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ASPERGILLUS IZOLATLARININ TANISI, MIKOTOKSIJENIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI, SICAKLIK VE SURENIN INCIRDE
AFLATOKSIN VE SIKLOPIAZONIK ASIT OLUSUMUNA ETKISi

OZET

Incir meyvesi ve dzellikle kuru incir iilkemiz icin ¢ok yiiksek ekonomik degere sahip
bir ihrag Uriiniidiir. Tiirkiye’deki incir tiretiminin yaklasik % 70’1 kuru incir olarak
tilkketilmekte ve diinya’da kuru incir ihracatinin yaklasik % 55°1 lilkemiz tarafindan
karsilanmaktadir. Ulkemizde incir hasati geleneksel olarak agag iizerinde kuruyarak
yere diisen buruk incirlerin toplanarak nem igeriginin giineste % 18-20’ye kadar
diisiiriilmesi seklinde gergeklestirilmektedir. Uretim yontemi nedeniyle kuru incirler
yogun olarak kiif kontaminasyonuna ve gelisimine maruz kalmaktadir. Kuru incir
ayrica yliksek karbonhidrat icerigi nedeniyle de kiif gelisimi ve toksin olusumunu
destekleyen bir meyvedir. Ulkemizde incirlerin mikroflorast baskin olarak
Aspergillus cinsi kiif tiirlerinden Aspergillus niger sonrasinda ise Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus’tan meydana gelmektedir.

Aspergillus section Flavi alt grubunda bulunan A. flavus ve A. parasiticus diinyada
siklikla rastlanan ve en iyi bilinen kiif tiirleridir. Ozellikle bu kiifler dogada ve
gidalarda yaygin olarak bulunarak baglica aflatoksin olmak tizere mikotoksin olarak
adlandirilan ikincil metabolitleri olusturmalar1 nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Aflatoksinler icerisinde en toksik Ozellikte olan aflatoksin B; (AFB;) insan dahil
olmak iizere tiim omurgali canlilar {izerinde karsinojen, mutajen, teratojen,
hepatotoksik ve bagisiklik sistemini baskilayici etkiye sahiptir ve kanserojen madde
(grup 1) olarak smiflandirilmaktadir. Bilinen 15-20 birbiriyle yakin iligkili aflatoksin
tirevinden Aspergillus flavus AFB; ve AFB,’ yi iiretirken, Aspergillus parasiticus
ise AFB;, AFB,, AFG; ve AFG,’yi iiretmektedir. Aflatoksinler misir, yer fistigi,
pamuk tohumu, kabuklu yemisler, tahillar, baharatlar, incir ve kuru meyveler gibi
cok cesitli tiriinde dogal olarak bulunmak suretiyle sorun olusturabilmektedir.

Aflatoksin’e ilave olarak A. section Flavi iiyelerinden A. flavus, A. tamarii ve A.
pseudotamarii tarafindan iiretilen diger bir toksin siklopiazonik asittir (CPA). Bu
toksinin ¢esitli Aspergillus ve Penicillium kiif tiirleri tarafindan da {retildigi
belirlenmistir. Yagli tohumlar, kabuklu yemisler, misir, fistik, kuru meyveler ve kuru
incirde dogal olarak CPA verlig1 tespit edilmistir.

B-Nitropropionik asit (BNP) ise A. flavus tarafindan {iretilen bir baska toksindir. A.
wentii, A. oryzae, Penicillium atrovenetum, Arthrinium seccharicola ve A.
phaeospermum tarafindan da tiretilmektedir. Toksijenik 6zellikte olmayip enzim ve
bazi geleneksel fermente iiriinlerin tiretiminde kullanilan A. section Flavi iiyelerinden
A. oryzae ve A. sojae tiirlerinin miso, shoyu ve katsuobushi gibi tiriinlerde BNP
tirettikleri tespit edilmistir.

Bu ¢alismanin ilk asamasinda kurutma déneminde toplanan kuru incir 6rneklerinden
izole edilmis A. section flavi iiyelerinin PZR kullanilarak molekiiler yontemle
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identifikasyonu yapilmis ve izolatlarin in vitro kosullarda AF, CPA ve BNP
olusturma ozellikleri belirlenmistir. Ikinci asamada ise besiyerinde toksin iiretme
Ozelliklerine gore secilen izolatlar incire asilanarak AF ve CPA iiretimlerine sicaklik
ve siirenin etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Kuru incirden izole edilmis 57 adet kiif izolatinin molekiiler yontemle tanimlanmasi
ITS 1-5.8S-ITS 2 bolgesine spesifik primerler dizayn edilerek Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile yapilmistir. Tiirlerin identifikasyonu 18S rDNA bolgesine ait
sekans sonuglarinin BLAST da bilinen ribozamal sekanslar ile karsilagtirilmasiyla
gerceklestirilmistir. Kif izolatlarimin 51’1 Aspergillus flavus, 5’1 Aspergillus
parasiticus ve 1’i ise Aspergillus tamarii olarak tanimlanmistir. identifikasyonda
kullanilan ITS bolgesinin hedef alindigi molekiiler yontem 3 tiirii birbirinden
ayirmada basarili olmustur fakat genetik diizeyde birbirine ¢ok yakin akraba olan A.
flavus ve A. oryzae gibi tiirlerin ayriminda sorun yasanmaktadir. Ayrica bu yontem
ile izolatlarin toksijenik ve atoksijenik suslarinin  birbirinden ayrimi
yapilamamaktadir.

57 adet izolatin AF, CPA ve BNP olusturma 6zellikleri in vitro olarak sirasiyla YES,
CYA ve PDA besiyerinde incelenmistir. Izolatlarin biiyiik oranda ve yiiksek
toksijenik 0Ozellikte oldugu belirlenmistir. A. flavus izolatlarinin % 98’1, A.
parasiticus izolatlarinin ise % 100’ sirasiyla 0,30 ile 1619 ppb ve 106 ile 1255 ppb
araliginda aflatoksin iireticisi oldugu belirlenmistir. A. flavus izolatlarmin % 98’
CPA’y1 0,072-398,16 ppm araliginda, A. parasiticus izolatlarinin % 40’1 ise 0,059-
0,052 ppm araliginda tiretmistir. A. tamarii izolat1 aflatoksin iiretmemis, CPA’y1 ise
2,69 ppm diizeyinde iretmistir. Son olarak BNP, yalnizca A. flavus izolatlarinin %
23,5’1 tarafindan 7,90-1571,20 ppb araliginda olusturulmustur.

[zolatlarin besiyerinde toksin iiretimlerinin incelenmesi ile farkli toksin profilleri
olustugu gozlenmistir. Mikotoksin olusturma Ozelliklerine gore, A. flavus
izolatlarinin 5 farkli profil, A. parasiticus izolatlarinin ise 3 farkli profil gosterdigi
tespit edilmistir.

Incir asilama c¢alismalarinda kullanilmak iizere in vitro AF ve CPA olusturma
ozelliklerine gore 2 adet A. flavus (AF1 ve AF2), 2 adet A. parasiticus (AP1 ve AP2)
ve 1 adet A. tamarii (AT) izolati segilmistir. Segilen izolatlardan AF1, B grubu
aflatoksinler, CPA ve BNP’yi; AF2, B grubu aflatoksinler ve CPA’y1, AP1, B ve G
grubu aflatoksinleri, AP2 ise B ve G grubu aflatoksinlere ilave olarak CPA’y1 ve AT
izolat1 ise yalnizca CPA’y1 iretmektedir.

Incire agilanan izolatlarin aflatoksin {iretimleri yoniinden aralarinda istatistiki olarak
(0=0,01) 6nemli farklilik oldugu ve A. parasiticus suslarinin kuru incirde A. flavus
suslarindan 6nemli diizeyde farklilik gostererek ¢cok daha yiiksek miktarda aflatoksin
iireticisi oldugu belirlenmistir. Izolatlarm incirde aflatoksin olusturmalarina sicaklik
ve siire etkisinin ve ayrica aralarindaki iliskinin de istatistiki (¢=0,01) olarak ¢ok
onemli oldugu belirlenmistir. A. flavus tiirleri tarafindan aflatoksin tiretimleri en iyi
AF1 i¢in 27,5°C’de 7. giinde ve AF2 i¢in 30°C’de 14. giinde ger¢eklesmistir. 20°C
ve 35°C’de toksin tiretimi olduk¢a diisiik gerceklesmis ve 40°C’de ise aflatoksin
iretimi gozlenmemistir. AF1 kuru incirde yalnmizca AFB;’i diislik olarak tliretmek
suretiyle zayif toksijenik 6zellik gostermis, AF2 ise 954 ppb diizeyinde aflatoksin
iireticisi olarak belirlenmistir. AF1 yalmizca 25°C sicaklikta 3. giin ¢ok diisiik
AFG;’de tretmekte, AF2 numaral1 izolat AFB;’e ilave olarak AFB; de iiretmektedir.

A. parasiticus izolatlarinin (AP1 ve AP2) incirde aflatoksin {iretimlerinin 25°C’de 7.
giinde 1231 ppb gibi ¢cok daha yiiksek diizeyde gerceklestigi goriilmektedir. 30°C
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sicaklikta da yiiksek konsantrasyonda aflatoksin iiretimi gozlenmis, 20°C ve 40°C’de
aflatoksin tretimi ¢ok daha diisiik olmak kaydiyla devam etmistir. AP1 olarak
numaralandirilmig A. parasiticus izolati B ve G grubu aflatoksinlerin tamamini 25,
27,5 ve 30°C’de iretmis, AP2 ise aflatoksin G, disinda diger aflatoksinleri
liretmistir.

