous studies, it has been
reported that the minimum water activity in foods should be 0.85 for aflatoxin
production. Aflatoxins, which are extremely durable in normal temperatures,
require temperatures above 300°C for complete decomposition. Therefore, “Low-
temperature long-time” pasteurisation (30 minutes at 63-65 °C), “High-temperature
short-time” pasteurisation (15-20 seconds at 72-75 °C), “Very-high temperature”
pasteurisation (15 seconds at 85°C and 90°C) and ultra high temperature (UHT)
sterilisation (2-5 seconds at 135°C-150°C) methods do not decrease the aflatoxin

amounts in milk (15).

Aflatoxins are easily synthesised in various grains, feed and feed raw materials
and foods including peanuts, corn and cotton seeds that contain 15% or higher
moisture (16). The presence of CO. and O; affect the reproduction of aflatoxins and
formation of mould. The 20% CO: level in the air significantly suppresses the
production of aflatoxin and mould growth. A 10% decrease in the oxygen
concentration in the air suppresses the production of aflatoxin (17). Although
moulds can grow within a wide range of pH (2.1-11.2), the optimum level of
aflatoxin occurs at pH 6.0 (15, 18).

In order to determine AFML1 levels, immunochemical methods are used in
general, including HPLC, ELISA (enzyme immunoassay), RIA
(radioimmunoassay) and TLC (thin-layer chromatography) (19). The HPLC
method is the most widely used and preferred due to its high precision and cost
effectiveness (20, 21). The reasons for its wide use include its precision, ease of

adaptability to quantitative determination, and suitability for the separation of non-
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volatile compounds or compounds that are easily degradable in heat. Most
importantly, it is adaptable to many materials which are of primary concern for
many fields of industry and the community (22, 23).

AFML1 levels in milk and dairy products are not affected by processes such as
UHT, pasteurisation, fermentation, cold storage, freezing, concentration or
dehydration (24). Due to the fact that aflatoxins are not inactivated by processes
such as UHT and pasteurisation, AFM1 can not only be found in milk, but also in
dairy products such as yoghurt, cheese, butter, cream, ice-cream, and dairy-based
desserts (16). As AFM1 does not disappear during production processes or heat
treatments, it is very important to provide the utmost effective control of these
metabolites in raw milk and dairy products according to the maximum residue
levels determined by the European Union. According to the Codex Alimentarius
standards, EU (European Union) regulations and the Turkish Food Codex, the
maximum level of AFM1 in milk should be 50 ng/L (15, 18, 25, 26). The presence
of AFM1 in milk and dairy products is very important for adults and especially
children, who constitute the group that consumes these products the most.
Compared to adults, babies and children are more susceptible to the negative effects

of mycotoxins (8).

AFML1 levels in raw milk and dairy products vary depending on the country
and geographical location (27). AFM1, which can be found in raw milk in high
levels, poses a great threat for the public health. Our study aims to determine the
AFML1 levels in samples of raw milk collected from dairy farms in Northern Cyprus
and to evaluate the results with regard to public health, mainly due to the fact that
no previous studies have been conducted on the aflatoxin levels in raw milk in our

country.
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2. Materials and Methods

2.1. Study Area and Choice

All milk production facilities and farms under the umbrella of the Dairy
Industry Foundation (SUTEK) in Cyprus were included in the study. The milk
samples were collected from dairy farms in all provinces — Nicosia (Zone 1),
Kyrenia (Zone 2), Famagusta (Zone 3), Trikomo (Zone 4), Morphou (Zone 5) and
Lefka (Zone 6) - in all four seasons between September 2018 and August 2020. The
samples were analysed at the laboratories of the Dairy Industry Foundation
(SUTEK) located in Nicosia.

2.2. Sampling

Of the total of 1,026 raw milk samples used in the study, 477 samples were
collected from Zone 1, 83 samples from Zone 2, 357 samples from Zone 3, 63
samples from Zone 4, 38 samples from Zone 5 and 8 samples from Zone 6. The
reason that the number of samples collected from Zone 4, Zone 5 and Zone 6
provinces were so low is because of minimal milk production in these regions. All
samples were collected on site. Milk samples (1 L) were collected from each
producer in separate sterile sample containers and transported under cold chain to

the laboratory for analysis.
2.3. Measuring Methods

In the study, the HPLC (high performance liquid chromatography) method was
used to detect the presence of AFM1 in raw milk samples.