Kuru incirde CPA {iretimi yoniinden secilen izolatlar arasindaki fark analizinde AF1
izolatinin daha yiiksek miktarda CPA iireterek diger izolatlardan istatistiki (0=0,01)
olarak da farklilik gosterdigi belirlenmistir. CPA iiretimi tiim suslarda 1. giinde
belirlenmemis, 3. gilinden itibaren goézlenmis ve 14. giine dogru genellikle artis
gostermistir. A. flavus izolatlarindan AF1’in CPA iiretimi genel olarak AF2’den daha
yiiksektir. En yiiksek CPA iiretimi her iki A. flavus izolatinda da 25°C 14 giinde
goriilmiis, 40°C’de de diger sicakliklardan daha diisiik olmak kaydiyla devam ettigi
belirlenmistir. A. tamarii izolati ise A. flavus tiirlerinden daha zay1f toksijenik 6zellik
gostermis, en yliksek CPA iiretimi 30°C’de 14. giinde gergeklesmistir. A. parasiticus
izolatinin Kuru incirde CPA tiretmedigi goriilmistiir.
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IDENTIFICATION OF ASPERGILLUS ISOLATES, DETERMINATION OF
MYCOTOXIGENIC PROPERTIES, EFFECTS OF TEMPERATURE AND
TIME ON AFLATOXIN AND CYCLOPIAZONIC ACID FORMATION IN
FIGS

SUMMARY

Fig fruit and especially dried fig is a very important economical export product for
our country. Almost 70 % of the production in Turkey is consumed as dried fig and
55 % of the world’s dried fig export is provide from Turkey. Traditional harvesting
technique includes collecting of the fully ripen fruit from the soil and sun drying
until moisture reaches % 18-20. Because of the traditional harvesting and drying
techniques fig is suitable for contamination and growth of fungi. Also high
carbonhydrate content of the fig fruit enhance fungi growth and toxin formation. In
our country microflora studies on figs showed that Aspergillus species are dominant
mainly A. niger, A. flavus and A. parasiticus.

Aspergillus section Flavi includes common and world-wide species namely A. flavus,
A. parasiticus and A. tamarii. Unfortunately many strains in these species can be
found in food naturally and they are capable of producing highly toxic secondary
metabolites called mycotoxins such as aflatoxins.

Aflatoxins are considered the most toxigenic metabolites being hepatotoxigenic,
mutagenic, carcinogenic and immunosuppresive from mycotoxin classes and became
a potential risk to human and animal health. The main members of A. section Flavi
able to produce aflatoxins are Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus.
Aflatoxins consist of a group of approximately 15-20 related secondary metabolites
although AFB; and AFB, are produced by Aspergillus flavus, AFB1, AFB,, AFG;
and AFG; are produced by Aspergillus parasiticus strains. AFB; is known to be a
hepatocarcinogen for humans. Therefore it is classified as a group | carcinogen by
the International Agency for Research on Cancer. Aflatoxins can occur in a wide
range of important raw food commodities including cereals, nuts, spices, figs and
dried fruits.

Besides aflatoxins some A. flavus strains together with strains belonging to the
species Aspergillus tamarii are reported to produce cyclopiazonic acid (CPA). Also
other species from the genera Aspergillus and Penicillium produce CPA. This
mycotoxin is a inhibitor of calcium dependent ATPase, which is toxic to animals and
humans. Natural CPA contamination has been reported from variety of foods such as
seeds, nuts, maize, peanut, dried fruits and dried figs.

B-Nitropropionic acid (BNP) is an another mycotoxin produced by A. flavus strains.
BNP may also be produced by other A. section Flavi members such as A. oryzae, A.
sojae which are used as starter cultures for fermentation of soybean paste for miso
and other products traditionally. It shows a neurotoxic effects.
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The purpose of this study was identification of A. section Flavi members by using
PCR isolated from dried figs and determination of in vitro AF, CPA and BNP
production capacity of the isolates. Regarding mycotoxigenic properties different
isolates were selected for studying effects of temperature and time on the AF and
CPA formation in fig.

Molecular identification of 57 isolates from dried figs was conducted with designing
specific primers for the ITS 1-5.8S-1TS 2 rDNA region using PCR. Identification of
species was determined by comparing the result of sequences which belongs to
partial 18S rDNA of the sequences with known ribosomal sequences using Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Out of a total 57 fungal isolates 5 of them
identified as A. parasiticus, 1 of them identified as A. tamarii and 51 of them
identified as A. flavus. ITS 1-ITS 2 target region for molecular identification is
suitable for discrimination of three species. Unfortunately it was became inefficient
for discriminate closely related species like A. flavus and A. oryzae. And also this
method was not able to differentiate toxigenic and atoxigenic strains.

In vitro AF, CPA and BNP production properties of 57 isolates were studied on YES,
CYA and PDA media respectively. High percentages of the isolates were determined
highly toxigenic. Out of the 98 % of the A. flavus and 100 % of the A. parasiticus
isolates were able to produce aflatoxin in the range of 0,30-1619 ppb and 106-1255
ppb respectively. 98 % of the A. flavus isolates were able produce CPA from 0,072 to
398,16 ppm, 40 % of the A. parasiticus isolates were able to produce CPA from
0,052 to 0,059 ppm. One A. tamarii isolate were able to produce CPA 2,69 ppm
concentration. Finally BNP only produced by 23,5 % A. flavus isolates in the range
of 7,90-1571,20 ppb.

Based on the mycotoxigenic profile regarding aflatoxins B, G, CPA and BNP, 57
fungal strains classified into 5 chemotypes for A. flavus, 3 chemotypes for A.
parasiticus.

For the fig inoculation studies 2 A. flavus (AF1 ve AF2), 2 A. parasiticus (AP1 ve
AP2) and 1 A. tamarii (AT) isolates were selected according to in vitro AF and CPA
production properties. Within the selected A. flavus isolates AF1 were able to
produce group B aflatoxins, CPA and BNP, AF2 were able to produce group B
aflatoxins and CPA, within the A. parasiticus isolates AP1 were able to produce B
and G group of aflatoxins, AP2 were able to produce CPA in addition to B and G
group of aflatoxins. AT were able to produce only CPA.

A. parasiticus isolates were able to produce higher concentration of aflatoxin and A.
flavus and A. parasiticus difference were statistically (a=0,01) significant. Also
effects of temperature and time on formation of aflatoxin and relation between these
two factors were significantly (a=0,01) important statistically. Maximum aflatoxin
formation of A. flavus isolates were observed for AF1 27,5°C and 7 days, for AF2
30°C 14 days. Very low level of aflatoxin production was observed at 20°C and
35°C and no aflatoxin production was observed at 40°C. Isolate AF1 was weak
aflatoxigenic with producing only low level of AFB; in figs however AF2 was able
to produce 954 ppb concentration of aflatoxin. Only at 25°C 3. days AF1 was able to
produce very low level of AFG;. Isolate AF2 was able to produce AFB; in addition
to AFB;.

Isolates of A. parasiticus (AP1 and AP2) were able to produce high concentration of
aflatoxin with 1231 ppb at 25°C 7 days. And also 30°C was favourable for aflatoxin
formation. At 20°C and 40°C very low level aflatoxin fromtaion was observed.
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Isolate AP1 was able to produce both B and G group of aflatoxins. But isolate AP2
was not able to produce AFG,.

Regarding CPA formation in figs there was a significant difference (0=0,01) between
isolates. AF1 was able to produce higher concentration of CPA. CPA formation
started from 3. day and increase until 14 days incubation generally. AF1 isolate was
higher CPA producer than AF2 usually. Optimum conditions for CPA production
were 25°C and 14 days for both A. flavus strains. Being lower concentrations than
other temperatures CPA production of A. flavus continued at 40°C. AT isolate
showed weak CPA production than A. flavus and maximum CPA concentration were
observed 14 days at 30°C. None of the A. parasiticus isolates was able to produce
CPA in figs.

XiX






1. GIRIS

Yiiksek kalorisi, icerdigi mineral ve vitaminlerin zenginligi ile besleyici 6zelligi olan
subtropik incir meyvesinin diinyadaki en 6nemli {ireticisi tilkemizdir ve tiretimin %
80°den fazlasi incir yetistiriciligi agisindan en uygun ekolojik kosullarin bulundugu
Ege Bolgesi’nde gerceklesmektedir (Giinay, 2008). Tiirkiye incir {iretimindeki
liderliginin yanisira diinya kuru incir {retiminin de yarisindan fazlasi

karsilamaktadir (Aksoy ve dig., 2001).

Incir hem taze hem de kuru olarak tiiketilmektedir. Geleneksel kurutma yontemi,
dalinda kuruyan incir meyvesinin yere diiserek toplanmasi ve 3-4 giin kadar giineste
kurutulmasi seklinde yapilmaktadir. Bu yontemde hasadin her giin diizenli olarak
yapilmasi kiif kontaminasyonunun énlenmesi agisindan énem tagimaktadir (Oztekin
ve dig., 2006). Ulkemizde yapildign gibi giineste kurutmanin baslica problemi
meyvenin toprakla temas1 ve uzun siire agik havada kalmasi1 nedeniyle bocekler ve
patojenler tarafindan enfeksiyon riskidir (Flaishman ve dig., 2008). Kurutmadaki

nem igerigi ile kiif yiikii de dogrudan baglantilidir. (Piga ve dig., 2004).

Kurutulmus incirlerin mikroflorast hammaddenin mikroflorasi ve uygulanan kurutma
yontemine bagli olmakla beraber, kuru incirin mikroflorasina yonelik yapilan
caligmalar sonucunda hakim floranin Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus ve Fusarium kiiflerinden olustugu belirlenmistir (Heperkan,
2005). Kuru incirde kiif florasinin belirleme ¢alismalar1 genellikle direkt ekim gibi
geleneksel identifikasyon yontemleri kullanilarak yapilmaktadir. Fakat bu yontemler
ucuz olmakla beraber isgiicii kaybina sebep olmasinin yanisira deneyimli, kalifiye
eleman ihtiyacim1 dogurmaktadir. Bu nedenlerden dolayr daha yeni ve hizh

tekniklerin gelistirilme ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Bu alanda en yeni teknik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile kiiflerin genetik
materyalinin hedef alinarak identifikasyonlariin yapilmasidir. Kiif tanimlamalarinda
molekiiler yontemlerin en ¢ok tercih edileni olan PZR yontemi hizli olusu ve kalifiye
teknik elemana olan ihtiyacin Oniline ge¢gmesine ragmen baglica dezavantaji pahali

olmasi1 ve hatali sonug verebilmesidir.



Kuru incir mikroflorasini olusturan kiiflerden 6zellikle A. flavus ve A. parasiticus en
toksijenik mikotoksin olma 6zelligine sahip aflatoksinleri olusturduklarindan 6nem
tasimaktadirlar. Incir meyvesi ham halde A. flavus enfeksiyonuna direngliyken
olgunlastikga yumusamakta ve direncini kaybetmektedir. Meyvenin herhangi bir
hasar1 yokken bile A. flavus sporlari incir’in i¢ine penetre olabilmektedir (Buchanan
ve dig., 1975).

Mikotoksinler kiifler tarafindan olusturulan ikincil metabolitlere verilen genel
isimdir. Bu maddeler insan ve hayvanlar tarafindan alindiginda mikotoksinin tipine
bagli olmakla beraber karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkileri ortaya
cikmaktadir (Kuiper-Goodman, 2004; Giimiis ve Yilmaz, 2006).

Aflatoksinler mikotoksinler icerisinde en toksik olanlaridir. Bilinen 15-20 birbiriyle
yakin iligkili aflatoksin tiirevinden aflatoksin B1, By, G; ve G, gidalarda dogal olarak
bulunmakta, aflatoksin B; ve By’nin hayvanlarin metabolizmalar1 tarafindan
hidroksile metaboliti haline doniistiiriilen M; ise siit, kan ve idrarda bulunmaktadir
(Richard, 2007). Insan dahil olmak iizere tiim omurgali canlilar iizerinde karsinojen,
mutajen, teratojen, hepatotoksik ve immun sistemi baskilayici etkiye sahip
aflatoksinler icerisinde en toksik olani aflatoksin B;’dir ve Uluslararas1 kanser
arastirmalart ajansi tarafindan grup 1 karsinojen olarak siniflandirilmistir (IARC,

1993).

Aflatoksin’e ilave olarak A. flavus kiifleri tarafindan iiretilen diger bir mikotoksin
siklopiazonik asittir (CPA) (Horn ve Dorner, 1999; Frisvad ve dig., 2007; Horn,
2007). Bu iki mikotoksin kuru incirde bir arada bulunabilmektedir (Mecik, 2007;
Somuncuoglu, 2007). Siklopiazonik asit akut etkiye sahip bir toksin olmayip etkisi
kroniktir. Insanlar {izerinde kronik etkileri olabilecegi, iireme sistemini olumsuz
etkileyerek dogum kusurlarina yola acabilecegi diistiniilmektedir. Hayvanlar
tizerindeki deneysel calismalar neticesi siklopiazonik asit’in insanlarda teratojenik
etkiye sahip olabilecegi ve bobrek, dalak, kalp damar sistemi, merkezi sinir sistemi
tizerinde hasar olusturabilecegi diistinliilmektedir (Burdock ve Flamm, 2000). CPA
tek basina toksisitesi yamisira A. flavus tiirleri tarafindan aflatoksinle birlikte

uretilmekte ve aflatoksinin toksisitesini arttirmaktadir.

B-Nitropropionik asit (BNP) ise A. flavus kif tiirleri tarafindan tiretilen diger bir
toksindir (Bhatnagar ve Garcia, 2001; Burdock ve dig., 2001; Scott, 2004; Frisvad ve



dig., 2006). Cin’de dogru sekilde depolanmamis seker kamisi kaynakli olarak
Ozellikle ¢cocuk ve yaglhilarin etkilendigi toplu zehirlenme vakalar1 gozlenmistir. Bu
mikotoksinin alimi apne, konviilziyonlar, cigerlerde tikanma ve karacigerde hasara
neden olmaktadir (Bhatnagar ve Garcia, 2001). B-Nitropropionik asit karsinojen veya
mutajen olmadigi, en 6nemli etkisinin beyin iizerine olan ndrotoksin 6zelligi oldugu
diistiniilmektedir. A. flavus’ un gidalarda en Onemli aflatoksin fireticisi oldugu
bilinmektedir fakat gidalarda aflatoksin B; ve siklopiazonik asit ile birlikte [-
nitropropionik asit iiretimlerine dair analitik ¢alismalar mevcut degildir. Ayrica bu
mikotoksinlerin memeliler iizerindeki ortak etkisi halen daha bir soru isaretidir
(Frisvad ve dig., 2006).

Bu calismada Ege Bolgesi’nden kurutma asamasinda toplanan incirlerden izole
edilen Aspergillus section Flavi iiyelerinin molekiiler yontem kullanimi ile
identifikasyonlarinin yapilarak in vitro kosullarda aflatoksin, siklopiazonik asit ve [3-
nitropropionik asit olusturma Ozelliklerinin ve kuru incirde aflatoksin ve
siklopiazonik asit olusturmalarina sicaklik ve siirenin etkisinin belirlenmesi ve
boylece incirde bulunmasi muhtemel mikotoksinlerin olusumuna etkili faktorlerin

aydinlatilmasi konularinda katki saglanmasi1 amaglanmaktadir.






2. INCIRIN ONEMI, OZELLIiKLERI VE INCIRDE BULUNAN
MIKOTOKSINLER

2.1 Incirin Orijini, Uretimi Ve Genel Ozellikleri

Tarihi insanlik tarihi kadar eskiye dayanan incirin kiiltir meyvesi olarak
yetistiriciliginin yapildigm gosteren kayitlara milattan 6nce (M.O.) 2900 yilinda
Stimerlere ait kaynaklarda rastlanmaktadir (Janick ve Paull, 2008). Anavatani olarak
kabul edilen Anadolu yarimadasinda yabani olarak yetistirilen incir, Akdeniz
gevresine Fenikeliler, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan kiiltiir bitkisi olarak
yayilmustir. Incirin Yunanllar tarafindan Anadolu’nun giineybatisinda bugiinkii
Aydin ve Mugla illerinin biliylik kismini i¢ine alan Karia Boélgesi’nden alindigi
belirtilmektedir. M.O. 4. yiizyillda bu bélgede iiretilen incirin gemilerle Akdeniz
ilkelerine goénderildigi ve incirin latince adi Ficus carica’nin da buradan
kaynaklandig1 bilinmektedir (Giinal, 2008). Botanik olarak yenebilir incir meyvesi,
Urticales (1sirganlar) takim1 Moraceae (dutgiller) ailesi Ficus cinsinin iiyesi olup en
genis tiirii Ficus carica L.’dir. Bu tiirtin 700°den fazla ¢esidi vardir ve meyvenin
olgunlagmasi i¢in tozlasma (dollenme) gereksinimi olup olmamasina ve hasat sekline
gore birbirlerinden ayrilmaktadir (Flaishman ve dig., 2008). Erkek incire ficus carica
caprificus, disi incire ise ficus carica domestica denilmektedir. Tozlasma riizgarla
degil, erkek incirle simbiyotik yasam siiren ilek aricigi (Blastophaga psenes L.) ile
disi incir ¢igeklerinin ddllenmesiyle meydana gelmektedir (Aksoy ve dig., 2001).
Meyve olusumu i¢in tozlagsmaya gereksinimi olup olgunlasan incir ¢esidine 6rnek
“Smyrna”, tozlagsmaya gereksinim duymadan olgunlasan incir ¢esidine drnek olarak
ise “kahverengi Tirk incir1” verilebilir (Desai ve Kotecha, 1995). Sofralik olarak
tiikketilen incir ticari olarak 6nem tasiyan disi incirlerin yas ve kuru meyveleridir.
Subtropik bir meyve olan incir ekolojik uyum yetenegi ile yurdumuzun tiim sahil
kusaginda ozellikle Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde ticari olarak yetistirilmektedir.
Kuru ve taze incir liretimi Ege Bolgesi’nde Gediz, Biiyiikk ve Kiiglik Menderes
havzalarinda yogunlagmaktadir. Tirkiye incir iiretiminin % 80’den fazlasi bu
Bolgeden saglanmaktadir (Giinal, 2008). Incir hasati iklim sartlarma bagh olarak

Agustos sonunda baslamakta, Eylil ve Ekim aylarinda tamamlanmaktadir.



Ulkemizde iiretilen gesitlerin % 88’lik boliimiinii sartlop olusturmakta geri kalan %
12’lik kismi ise Bursa siyahi, goklop, yesilgiiz, bardacik gibi ¢esitlerden meydana
gelmektedir (Tug, 2002).

Hem taze hem de kuru incir meyvesi potasyum, kalsiyum, askorbik asit, A vitamini,
karbonhidrat, serin, prolin, alanin aminoasitleri ve ¢ok ¢esitli polifenolik
antioksidanlar a¢isindan oldukc¢a zengindir ve yiiksek lif igerigi, kolesterol ve
neredeyse hi¢ yag igermemesi ile besinsel olarak ¢ok yararli bir lirtindiir. Kuru incirin
1 gramindaki kalsiyum igerigi siitiin kalsiyum iceriginden fazladir. Cizelge 2.1°de
taze ve kuru incirin besin igerikleri verilmistir. Incir meyvesi’nin polifenolik
antioksidan igerigini flavonlar, katesinler, flavanonlar, klorojenik asit, gallik asit,
syrinjik asit olusturmaktadir (Duenas ve dig., 2008; Veberic ve dig., 2008). Ozellikle
mor renkli incir tiirleri antosiyaninler yoniinden oldukca zengindir (Mazza ve
Miniati, 1993). Antioksidan 6zelligindeki polifenollerin kalp-damar sagligi ve kanser
olusumu iizerine etkileri ile ilgili ¢ok sayida aragtirma yapilmistir ve bu konuda incir

ile ilgili calismalar da yiiriitiilmektedir (Lansky ve dig., 2008; Wang ve dig., 2008).

Cizelge 2.1 : Taze ve kuru incirin besin igerikleri (100 g) .

Bilesen Taze incirt [(u ru2 Klll‘l.l incir® Ku.ru_incir3 Kurl_l inci_r4
Incir (Calimyrna) (Mission) (Kaliforniya)
Kalori (kcal) 80 249 253 212 281,9
Protein (g) 1,3 3,30 3,0 2,82 3,14
Karbonhidrat (g) 20,3 63,87 58,20 50,10 66,16
Lif (g) 2,0 9,8 > - 12,21
Toplam yag (g) 0,3 0,93 1,90 0,90 0,52
Doymus yag (g) = 0,144 - - 0
Kolesterol (mg) - 0 - - 0
Kalsiyum (mg) 50,0 162,0 174,0 130,0 133,0
Demir (mg) 0,6 2,03 2,50 2,40 3,07
Magnezyum (mg) - 68,0 60,0 59,0 -
Fosfor (mg) 22,0 67,0 70,0 57,0 -
Potasyum (mg) 194,0 680,0 682,0 575,0 609,0
Sodyum (mg) 2,0 10,0 10,0 10,0 12,26
Selenyum (mcg) - 0,6 - - -
A Vitamini (1U) 80,0 10,0 - - 9,76
C Vitamini (mg) 2,00 1,20 3,60 3,60 0,68
B, Vitamini (mg) 0,06 0,085 0,079 0,061 -
B, Vitamini (mg) 0,05 0,082 0,083 0,078 -
Niasin (mg) 0,40 0,619 0,71 0,59 -

"I Tous ve Ferguson, 1996; "% USDA, 2009; ~: Desai ve Kotecha, 1995; *: Janick ve Paull, 2008;
*®: Veri meveut degildir.