2.3.1. AFML1 analysis by HPLC
Preparation of the AFM1 Standards

Calibration standards were prepared with the necessary dilutions from AFM1
standard solution and the calibration curve was drawn by making the injections.
The dilutions were arranged by making the necessary calculations according to the
main stock concentrations of the obtained AFM1 standard (Biopharm Rhone Ltd.
Aflatoxin M1 Standard is used).

97



2.3.2. Sample Preparation,
Calculation of Aflatoxin M1 in HPLC

Approximately 100-150ml of each of the milk samples obtained from each producer
were transferred to a 250ml beaker and heated on a heater up to 35-37°C.
Afterwards, they were filtered through Whatman No: 4 filter paper. If the milk
contained too much fat, it was centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes and the thin
fat layer collected at the top was removed and then it was filtered through Whatman
No: 4 filter paper. 50ml of milk was taken from the filtrate and prepared to be
suitable to flow through IAC immuno-affinity column chromatography. The IAC
was brought to room temperature before use. All of the 50ml filtrate flowed through
the IAC column at room temperature. The speed that the filtrate flowed through the
IAC was approximately 3ml/min. The column was washed by passing 20ml of
water through the IAC as the filtrate was about to finish. At the end of the wash, the

column was dried by passing air through the IAC using a syringe.

Later, the toxins were obtained in a clean tube after a 12.5ml Methanol-
Acetonitrile (20:30) mixture was passed through the IAC. Then, 1.25ml water was
passed through the IAC and added to the tube so the total volume increased to
2.5ml. The mixture containing the toxins was transferred to a 2ml amber coloured
vial and 100ul was injected into the HPLC. The sample was analysed using the
calibration curve and the AFM1 value was determined. These results were divided
by 2, representing the dilution factor, and the AFML1 level in the sample was then

calculated.
2.4. Statistical Analysis

The results were analysed with SPSS statistics programme (IBM® SPSS ©
Statistics Version 18.0). The results are expressed as average, standard deviation,
minimum and maximum AFM1 concentration. The Mann-Whitney U test was used
in order to determine whether there were any differences between the examined

milk samples according to years.
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3. Results

A total of 1,026 raw milk samples were collected between September 2018-
August 2020. AFM1 levels in the raw milk samples were measured in all seasons
(autumn, winter, spring and summer) during the years. The AFML1 levels in milk in

the different seasons are presented in Table 1.

The recorded average AFM1 level was highest in autumn (31.77+19.21 ng/L),
and lowest in summer (7.51+11.31 ng/L). The recorded average AFML1 levels in
four different seasons in descending order were as follows: autumn (31.77+19.21
ng/L), winter (26.96+£20.77 ng/L), spring (19.00+18.53 ng/L), and summer
(7.51£11.31 ng/L). Seasonally, the percentage of milk samples above the legal limit
allowed by the EU in autumn, winter, spring and summer were recorded as 16%,
16.2%, 4.5% and 1.6%, respectively (Table 1).

It was observed that the AFM1 levels increased in September, at the beginning
of autumn, and reached the maximum level in November (35.88+18.22 ng/L) as the
weather started to cool in Cyprus, which has a Mediterranean climate, and it reached
the lowest level in August (5.84+8.45 ng/L). It was also identified that the AFM1
levels periodically increased towards the winter months and started to decrease as
the weather began to get warmer. It was detected that there was a significant
difference between the AFM1 levels in raw milk in the autumn and winter months

compared to the levels in the spring and summer months (p<0.05) (Table 1).
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Table 1. Average AFM1 levels in raw milk between 2018 — 2020 according to

seasons
Months N Mean (ng/L) Min—-Max  Above EU
(ng/L) limit (%)
Autumn
September 38 33.68+43.56 0-271 13.2
October 114 29.49+23.24 0-91 13.8
November 167 35.88+18.22 0-107 21.2
Total 319 31.77£19.21 0-104 16.0
o Winter
December 338 32.29+£22.99 0-157 22.5
January 166 34.95+19.02 0-83 19.9
February 175 14.77+18.73 0-80 6.3
Total 492 26.96+20.77 0-112 16.2
Spring
March 97 19.49+20.52 0-96 8.2
April 19 21.784£15.32 0-58 53
May 25 14.52+10.55 0-38 0.0
Total 138 19.00+18.53 0-96 4.5
Summer
June 21 11.61+16.87 0-75 4.8
July 27 7.00+8.00 0-18 0.0
August 32 5.84+8.45 0-27 0.0
Total 77 7.51+11.31 0-75 1.6

There was a significant difference between the AFML1 levels in raw milk in the
autumn and winter months compared to the levels in the spring and summer
months (respectively p values; autumn-spring p= 0.01, autmn-summer p= 0.00,

winter-autumn p= 0.00, winter-summer p= 0.00).