2.2 Incir’in Degerlendirilmesi Ve Kuru Incir Uretimi

Incir taze olarak tiiketildigi gibi islenmis olarak da tiiketilmektedir. Buzdolab:
kosullarinda bile ¢cok kolay bozulabilir olmas1 nedeniyle en yaygin isleme ve saklama
sekli kurutmadir (Piga ve dig., 2004). Ozellikle Amerika’da incir ezmesi regel,
sekerleme ve kurabiye yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunu disinda ¢ok
sayida kiiciik capli amagla da kullamlmaktadir. Ornegin, likdér yapiminda, tiitiin
aromalandirma isleminde kullanilan surubun yapiminda, meyve ve yapragindan elde
edilen fisin enzimi etin olgunlastirllmasinda ve Ozellikle Hindistan’da meyveler
toplandiktan sonra yapraklari hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Hurda, oziirli,
isleme artig1 incirler ise pekmez ve etil alkol ftiretiminde hammadde olarak

kullanilmaktadir (Desai ve Kotecha, 1995; Giinay, 2008).

Incir meyvesinin hasati incirin tiiketim sekline bagl olarak degismektedir. Olgun
incir meyveleri taze olarak hasat edilip cogunlukla sofralik az miktarda recel,
marmelat ve derin dondurularak kullanilmaktadir. Taze olarak tiiketilecek olgun
meyve elle toplanmaktadir ki olgunlagsmanin baslica belirleyici faktorii renktir. Bu da
incirin tiiriine gore degismektedir (Flaishman ve dig., 2008). Kuru incir {iretimi ise
genellikle agustos, eyliil aylarinda tamamen olgunlasan meyvenin diger meyvelerden
farkli olarak hemen toplanmayip agacta birakilarak bitki lizerinde kurumaya terk
edilmesi ve 5-6 giin i¢inde kismen dalinda kuruyarak kendiliginden yere diisen yar1
kuru meyvelerin elle toplanarak dogal veya yapay yoOntemlerle tamamen
kurutulmasiyla gergeklestirilmektedir (Janick ve Paull, 2008). Kurutmalik olarak
degerlendirilecek incir meyvelerinin olgunlastiktan sonra agac iizerinde kurumaya
birakilan halleri buruk incir olarak isimlendirilmektedir (Piga ve dig., 2004).
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) hasat mekanik olarak gerceklestirilmekte
fakat iilkemiz dahil diger bir¢ok lilkede elle yapilmaktadir. Yere diisen incirler
mekanik olarak toplanacak ise bir siire daha diistiikleri yerde birakilarak daha fazla
kurumas1 saglanarak ardindan mekanik olarak toplanmaktadir. Toplanan incirler
biitiin olarak yerde giines altinda kerevetler lizerinde 3-4 giin siireyle kurumaya
birakilmaktadir (Desai ve Kotecha, 1995). Diger bir yontem ise toplanan incirlerin
yarim dakika kadar kaynayan tuzlu suya daldirilmasi ve ardindan birkag saat gilines
altinda kurutulduktan sonra 8 giin golgede kurutulmasi seklindedir (Flaishman ve
dig., 2008). Kurutma islemi hava sicakligi ve yagmur gibi ¢evresel faktorlere bagl

olarak 8-10 giin kadar devam etmekte ve islem sonunda incir meyvesinin agirlig



licte birine diismektedir. Incirde klasik kurutma disinda son yillarda kalitenin
arttirtlmas1 amaciyla endiistriyel mekanik kurutucularla kurutma yontemleri de
arastirtlmis ve sicak havayla kurutmanin en uygun yontem oldugu belirlenmistir
(Piga ve dig., 2004). Kurutulmus incirler sandiklar i¢inde depolanir ve incir isleme
tesislerinde eleme, siniflandirma, yikama gibi islemlerden gegcirilerek ambalajlanip
piyasaya sunulur. Ayrica ambalajlanmadan once incirler, yumusatilarak istenilen
sekli vermek {lizere sicak basingli buhar (125-130°C) altinda yaklasik 3 dakika
tutulmaktadir. Ulkemizde bu islem 1sitilmis deniz suyunda yapilmaktadir. Boylece
yumusamis incirler degisik sekiller verilerek ambalajlanmakta ve bu sekilde piyasaya
verilmektedir. Incirler cesitli zararlilardan korunmak amaciyla diizenli araliklarla
fumigasyona tabi tutulmaktadir. Fakat iilkemizde kurutulan incirlere kiikiirtleme
islemi uygulanmamaktadir. Incirler 0°C, 4°C’de % 50-60 bagil nemde 1 yil siire ile
depolanabilmektedirler (Cemeroglu ve Acar, 1986). Ulkemizde sofralik taze incir
tiretimi Ege, Akdeniz, Marmara Boélgeleri’nde ve Karadeniz sahillerinde, kurutmalik
incirler ise daha ¢ok Ege Bolgesi’nde ozellikle Aydin yoresinde yetistirilmektedir.
En 6nemli iki ¢esit yoresel isimleriyle goklop ve sarilop’tur (Tug, 2002).

Diinya’da incir iiretiminin tamami Akdeniz iilkelerinde ve Akdeniz iklimine sahip
tilkeler tarafindan saglanmakta ve toplam sofralik incir iiretimi (Ficus carica) 1
milyon tonun iizerinde gerceklesmektedir. Uretimin yaklasik % 40’1 kuru incir
seklindedir ve yillara gore degismekle beraber bunun % 55°ten fazlasi lilkemiz
tarafindan karsilanmaktadir (Aksoy ve dig., 2001). Tiirkiye diinyanin en biiylik ve en
kaliteli incir iireticisidir. Ulkemizi, Misir, Yunanistan, Iran, Fas, Ispanya, ABD,
Cezayir ve Suriye takip etmektedir. Tiirkiye’de son 10 yildir yillik iiretim 200.000 ile
300.000 ton arasinda degismektedir ve 2008 yili1 sonunda incir iiretimi 205.067 ton
olarak verilmistir (TUIK, 2010). Cizelge 2.2°de 2005 yilindan itibaren Tiirkiye’de

meyve veren incir agag sayisi ve incir tiretim miktarlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.2 : Tiirkiye’de incir iiretimi (TUIK, 2010).

Yillar Meyve veren agag sayist (Bin)  Uretim miktar1 (Ton)
2005 9450 285.000
2006 9958 290.151
2007 9855 210.152
2008 9271 205.067




Ulkemizde kuru incir iiretimi 6zellikle Ege Bolgesi’nde bulunan Biiyiik ve Kiiciik
Menderes havzalarinda yogunlagsmaktadir. Taze incir gesitleri ise Ozellikle Bursa
yoresinde yetistirilmekte olan Bursa siyah incir ¢esidi, Antalya’nin Mut ilgesinde
yetistirilmekte olan incir ve sarilop incir ¢esitleridir. Incir geleneksel ihrag
tirtinlerimizden birisidir ve Manisa ve Karadeniz Bolgesi’nin bazi yoreleri de sofralik
taze incir Uretiminde 6nem kazanmaya baslamistir. Kuru incir iiretiminde biiyiik paya
sahip diger iilkeler ise Yunanistan, ABD, Ispanya, Italya ve Portekiz’dir. Ulkemizde
hem sofralik hem de kurutmalik incir tiretimi yapilmakta ve lretilen incirlerin %
30’u genellikle taze olarak ve i¢ pazarda, % 70’1 ise kuru incir olarak i¢ ve dig
pazarlarda tiiketilmektedir (Tug, 2002). Yillar itibariyle diinyada kuru incir iiretimi

Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3 : Diinyada kuru incir iiretimi (Ozden, 2008; Anon, 2010a).

. Yillar (ton)
Ulkeler
2006 2007 2008 2009*

Tiirkiye 60.393 43.500 42.500 56.590
fran 43.000 25.000 22.000 23.000
ABD 12.000 13.100 11.000 12.000
Yunanistan 12.000 10.000 8000 9000
Ispanya 3500 5000 4500 5000
Italya 5000 4000 4000 4000
Toplam 135.893 100.600 92.000 109.590
(*) Tahmini degerler

Tiirkiye incir iiretimindeki liderliginin yanisira diinya kuru incir ihracatinda da lider
konumdadir. Tiirkiye’de kuru incir kuru meyve ihracatimiz i¢inde miktar olarak kuru
tizlimden sonra 2., deger olarak da kuru liziim ve kuru kayisidan sonra 3. sirada
gelmektedir. Son 10 yildir yillik kuru incir ihracat1 42.000 ton ile 69.000 ton arasinda
degismektedir. Diinya kuru incir ihracatinda lider konumda olan {ilkemizde ihracatin
yaklasik % 75’1 Avrupa Birligi iilkelerine gerceklesmektedir. Diinyada kuru incir

thracatinin yillara ve iilkelere gore dagilimi Cizelge 2.4°te verilmistir.



Cizelge 2.4 : Diinyada kuru incir ihracati (Anon, 2010Db).

Yillar
. 2006 2007 2008
Ulkeler USD USD USD

Ton (1000) Ton (1000) Ton (1000)
Tiirkiye 56.268 125.008  47.590 168.442  42.695 187.202
fran 7776 17.424 - £ 2 :
Ispanya 6134 9442 4765 8461 -
A.B.D. 5004 14.442 3047 11.819 3721 15.479
Suriye 4922 3.886 2894 2799 - -
Hollanda 3788 10.723 2881 14.504 2732 15.081
Cin 1176 1384 226 724 173 799
Yunanistan 3214 8081 1699 6107 1349 6217
Almanya 3233 9569 047 10.061 2031 11.721
Fransa 2217 9462 2107 10.891 1878 11.528
Italya 1785 4092 1497 4172 2571 7193
Digerleri 9729 23.350 9650 29.204 9806 37.421
Toplam 105.246 236.863  78.403 267.184  66.957 292.640

“: Veri meveut degildir

Kuru incir ihracatimizin en fazla oldugu iilkeler Fransa, Almanya, Italya, Ispanya,

Isvigre, Hollanda, Rusya ve Israil’dir. 2006, 2007 ve 2008 yillarina ait kuru incir

ithalatinda lider iilkeler ve ithalat miktarlar1 Cizelge 2.5’te goriilmektedir.

Cizelge 2.5 : Diinya kuru incir ithalat1 (Anon, 2010b).

Yillar

Ulkeler 2006 2007 2008
USD usbD usbD

Ton (1000) Ton (1000) Ton (1000)
Fransa 15.895 37.247 12.619 48.085 13.694 58.026
Almanya 14.307 37.156 13.316 42.102 10.742  49.758
Hindistan 3706 23.203 4691 31.087 4973 32.950
Italya 6791 17.082 4054 18.242 3916 21.042
UK 6401 16.636 5486 19.580 4312 18.809
Isvigre 3433 10.602 1459 6695 3097 16.878
Kanada 3652 10.858 3212 11.369 3418 13.346
Bel¢ika 2579 6725 2385 7868 2685 12.766
Hollanda 3693 10.664 2968 12.155 2709 10.481
Avusturya 2751 7227 2530 9154 1960 9897
A.B.D. 6000 10.041 5800 10.672 2367 9357
Digerleri 36.640 73.378 35.601 91.642 67.729  99.402
Toplam 105.848 260.819 94.123 308.653 121.601 352.712
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Cizelge 2.3 ve 2.4 ’te goriildiigii gibi incir iilkemiz ekonomisi acgisindan ¢ok degerli
bir iiriindiir. Incir ihracatinda karsilasilan en onemli zorluklarn basinda incirde

aflatoksin mevcudiyeti gelmektedir.

2.3 Kuru Incirde Kiif Florasi

Kuru incir sahip oldugu yiiksek seker icerigi, hasat ve hasat sonrasi maruz kaldigi
kosullar neticesinde kiif bulagsmasi ve gelisimine uygun bir {iriindiir (Trucksess ve
Scott, 2007). Hasattan once ¢ok sayida patojen mikroorganizma incir meyvesine
saldirip ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Incir’in kiiflerle kontaminasyonu
agac lizerindeyken baslar. Disi incir meyvesinin dollenmesinde gorevli ilek aricigi
baz1 hastalik etmenlerinin incire tasinmasinda rol oynamaktadir (Kirag, 2006). ilek
aricigi Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger’in incire
taginmasinda rol oynamaktadir (Yorganci, 2003). Meyveler déllenme sirasinda ilek
arilan aracilifiyla enfekte olur ve olgunlastik¢a direngleri diiserek kiifler tarafindan
mikotoksin olusumu da sekillenir (Tunail, 2000). Fusarium moniliforme’nin sebep
oldugu incir i¢ ¢iiriikliigii (endosepsis) hastalifinda meyve yumusayip renk kaybi
meydana gelmektedir. Stirme (puf, siyah kiif) hastalig1 ise incir meyvesinde hasattan
once meydana gelmekte ve siyah Aspergilli tiirleri ve 6zellikle A. niger kif tiirleri
tarafindan incirin i¢ kisminin siyah renk almasi ile sonuglanmaktadir. Kuru incir
tiretiminde hasat yere diisen buruk incirlerin toplanmasi seklinde oldugundan hasatin
her giin diizenli olarak yapilmasi kiif kontaminasyonunun énlenmesi agisindan énem
tasimaktadir (Oztekin ve dig., 2006). Ulkemizde yapildig1 gibi giineste kurutmanin
baslica problemi meyvenin toprakla temasi ve uzun siire a¢ik havada kalmasi
nedeniyle bocekler ve patojenler tarafindan enfeksiyon riskidir (Flaishman ve dig.,
2008). Kurutmada meyvenin nem igeriginin dogal veya yapay yontemlerle % 20-
22’ye indirilmesi hedeflenmektedir. Kurutmadaki nem igerigi ile kiif konsantrasyonu
dogrudan baglantihdir (Piga ve dig., 2004). Incir meyvesi ham haldeyken A. flavus
enfeksiyonuna direngliyken olgunlastikca yumusamakta ve direncini kaybetmektedir.
Meyvenin herhangi bir hasar1 yokken bile A. flavus sporlari incirin i¢ine penetre
olabilmektedir. Bununla beraber penetrasyonda meyvede gozle goriilemeyen c¢ok
kiiciik hasarlar yaratabilecek bocekler gibi dis etkenler de s6z konusudur (Buchanan

ve dig., 1975).
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Kuru incir iiretim asamalarini takiben kiif olusumu ve gelisiminde ¢ok 6énemli olan
depolama asamasina gelinmektedir. Depolama siirecinde optimum sicaklik ve bagil
nemin uygulanmamasi {iriinde kif ve maya olusumu ile sonug¢lanabilmektedir

(Trucksess ve Scott, 2007).

Kuru incir Orneklerinin  mikoflorasinin  morfolojik teknikler kullanilarak
belirlenmesine yonelik ¢alismalarda hakim flora incirin temin edildigi doneme gore
degisebilmekteyken g¢ogunlugun A. niger A. flavus, A. parasiticus ve Fusarium
tiirlerinden olustugu belirlenmistir (Heperkan, 2006). Pitt ve Hocking (1997)’de kuru
incirde A. flavus ve A. niger’in en yaygin tiirler oldugunu ve yiiksek seker icerigi
nedeniyle kuru kayis1 ve tiziimden daha fazla A. flavus ve dolayisiyla aflatoksin
kontaminasyonuna uygun oldugunu belirtmislerdir. Heperkan ve Karbancioglu-Giiler
(2009) kuru incir 6rneklerinin mikoflorasi {izerine yaptiklar1 ¢aligmada A. section
Flavi tiyesi izolatlarin % 37,5’unun A. flavus, % 3,5 unun ise A. parasiticus tiirleri
tarafindan olustugunu belirlemistir. Yemen’de 2004 yilinda kuru incir dahil olmak
tizere kuru meyvelerin mikoflorasi {izerine yapilan ¢aligmada A. niger, A. flavus, A.
fumigatus, A. ochraceus ve Penicillium chrysogenum en yaygin bulunan tiirler
olmustur (Alghalibi ve Shater, 2004). Karapinar ve Goniil (1989) tarafindan Ege
Bolgesi’nde kurutma agamasindan alinan incir 6rneklerinde mikoflora belirlenmistir.
Kuru incir 6rneklerinin florasinin dominant olarak A. niger’den olustugu, daha az
olarak da sirasiyla A. flavus, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, Alternaria
tenius, Penicillium glabrum’dan olustugu ve A. parasiticus’a rastlanmadigi
belirtilmistir. 1977 yilinda Ege Bolgesi’'nde bahge ve isletmeler ile Taris
depolarindan alinan kuru incir ve ezme Orneklerinden toplam 138 kiif tiirli izole
edilmistir. Mikofloranin ¢ogunlugunun Aspergillus ve Penicillium cinlerine ait tiirler
tarafindan olusturuldugu oldugu bunlarin yansira Cladosporium, Rhizopus, Mucor ve
Geotrichum cinslerine ait tiirlerin de mevcut oldugu belirlenmistir (Askin ve dig.,
1977).

Bir baska ¢alismada 40 adet ambalajli ve ambalajsiz incir 6rnegi Adana, Eskisehir,
Gaziantep ve Malatya illerinden piyasadan toplamis ve Mucor, Trichoderma ve

Penicillium kuf tiirleri izole edilmistir (Var ve dig., 2001).

Kurutulmus incirlerin mikroflorasi hammadde olarak kullanilan incir meyvesinin
mikroflorast ve uygulanan hasat, kurutma ve depolama yontemine baglidir. Kuru

incirin mikroflorasina yonelik yapilan ¢alismalar sonucunda hakim floranin A. niger,
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A. flavus, A. parasiticus ve Fusarium kiiflerinden olustugu belirlenmistir (Heperkan,
2006). lamanaka ve dig. (2007), Brezilya’da piyasadan temin ettikleri 19 kuru incir
orneginde A. flavus, A. parasiticus ve aflatoksin varligini incelemisler, yalnizca 1
adet Ornekten A. flavus izole etmisler ve bu izolatin aflatoksin B; ve B, iireticisi

oldugunu tespit etmisglerdir.

Isman tarafindan (2004) yapilan calismada Aydin, Nazilli ve incirliova pazarlarindan
temin edilen 50 adet kuru incir 6rneginden izole edilen 127 kiif tiiriiniin Aspergillus
(% 58), Trichoderma (% 19), Fusarium (% 13) ve Acremonium (% 10) cinslerine ait
oldugu belirlenmistir. Aspergillus cinsine ait tiirlerin biiyiikk ¢ogunlugunu A. flavus

olusturmaktayken yalnizca 1 adet A. parasiticus mevcudiyetine rastlanmistir.

Kirag tarafindan (2006) izmir ve Aydin illerinden TARIS tarafindan toplanan 13 adet
hurda ve 73 adet A ve B kalite kuru incir 6rneginin kiif floras1 incelenmistir. Calisma
sonucunda Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin en yaygin olarak bulundugu
Aspergillus tiirleri igcinde A. niger’in kuru incir Orneklerinde baskin oldugu
belirlenmistir. Kuru incir 6rneklerinde A. niger’in yanisira A. flavus ve A. parasiticus
tiirlerinin de yaygmn oldugu belirlenmistir. Ilave olarak Rhizopus, Mucor,

Cladosporium, Alternaria, Fusarium varligi da cins diizeyinde tanimlanmustir.

Aydin ilinde kuru incir ihracati yapan 23 firmadan alinan 6rneklerde mikofloranin
arastirildigr bir diger ¢aligmada A. niger kontaminasyonunun % 0-29,9; A. flavus/A.
parasiticus’un % 0-4,5; Fusarium spp.’nin % 0-10; Penicillium spp.’nin % 0-12,
Cladosporium’un % 0-6,1 ve Alternaria spp.’nin ise % 0-4 araliginda degistigi tespit
edilmistir (Benlioglu ve dig., 2008).

2.4 Kuru Incirde Mikotoksin Varhig

Kuru incirde yapilan mikroflora caligmalari neticesinde mikotoksin olusturma
ozelligine sahip kiiflerin bulundugu saptanmistir. Kuru incir, yiiksek karbonhidrat
icerigi nedeniyle kiif gelisimi ve toksin iiretimi icin elverigli bir substrattir. Bazi
kurutulmus incirler duyusal olarak tiiketilebilir olma ozelliklerini korumalarina
karsin kiifler tarafindan iiretilen aflatoksin, okratoksin, patulin, sitrinin gibi ¢esitli
mikotoksinleri igerebilirler (Trucksess ve Scott, 2007; Murphy ve dig., 2006).
Mikotoksinler kiifler tarafindan olusturulan ikincil metabolitlere verilen genel

isimdir. Bu maddelerin insan ve hayvanlarda viicuda alindiginda mikotoksinin tipine
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bagli olmakla beraber karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkileri ortaya

¢ikmaktadir (Giimiis ve Yilmaz, 2006).