Figure 1 shows the seasonality of the AFML1 levels and monthly shifts. AFM1
levels were found to be highest in autumn and lowest in summer. Compared to the
spring and summer months, the incidence of AFM1 levels being above the limits
(>50 ng/L) was higher in the autumn and winter months, as the weather cools and
rainfall increases. Of the analysed milk samples, it was detected that 16.0% in
autumn, 16.2% in winter, 4.5% in spring and 1.6% in summer were above the EU
legal limit (50 ng/L). The AFML1 levels of milk samples taken in different seasons
were significantly different (Table 1).
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40
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Figure 1. The three-year monthly average frequency of aflatoxin M1 (AFML1)
levels in raw milk between 2018 and 2020. The horizontal axis depicts the months.
The vertical axis depicts the AFML1 levels (ng/L). The columns represent the
relevant average frequency in the specified month. The curve depicts the trendline
across the months (R2 = 0.8532).

The farmers’ association was contacted with regard to dairy corporation (i.e.,
SUTEK). The association acts as a regulatory body to enable clean and accessible
milk throughout the population. All of the areas that supplied milk — comprising six
zones - were studied. The distribution of all Zone 1 (13.5%), Zone 6 (12.5%), Zone
5 (11.7%), Zone 2 (10.1%), Zone 3 (9.9%) and Zone 4 (7.9%) is as follows (Table
2).

Table 2. Stated according to distribution of AFML1 rates based on provinces that

exceeds the EU legal limit

Zone N Above EU limit (%)
Zone 1 477 13.5
Zone 6 8 12.5
Zone b5 38 11.7
Zone 2 83 10.1
Zone 3 357 9.9
Zone 4 63 7.9
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An average of 26.4+17.96 ng/L AFM1 was detected for the total of 1,026 raw
milk samples analysed over 2 years within the scope of this study. Detected AFM1
levels of the analysed milk samples according to years are displayed in Table 3. Of
the raw milk samples examined by years, it was detected that they contained
30.91+19.04 ng/L, 28.41+18.61 ng/L and 19.95+16.23 ng/L AFM1 for 2018, 2019,
and 2020, respectively.

Table 3. Average Aflatoxin M1 levels according to years

Year N Mean (ng/L) Min-Max (ng/L)  Above EU
limit (%)

2018 311 30.91+19.04 0-85 17.6

2019 397 28.41+18.61 0-82 12.2

2020 318 19.95+16.23 0-96 4.4

Total 1026 26.4+17.96 0-96 114

4. Discussion

AFML1 toxins, which can be found in milk and dairy products that are among
the essential food sources for humans, pose a potential risk for human health.
For this reason, it is of utmost importance that the presence and level of AFM1
in milk and dairy products are identified.

In this study, we analysed 1,026 raw milk samples taken over a period of
two years using the HPLC method and detected an average of 26.4+17.96 ng/L
AFM1 level where 11.4% of the samples exceeded the legal limits. In a similar
study carried out in Malaysia in 2016, it was detected that 35.8% of the 53 milk
and dairy product samples contained AFM1 and 7.5% exceeded the legal limits
(28). In another study conducted in Italy in 2016, it was detected that 12.3% of
416 raw milk samples contained AFM1 levels above 0.05 pg/L (29). In a field
work carried out in Elazig in 2018, it was detected that 27% of 60 raw milk
samples did not contain AFM1, 60% contained AFM1 within the legal limits
and 13% contained AFM1 above the legal limits (30). In a research conducted
in Kars in 2019, the AFML1 levels of 50 raw milk samples were found to be
below the limits in 44% of the samples and 56% of the samples contained