Kuru incir ihracatinda ilk sirada yer alan iilkemiz aflatoksin varligi nedeniyle
ekonomik kayiplara ugramaktadir. Kuru incir mikroflorasini olusturan kiiflerden
ozellikle A. flavus ve A. parasiticus en toksijenik metabolit olma &zelligine sahip
aflatoksinleri olusturduklarindan 6nem tasimaktadir. A. flavus ve A. parasiticus’un
genellikle hasat oncesinde bulastigi ve depolanan triinlerde toksin olusturduklar
belirtilmektedir. Aflatoksin olusumu kiifiin iiriine tarlada bulagsmasi ve kolonizasyonu
ile baglamakta ve hasat, kurutma, depolama ve isleme siiresince devam etmektedir
(Manonmani ve dig., 2005). Ulkemizde kuru incirde aflatoksin varligima ait sorun ilk
olarak 1972 yilinda Danimarka’ya ihra¢ edilen liriiniimiizde 938 ppb gibi yiiksek
miktarlarda aflatoksin belirlenmesiyle ortaya ¢ikmistir. 1973-74 yillarinda ABD’ne
ihra¢ edilen 38 partiden iiclinde aflatoksin tespit edilmis ve bu iirlinler Tirkiye’ye
geri gonderilmistir (Camlibel, 1995). Bundan sonra kuru incirlerimizde aflatoksin

mevcudiyeti lizerine ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir.

Fas’ta 2006 yilinda yapilan bir tarama c¢alismasinda farkli kuru meyvelerin (ceviz,
kuru {iziim, yer fistigi ve Antep fistig1) yamisira 20 adet kuru incir Orneginde
aflatoksin diizeyleri arastirilmistir. Orneklerin % 20’sinde hem total aflatoksin hem
de aflatoksin B;’e rastlanmis ve Orneklerin % 15’inde toplam aflatoksin seviyesi
Avrupa Birligi tarafindan izin verilen maksimum limit olan 4 pg/kg’in iizerinde
bulunmustur (Juan ve dig., 2007). Erdogan ve dig. (2003), 17 kuru incir 6rneginin 5
adedinin 4,1-33,9 ppb araliginda aflatoksinle kontamine oldugunu belirlemistir.

Kuru incirde aflatoksinli tirlinlerin tespiti i¢in 1987 yilindan itibaren isletmelerde UV
lambali kabinler kullanilmaktadir. 365 nm UV 15181 altinda parlak yesilimsi sari
floresans (BGYF) veren incirler ayrilmaktadir (Camlibel, 1995). Cizelge 2.6’da son
i¢ yilda incir liretim isletmelerinde imha edilen incir miktarlar1 goriilmektedir. Uzun
dalga boylu UV 15181 altinda floresans verme 6zelligi aflatoksin iireticisi olan A.
flavus ve A. parasiticus tarafindan iiretilen kojik asitten kaynaklanmaktadir. BGYF
pozitif olan incirlerde kojik asit ile birlikte aflatoksin olugma riski yiliksek olarak
bulunmustur (Aksoy, 2001). Tiirk kuru incirleri ile yapilan ¢alismalar UV 15181
altinda belirlenen floresans ile {irtinde aflatoksin kontaminasyonu arasinda siki bir
baglant1 oldugunu ve bu yontemin % 90 diizeyinde etkin oldugunu gostermektedir

(Steiner ve dig., 1988). Kaliforniya incirleri ile yapilan ¢alismada ise bu yontemin
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etkin olmadig1 belirlenmistir. Bunun baslica sebepleri aflatoksin kontaminasyonunun
Tiirk kuru incirlerinin aksine meyvenin i¢inde olmasi ve mikoflorasinin A. flavus’dan
ziyade A. tamarii agirlikli olmasina dayandirilmaktadir (Doster ve Michailides,
1998).

Cizelge 2.6 : BGYF veren (%) ve imha edilen ortalama kuru incir miktarlari (Anon,

2010Db).
Yillar BGYF veren incir oranm Imha edilen incir miktari
(%) (ton)
2006 1,2 730.000
2007 1,25 494.000
2008 1 418.000
2009 0,8 280.000

Kuru incirde aflatoksinin yanisira okratoksin A (Sanli ve dig., 1990; Ozay ve
Alperden, 1991; Aksoy ve dig., 2003; Iamanaka ve dig., 2005; Senyuva ve dig.,
2005; Zinedine ve dig., 2007; Giiler ve Heperkan, 2008; Bircan, 2009), patulin,
ergosterol (Karaca ve Nas, 2006), fumonisin (Karbancioglu-Giiler ve Heperkan,
2009) ve siklopiazonik asit (Somuncuoglu, 2007) mikotoksinlerinin de dogal olarak

bulundugu belirlenmistir.

Ozay ve Alperden (1991), 1988 yili incir hasadinda Aydin ve izmir’de bulunan
bahge ve isletmelerden alinan 103 Ornekte aflatoksin ve okratoksin A taramasi
gergeklestirmistir. Orneklerin % 29°u en yiiksek 63 ppb diizeyinde aflatoksinlerle, %
3’1 ise en yliksek 8,3 ppb diizeyinde OTA kontaminasyonu belirlenmistir. Ankara
piyasast ve Aydin yoresinden alinan 54 adet kuru incir 6rneginde aflatoksin ve OTA
varhiginin birlikte incelendigi bir baska c¢alismada o6rneklerin % 11,1°1 AFB; ve %
20,3’t OTA ile sirasiyla 53-300 ppb ve 19-390 ppb araliginda kontaminasyon tespit
edilmistir (Sanli ve dig., 1990). Aksoy ve dig. (2003), toplam 238 kuru incir
Oorneginin 69’unda farkl diizeylerde okratoksin A (OTA) tespit etmislerdir. OTA ile
bulasik 6 6rnekte miktar 50 ppb’nin iizerinde, 3 6rnekte 1000 ppb’nin iizerinde geri
kalanlarda ise 2-50 ppb arasinda bulunmustur. lamanaka ve dig. (2005), 19 adet incir
orneginde yaptiklari tarama calismasinda 13 ornekte 0,13-5 ppb; 4 6rnekte 5,1-20
ppb ve 1 6rnekte de 20-30 ppb araliginda OTA tespit etmislerdir. Giiler ve Heperkan
tarafindan 2003-2004 yillarinda Ege Bolgesi’nden kurutma asamasinda toplanan 115
kuru incir Orneginin 55’inde (% 47,2) 0,12-15,31 ppb araliginda OTA
kontaminasyonu (Giiler ve Heperkan, 2008) 86’sinda (% 74,8) ise 0,046—3,649 ppb

araliginda Fumonisin B; kontaminasyonu (Karbancioglu-Giiler ve Heperkan, 2009)
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bildirilmigtir. Somuncuoglu tarafindan 2007 yilinda yapilan calismada ise Ege
Bolgesi’nde kurutma agamasinda toplanan 48 kuru incir 6rneginin % 58’1 23,38—-187

ppb araliginda CPA varlig1 belirlenmistir.

Kuru incirlerde aflatoksin ve okratoksin A’nin beraber olusumu iizerine yapilan bir
baska calismada Avrupa Birligi iilkelerine ihrag edilen 2003 ve 2004 iiretimi kuru
incirler incelenmistir. 2003 yilina ait 58 6rnekten 7’si AFB;, 2’si OTA ve 2’si de her
iki toksini birlikte igermektedir. En yliksek aflatoksin konsantrasyonu 35,1 ng/g,
OTA konsantrasyonu ise 13 ng/g seklindedir. 2004 yilina ait 41 6rnegin 16’sinda
AFB3, 4’tinde OTA ve 2’sinde de her iki toksinin birlikte bulundugu belirlenmistir.
Bu yila ait en yiiksek aflatoksin konsantrasyonu 20,6 ng/g, OTA konsantrasyonu ise
26,3 ng/g olarak saptanmistir. Ayn1 ¢alismada piyasadan alinan 20 6rnekten birinde
OTA (2 ng/g) belirlenirken aflatoksine rastlanmamistir (Senyuva ve dig., 2005).
Tiirkiye’den Avrupa Birligi iilkelerine ihrag¢ edilen 98 incir 6rneginde aflatoksin ve
OTA’nm birlikte bulunusu iizerine yapilan bir bagka ¢alismada yalnizca 2 6rnekte en

yiiksek 24,37 ppb OTA ve 1,02 ppb AFB; tespit edilmistir (Bircan, 2009).

Karaca ve Nas (2006) tarafindan yapilan ¢alismada 3 farkli kategorideki kuru incir
ornekleri aflatoksin, patulin ve ergosterol kontaminasyonlar1 agisindan incelenmistir.
Birinci kategoride yer alan yiiksek kalitedeki incir Orneklerinin az sayida ve iz
miktarda toksinlerle bulasik oldugu belirlenmistir. UV lambasi altinda floresans
veren incir Orneklerinin yiiksek aflatoksin kontaminasyonu (117,9-471,9 ppb)
icerdikleri fakat patulin kontaminasyonlarinin 50 ppb’nin altinda oldugu, iiciincii
kategorideki fiziksel zarara ugramis, islenmek {izere ayrilan incirlerin aflatoksin
kontaminasyonu 8,3 ppb diizeyinde iken patulin (39,3-151,6 ppb) ve ergosterol (4,5—
18 ppm) ile yiiksek seviyede kontamine oldugu tespit edilmistir.

Mikoflora ve mikotoksin valigina yonelik incirde yapilan ¢alismalar, incirin A. flavus
enfeksiyonu ve mikotoksin olusumu i¢in oldukc¢a hassas ve 1yi bir substrat oldugunu
gostermektedir. Normalde bu kiif tiirli meyvenin yiizeyinde bulunmaktadir. Meyve
olgunlastik¢a yumusamakta ve incirin A. flavus enfeksiyonuna olan dayaniklilig
azalmaktadir (Barkai-Golan, 2008). Bourda ve dig. (1994), yaptiklar1 ¢alisma ile A.
flavus’un incirde en iyi gelismeyi olgunlastiktan sonra fakat tamamen kurumadan

gosterdigini belirlemislerdir.
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Kuru incirin iilkemiz agisindan éneminden ve mikotoksin varligindan bahsederken
Avrupa Birligi hizli alarm (Rapid alert system for food and feed-RASFF)
sayilarindan behsetmek, sorunu daha net gozler oniine sermektedir. Cizelge 2.7°de
son Ui¢ sezona bakildiginda Avrupa Birligi’ne ihra¢ ettigimiz kuru incirlerimizde

aflatoksin kontaminasyonuna ait toplam 216 alarm bildirimi aldigimiz goriilmektedir.