different levels of AFM1 (31). In Kenya in a project conducted in 2018, a total
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of 291 milk samples were collected (raw, pasteurised, UHT milk and yoghurt)
and AFM1 levels were analysed using ELISA kits. As a result of the study, it
was found that 50% of the samples exceeded 50 ng/kg (32). According to the
results of a study that included 221 raw milk samples collected from four
different dairy farms during autumn 2011 in Varamin, a region in Tehran
province of Iran, it was detected that 26.7% of the analysed samples were
contaminated with AFM1, which confirmed that preventive measures are
necessary to reduce contamination (33). In an investigation conducted in
Turkey in 2018, it was reported that the AFM1 concentration detected in 135
milk samples was 8.6 + 4.57 ng/L and none of the samples exceeded the AFM1
limits set out by the Turkish Food Codex Regulation (34). AFML1 levels vary
between countries and according to the geographical location. According to
these studies, it is evident that there is a seasonal variation in the presence of
AFML. It is stated that, compared to the summer months, the moisture levels
in feeds increase in winter months due to the increased rainfall, the animals are
generally given mixed feeds and the feeds given to animals are subject to poor
storage conditions in winter, which means that the incidence of AFML1 is higher
compared to the warmer seasons (32, 35, 36).

This study also found that AFM1 levels vary according to the seasons. The
average recorded AFM1 level was the highest in autumn and lowest in summer.
In order from high to low, the AFML1 levels detected in the four different
seasons of the year were autumn, winter, spring, and summer, respectively. The
reason why the AFM1 levels are higher in the autumn and winter months
compared to summer is due to the increased rainfall, suitable heat and higher
moisture levels in autumn and winter, which are conducive to toxin production
in addition to the fact that the animals are generally given mixed feeds (37). In
a research conducted in China in 2016 with 5,650 raw milk samples, it was
reported that the incidence of AFM1 contamination was much higher in winter
months (10.2%) compared to spring, summer and autumn months (3.0%, 2.1%,
4.4%, respectively) (38). In a study conducted in Pakistan between 2013-2014
with 520 raw milk samples, the detected seasonal prevalence of AFM1 from

high to low was identified to be winter, spring, autumn and summer,
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respectively. They stated that 53% of the milk samples exceeded the legal
limits and that the community was at high risk of being exposed to health
problems related to AFM1 (27). In another study carried out in 2019 in
Ecuador, 209 raw milk samples were collected in both the dry (June and
August) and rainy (April and November) seasons. The study findings indicated
that the AFML1 levels in 59.3% of the milk samples exceeded the EU legal
limits, whereas only 1.9% exceeded the legal limit in Ecuador. As a result of
the study, significant differences were found between provinces with respect
to months, season, and climate (39). In another report in 2017, which
researched the seasonal differences between AFML1 levels, it was reported that
among the 360 raw milk samples collected from the Polog and Pelagonia
regions, the highest sample incidence that exceeded the maximum residual
level (MRL) was observed in the winter months in both regions (0.135 pg.kg
1. 1.003 pg.kg? respectively). Considering the seasonal variation, it was
reported that AFM1 incidence and levels in raw milk samples obtained in the
winter months were significantly higher than the samples obtained in summer
and there was a statistically significant difference between the samples
obtained in spring and summer (40).

In this study, when we compared the AFM1 levels by years, while the AFM1
levels were higher in 2018, a decrease was observed in 2020 due to inspections
and trainings. The reason for this is that the dairy institution conducts regional
public trainings every year and inspects the milk and dairy product producers.
A significant difference was detected between years. It can be stated that the
reason that the AFML1 levels were higher in 2018 and then decreased in 2020
is due to the state inspections and trainings given to producers. In an analysis
in Italy, which researched the presence of AFML1 in a total of 31,702 milk
samples from six dairy processing facilities between April 2013 and December
2018, it was reported that the AFM1 levels detected in 2017 and 2018 were
approximately the same as the AFML1 levels detected between December 2014
and December 2015. In addition, the results indicated that AFM1
contamination between September 2015 and December 2016 was almost as

high as in 2013. In this comprehensive study, it was also reported that the
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variability of climate conditions which affect the AFB1 contamination in feed
and thus AFM1 contamination in milk for years, justified the continuous
surveillance and updating of risk assessment (41). In Egypt, 120 raw milk
samples were examined to determine the AFM1 levels in different seasons in
2016 and 2017. For the two years, the proportions of samples that exceeded the
legal limits were reported as 21.6% and 18.3%, respectively. Despite the
seasonal changes that affect the production of AFML, it has been reported that
AFMI levels were significantly higher (P < 0.001) in the samples collected in

winter compared to those collected in summer (42).