Cizelge 2.7 : Tiirkiye’den ihrag edilen kuru incirlerde aflatoksin kontaminasyonu
icin toplam ve AB limitleri {izerindeki hizli alarm bildirim sayist
(Anon; 2010c).

Toplam hizh alarm Hizh alarm sayisi

v sayisi (>4-10 pg/kg)
2007 57 24
2008 96 55
2009 63 34

Cizelge 2.7°den goriildiigli gibi 2008 yilinda Tirkiye orijinli kuru incirlerde
aflatoksin nedeniyle AB {ilkelerinden aliman hizli alarm sayisinda ciddi artis
sekillenmistir. Bunun sebebinin 2007 yilinda yasanan kuraklik ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir (Bircan ve dig., 2008). Yillara gore tablo incelendiginde alarm
sayilarinin yaklagik % 50°si AB limitlerinin {izerinde olan kuru incirlere isaret
etmektedir. Bu kuru incirler ya iilkemize geri gonderilmekte ya da imha
edilmektedir. Her iki halde de {iilkemizin ugradigi ekonomik kayiplar yiiksek

olmaktadir.
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3. AFLATOKSINLER VE OZELLIKLERI

3.1 Aflatoksin Ureticisi Kiifler Ve Aflatoksin Biyosentezi

Aflatoksinler diinyada ilk olarak 1960 yilinda Ingiltere’de 100.000’den fazla hindi ve
ordek yavrusunun 6liimii ile ortaya ¢cikmistir. ‘Turkey X Disease’ olarak adlandirilan
bu salginin kaynaginin, Giiney Amerika ve Afrika’dan ithal edilerek rasyon
hazirlamada kullanilan aflatoksinle kontamine yerfistig1 kiispesi oldugu tespit
edilmistir (Richard, 2008). Yaklasik 50 yildir s6z konusu toksinin iiretimini etkileyen
faktorler, biyosentezi ve biyolojik etkisi lizerine ¢ok yogun ¢alismalar yiiriitiilmiis ve

yiirlitilmeye devam etmektedir.

Aflatoksinler gidalarda dogal olarak bulunan Aspergillus section Flavi iiyesi kiif
tirlerinden ozellikle Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve nadiren
Aspergillus nomius tiirlerine ait suslar tarafindan iiretilmektedir (Turner ve dig.,
2009). Aflatoksin adi baslica iireticisi olan ‘Aspergillus flavus toksin’inden
gelmektedir (Samson ve dig., 2002). A. flavus yalnizca B grubu aflatoksinleri
tiretirken morfolojik olarak ¢ok benzer olan A. parasiticus ve A. nomius B ve G
grubu aflatoksinleri birlikte tiretmektedir. A. flavus ve A. parasiticus’un aksine A.
nomius’un dogada yaygin olarak bulunmamasi nedeniyle, bu kiif iizerine az sayida
calisma yapilmis ve izolatlarinin toksijenitesi tam olarak belirlenememistir (Doyle ve
dig., 1997). Heniiz gidalarda varlig tespit edilmemis fakat deneysel calismalarla
aflatoksin {ireticisi oldugu belirlenen tiirler de mevcuttur. B grubu aflatoksinlerin ¢ok
iyi treticisi olan A. ochraceoroseus’un (Klich ve dig., 2000; Frisvad ve dig., 2005)
yanisira A. rambellii (Frisvad ve dig., 2005); A. bombycis (Turner ve dig., 2009); A.
toxicarius (Frisvad ve dig., 2005); Emerciella astellata (Frisvad ve dig., 2004) ve E.
venezuellensis (Frisvad ve Samson, 2004) bu tiirlerin baslicalaridir. Bazi Penicillium
ve Rhizopus tiirleri (Tarin ve dig., 2004) ve A. pseudotamarii (Ito ve dig., 2001) ile
buna ¢ok yakin bir tiir olan A. tamarii’nin de aflatoksin {ireticisi oldugu bazi
caligmalarla ortaya konmustur (Goto ve dig., 1996; Klich ve dig., 2000). Arjantin’de
2008 yilinda yapilan bir ¢alismada yer fistigindan izole edilen iki yeni A. section

Flavi iiyesi A. arachidicola ve A. minisclerotigenes’in de aflatoksin iireticisi oldugu
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belirlenmistir (Pildain ve dig., 2008). Cizelge 3.1’de bazi Aspergillus tiirleri ve

tirettikleri ikincil metabolitler gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 : Baz1 Aspergillus tiirleri ve iirettikleri mikotoksinler.

Aspergillus Tiirii

Mikotoksinler

Kaynaklar

Aspergillus flavus

Aflatoksinler
(B1, By)

Aflatrem
Aspergillik asit
Sterigmatosistin

Siklopiazonik asit

Versikolorinler
Kojik asit

B-Nitropropionik
asit

Hesseltine ve dig., 1966; Buchanan ve
dig., 1975; Doster ve dig., 1996; Klich,
2002; Samson ve dig., 2002; Frisvad
ve dig., 2006; Hedayati ve dig., 2007
Giridhar ve Reddy, 2001; Roussos ve
dig.,2006; Hedayati ve dig., 2007
Wilson, 1966; Hedayati ve dig., 2007
Moss, 1977; Wicklow ve Cole, 1982;
Samson ve dig., 2002; Hedayati ve
dig., 2007

Cole ve Cox, 1981; Klich, 2002;
Samson ve dig., 2002; Frisvad ve dig.,
2006; Hedayati ve dig., 2007

Davis, 1981; Hedayati ve dig., 2007
Wilson, 1966; Gallagher ve dig., 1978;
Doster ve dig., 1996; Betina, 1989;
Moss, 1977; Samson ve dig., 2002;
Hedayati ve dig., 2007

Wilson, 1966; Klich, 2002; Samson ve
dig., 2002; Hedayati ve dig., 2007

Aspergillus Aflatoksinler Doster ve dig., 1996; Pitt ve Hocking,
parasiticus (B1, B2, Gy, Gy 1997; Klich, 2002; Samson ve dig.,
2002; Frisvad ve dig., 2006
Versikolorinler Lee ve dig., 1975
Aspergillik asit Samson ve dig., 2002
Kojik asit Samson ve dig., 2002
Aspergillus Siklopiazonik asit  Dorner ve dig., 1984; Doster ve dig.,
tamarii 1996; Goto ve dig., 1997; Klich, 2002;

Aflatoksin (B, By)
Kojik asit

Samson ve dig., 2002
Goto ve dig., 1997
Pitt ve Hocking, 1997

A. flavus diinyada tropik ve sicak iklim kusaginda bulunan iilkelerde gida iiriinlerinde
¢ok yaygin olarak bulunmakta, A. parasiticus ise daha smrli bir dagilim
gostermektedir (Pitt, 2004). Baslica aflatoksin tireticisi kif tiirlerinden A. flavus ve A.
parasiticus benzer gelisme ozelliklerine sahiptir. Her ikisi de 10-12°C ile 42-43°C
sicaklik araliginda ve optimum 32-33°C sicaklikta gelisebilmektedir. Aflatoksin
tretimi ise 12-40°C araliginda gerceklesebilmektedir. A. flavus gelisimi igin
minimum su aktivitesi (aw) 0,80 iken toksin tiretimi i¢in 0,82, A. parasiticus gelisimi

icin ise minimum 0,84 ve toksin {iretimi i¢in ise 0,87 seklindedir. Her iki kif tiirii
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icinde aflatoksin liretiminde optimal sicaklik ve aw degerleri sirasiyla 33°C ve 0,99
seklindedir. (Sweeney ve Dobson, 1998; Murphy ve dig., 2006). A. flavus
aflatoksinleri 0,82 aw’nin {izerinde 13-37°C araliginda iiretebilmektedir. Optimum
ise 16-31°C ve 0,95-0,99 aw seklindedir. A. parasiticus ise 12-42°C araliginda
optimum 32°C’de gelisebilmektedir. A. tamarii de A. flavus’a benzer sekilde en
diisiik 0,78 su aktivite degerinde ve optimum 33°C’de gelisme gostermektedir (Pitt
ve Hocking, 1997). A. flavus ve A. parasiticus optimum 3,5-8 olmak tizere 2,1-11,2
pH araliginda gelisebilme 0Ozelligine sahiptir. Aflatoksin iiretimi ise 3,5-8 pH
araliginda optimum 6’da sekillenmektedir. A. flavus ve A. parasiticus tarimsal
tiriinlerin 6zellikle hasat oncesi ve depoda aflatoksinlerle kontaminasyonundan

sorumludur (Murphy ve dig., 2006).

Dogal olarak bulunan A. flavus suslarmin yaklasik % 50’si aflatoksijenik
ozellikteyken neredeyse bilinen tiim A. parasiticus suslar1 aflatoksijenik 6zelliktedir
(Pitt, 2004). Bugiine kadar yapilan birgok caligsma ile aflatoksijenik A. flavus suslar
fisttk (Vaamonde ve dig., 2003; Mphande ve dig., 2004; Pildain ve dig., 2004;
Gongalez ve dig., 2008), misir (Lee ve Hagler, 1991; Giorni ve dig., 2007;
Atehnkeng ve dig., 2008), kuru incir ve kuru tiziim (Iamanaka ve dig., 2006), kahve
¢ekirdegi (Sanchez-Hervas, 2008), misket limonu (Bamba ve Sumbali, 2005),
hayvan yemi (Martins ve Martins, 1999), silaj (El-Shanawany ve dig., 2005),
brezilya findig1 (Arrus ve dig., 2005), bugday, soya fasulyesi (Vaamonde ve dig.,
2003), badem (Rodrigues ve dig., 2009), un, irmik, kepek (Riba ve dig., 2010) ve
pamuk (Cotty, 1997) gibi farkli gida maddeleri ve tarimsal {riinlerden izole
edilmistir. Daha smirli dagilima sahip aflatoksijenik A. parasiticus suslarina ise
ozellikle yer fistig1 (Vaamonde ve dig., 2003) ve yer fistig1 yetistirilen bolgeler ile
seker kamist (Kumeda ve dig., 2003) diiretilen bolgelerde yaygin bir sekilde
rastlanmaktadir. Diinyadaki baslica fistik yetistirilen bdlgelerden biri olan
Gilineydogu Asya iilkelerinde A. parasiticus varligina rastlanmamasi ise ilging bir
bulgu olarak nitelendirilmektedir (Pitt, 2004).