5. Conclusion

In this study, the use of the HPLC method provided fast results with high
precision. As a result of the study, we detected that the AFML1 levels in raw
milk samples were in accordance with the European Commission and Turkish
Food Codex limits (<50 ng/L) and pose no risk for public health. According to
previous results presented in the literature, in Cyprus, the detected AFML1 levels
are lower than other countries, and it can be observed that the AFM1 levels
have significantly decreased over the years as a result of the milk and dairy
product producers training provided. However, we detected different
concentrations of AFM1 in the samples we examined. The incidence of AFM1
contamination was particularly high in autumn and winter due to the rainfall
and moisture. Therefore, dairy production must be closely monitored and

inspected, particularly during these seasons.

The limitations of the study may be that the milk and diary product

producers producing unregistered milk could not be identified.

Regular trainings and seminar programs should be provided for milk and
dairy product producers, animal breeders, dairy processing facility owners and
employees to raise awareness of the potential health problems caused by
aflatoxins and their consequences. Public health will be protected by
implementing Good Agricultural Practice, (GAP) and increasing awareness of

the producers and consumers.
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In addition, forming databases and detecting any possible changes in AFM1
levels in foods may be a useful step towards managing any potential

emergencies.
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Uluslararas1 Hakemli Dergilerde Yayinlanan Makaleler

1. Tuncay C, Oniz A. (accepted in May 2021). Determination of Aflatoxin M1 in Raw
Milk: A Review of an Island Sample with the HPLC Method. Progr Nutr [Internet].

(SCI-E, Web of Science, Scopus)

2. Tuncay, C., & Ergoren, M. C. (2020). A systematic review of precision nutrition
and Mediterranean Diet: A personalized nutrition approaches for prevention and
management of obesity related disorders. Clinical Nutrition ESPEN, 38, 61-64. (ESCI,

Web of Science, Scopus)

Uluslararasi1 Konferanslarda Yayinlanan Tam Metin Bildirileri

1. Tuncay C, Oniz A. (2021, June) Determination of Aflatoxin M1 Levels in Various

Raw Milk Samples in Northern Cyprus. International Eurasia Health Science

Congress.
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2. Tuncay C., & Yektaoglu T. (2020, September). Nutrition In Children With Mental
Disorders And Anticipated Nutritional Problems. In Conference Proceeding Book (P.
101). Near East University.

3. Tuncay C., Pekcan G. (2018). 8-10 Yas ilkokul Ogrecilerinin Beslenme
Aligkanliklarmin ve Akdeniz Diyetine Uyumlariin Degerlendirilmesi. Uluslararasi

Saglik Bilimleri Kongresi

4. Tuncay C., Pekcan G. (2018). Kuzey Kibris’ta Yasayan 8-10 Yas Ilkokul
Ogrecilerinin ~ Antropometrik ~ Olgiimleri Ile  Beslenme  Aliskanliklarmin

Degerlendirilmesi. Uluslararast Saglik Bilimleri Kongresi

5. Tuncay C. (2017). Yakm Dogu Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Hemgirelik
Boliimii  Ogrencilerinin Tip 2 Diyabet Risklerinin Taranmasi ve Beslenme

Aligkanliklarinin Belirlenmesi. Uluslararasit Saglikli Beslenme Kongresi
Sozel Bildiriler

1. Determination of Aflatoxin M1 Levels in Various Raw Milk Samples in Northern

Cyprus. International Eurasia Health Science Congress. — 2021

2. 8-10 Yas Ilkokul Ogrecilerinin Beslenme Aliskanliklarinin ve Akdeniz Diyetine

Uyumlarinin Degerlendirilmesi. Uluslararasi Saglik Bilimleri Kongresi - 2018

3. Kuzey Kibris’ta Yasayan 8-10 Yas Ilkokul Ogrecilerinin Antropometrik Olgiimleri
[le Beslenme Aliskanliklarinin Degerlendirilmesi. Uluslararas1 Saglik Bilimleri

Kongresi — 2018
Poster Bildirileri

1. Yakin Dogu Universitesi Saglk Bilimleri Fakiiltesi Hemsirelik Boliimii
Ogrencilerinin Tip 2 Diyabet Risklerinin Taranmasi ve Beslenme Aliskanliklarmin

Belirlenmesi. Uluslararasi1 Saglikli Beslenme Kongresi - 2017
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