Aflatoksinler diger bir¢ok toksik ikincil metabolit gibi Sekil 3.1°de gosterilen
poliketit yolu ile sentezlenmektedirler. Biyosentez, bir asetil tinitesi (AsetilCoA) ve
karbon kaynagi olarak gorev yapan bir malonil (Malonil CoA) iinitesi tarafindan
baslatilmaktadir. Malonil CoA karbondioksit kaybederek yag asidi sentezi yolu ile

hekzonat’a doniismektedir. Hekzonatin birbirini izleyen 7 malonat iinitesi ile
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tepkimeye girmesi ile poliketit sentezi sonucu norsolorinik asit olusmaktadir
(Maggon ve dig., 1977, Pitt and Hocking, 1997; Sweeney ve Dobson, 1998; Cary ve
dig., 2000; Deshpande, 2002). Norsolorinik asit yaklasik 12-17 kadar enzimatik
degisimden gecerek versikolorin B olusmaktadir. Bu enzimatik degisimler sirasiyla
norsolorinik asitin, averantin lizerinden averufin ara {riiniine doniismesi, sonraki
basamakta averufinin halka yapisinin ac¢ilmasiyla dehidrasyon, epoksidasyona
ugramast ve versikonal hemiasetal asetat {izerinden epoksidlerin yeniden
diizenlenmesi ile versikolorin B olusumu seklindedir. Versikolorin B olusumunu
takiben biyosentez ikiye ayrilmaktadir. Birinci yolda versikolorin B’den versikolorin
A olusumunu takiben dimetil sterigmatosistinden AFB; ve AFG; sentezlenmektedir.
Diger yolda ise versikolorin B’den dihidrodimetil sterigmatosistin ve sonugta AFB;
ve AFG; sentezlenmektedir (Maggon ve dig., 1977; Minto ve Townsend, 1997,
Sweeney ve Dobson, 1998; Cary ve dig., 2000; Brase ve dig., 2009). Birbiri ardina
siralanmis olan AfIR ve AfIS genleri aflatoksin biyosentezinde diizenleyici genlerdir.
Bu genler aflatoksin biyosentezini baslatmakta ve aflatoksin {iretimini arttirmaktadir

(Georgianna ve Payne, 2009).
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Sekil 3.1 : Aflatoksin biyosentez semasi (Sweeney ve Dobson, 1998).

Gorev alan enzimler : (a) yag asiti sentetaz, (b) poliketid sentetaz, (¢) norsolorinik
asit rediiktaz, (d) versikonal hemiasetal asetat rediiktaz, (e) esteraz, (f1) versikolorin
B sentetaz, (f,) versikonil siklaz, (g) desatiiraz, (h) O-metiltransferaz (MT-I1), (i) O-
metiltransferaz, (j) O-metiltransferaz (MT-I). Gorevli genler : [A] fas-1A ve fas-2A,
[B] pksA, [C] nor-1, norA, [D] avnA, [E] vbs, [F] ver-1, [G] omtA ve [H] ord-1.
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3.2 Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Aflatoksinler kimyasal yapilar1 birbirine benzeyen heterosiklik bilesikler olup,
difuranokumarin tiirevleridir. Bugiine kadar tanimlanmis birbiriyle kimyasal olarak
yakin iliskili 20 kadar aflatoksin tiirevi olmasina ragmen yalnizca B;, By, G1, G, ve
M; gidalarda ve yemlerde dogal olarak bulunmalartyla 6nem tasimaktadir
(Deshpande, 2002; Hedayati ve dig., 2007; Richard 2007). Aflatoksinin ana yapisi
yogunlastirilmis bifuran/kumarin halka’dan olusmaktadir. Kimyasal yapilarina gore
dihidrofuran (B; ve G;) ya da tetrahidrofuran (B, ve G;) ve merkezi bir lakton (G; ve
G,) ya da siklopententanon (Bive By) bagi icermektedir (Sweeney ve Dobson, 1998;
Brase ve dig., 2009). Aflatoksin B, ve G,, B; ve G;’in dehidro tiirevleridir. Uzun
dalga boylu ultraviyole 1s1k (360 nm) altinda B; ve B, mavi (Blue) floresans verirken
Gi1 ve Gy yesil (Green) floresans vermekte ve bu Ozelliklerine gore
adlandirilmaktadirlar (Bhatnagar ve Garcia, 2001; Frisvad ve dig., 2006).
Memelilerde yemlerle alinan aflatoksin B; ve B, viicutta metabolize olarak M; ve M,
(milk toxins)’ye donligmekte ve siit ile atilmaktadir. Hidroksil grubu iceren AFM; ve
AFM,, B; ve By nin hidroksil formlaridir (Tunail, 2000). Sekil 3.2’de aflatoksin By,
B, G1, G2, M; ve M2’ nin kimyasal yapilart goriilmektedir.

Aflatoksinler kristal yapida, kloroform ve metanol gibi polar ¢oziiciilerde kolaylikla
¢oziinebilen bilesiklerdir. Saf halde UV radyasyon altinda par¢alanmakta, <3 ve >10
pH’da ve oksitleyici maddelerin varliginda stabil degillerdir (Miraglia ve dig., 2004).
Kristal halde iken 15tk ve UV radyasyon yoklugunda 100°C’nin {izerindeki
sicakliklarda bile olduk¢a dayaniklidir. Bu nedenle pastorizasyon gibi 1sil
islemlerden ciddi zarar gormezler (Park, 2002). Yapilarinda bulunan lakton halkasi
aflatoksinlerin  amonyak, hipoklorit gibi alkalilere karst hassas olmasini
saglamaktadir. Bu tip alkalilerin  kullanimiyla aflatoksinleri — gidalardan
uzaklastirmaya yonelik calismalar yapilmaktadir. Fakat aflatoksinlerin parcalanma
iirlinlerinin insan ve hayvanlar iizerindeki etkileri soru isareti olarak kalmaya devam

etmektedir (Deshpande, 2002).
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Sekil 3.2 : Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Desphande ve dig., 2002).
3.3 Gidalarda Aflatoksin Varhgi

Baslica aflatoksin tireticisi olan A. flavus ve A. parasiticus kif tiirleri diinyada
ozellikle sicak olan tropik ve yar1 tropik bolgelerde toprakta ve havada yaygin bir
sekilde bulunarak hem tarla hem de depo kiifii 6zelligi gdstermektedir. Bu kiif tiirleri
toprakta, depolanmis iirlinde saprofit olarak veya gida maddelerinde bozulma etkeni
olarak bulunabilmektedir (Hedayati ve dig., 2007). A. flavus yasam dongiisiiniin
cogunu toprakta saprofit olarak gecirmek suretiyle bitkilere ve hayvanlara gecmekte,
boylece gida dongiisiine karigmalar1 ¢ok kolay olmaktadir (Horn, 2007). Ozellikle
Arjantin, Tiirkiye, Avustralya, Misir, Iran gibi sicak iklime sahip cografik bdlgelerde
yaygin olarak bulunmaktadir (Riba ve dig., 2010). Bazi suslar1 bitki patojeni

ozelliginde oldugundan bitkileri tarlada enfekte ederek hasatta veya depoda iiriinde
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kolonize olarak toksin olusturabilmektedir. Bu nedenle de aflatoksinlerin hem

gidalarda bulunusu hem de bulundugu gida cesitleri cok yaygin ve cesitli olmaktadir.

Aflatoksinlerin muhtemel karsinojen oldugunun belirlenmesini takiben gidalarda
dogal olarak mevcudiyetine yonelik tarama ¢aligsmalar1 yapilmis, hayvansal ve
bitkisel kaynakli ¢ok sayida gidada varligi belirlenmistir. Misir, yer fistigi, pamuk
tohumu, arpa, bugday, un, irmik, kepek, baharatlar, antep fistig1, findik, kuru incir,
kasava, piring, kakao, ekmek, makarna, yagli tohumlar, kepek, kahve cekirdegi,
bezelye, soya, susam, siit, peynir, sosis ve pismis et bunlardan bazilaridir. Bu
tirtinlerin iginde hasat dncesi siklikla kontaminasyon varlig1 belirlenen misir, pamuk,
yer fistigi ve findik yiliksek diizeyde kontaminasyon ile 6nem arz etmektedir
(Bhatnagar ve Garcia, 2001; Park ve dig., 2001; Deshpande, 2002; Riba ve dig.,
2010). Ciftlik hayvanlari aflatoksin igeren yemlerle beslenirse et ve et iriinleri de
kontamine olabilmektedir (Deshpande, 2002). Bir ¢alismada 100, 200 ve 400 ppb
diizeylerinde aflatoksinle kontamine yemle beslenen tavuklarin yumurtalarina
strastyla 0,23, 0,78 ve 1,40 ppb aflatoksin gegtigi tespit edilmistir (Devegowda ve
Murthy, 2005).

Aspergillus cinsi kif tirleri bu gida gruplarimi tarlada veya depoda enfekte
etmektedirler. Bu kif tiirlerinin gelismesini arttiran faktorlerin basinda tarlada
yiiksek su aktivitesi, yiiksek sicaklik, kuraklik, hasat esansinda mekanik hasarlar,
bocek enfeksiyonlari, hasat sirasinda yagmur, depoda nem birikimi gelmektedir.
Aflatoksinlerin gidalarda sekillenmesi ve kontaminasyon diizeyleri de kiiflerin
gelisimi gibi lrilinlin tarlada ve depolanma sirasindaki sicaklik ve nemi ile ¢ok

yakindan iliskilidir (Deshpande, 2002; Murphy ve dig., 2007).

Aflatoksinler kontamine yemle beslenen hayvanlarda yemle alinan aflatoksin B;’in
% 0,3-6’s1 M;’e doniigerek siitle atilmaktadir. AFM; ¢ig siit ve siit iirlinlerinde
pastorizasyon ile peynir, krema, tereyagina isleme asamalarinda etkilenmeyerek
oldukga stabil bir yapt gostermektedir ve AFM; ile kontamine siitten liretilen siit
tirtinleri de toksini icermektedir. AFM; kazeine baglanma 6zelligi nedeni ile peynirde
peyniralti suyundan daha fazla bulunmaktadir. Bebek mamalar1 AFM;’in viicuda
alimimin bir diger yoludur. Bebek mamalari iizerine yapilan tarama ¢alismalarinda
AFM; varlig1 tespit edilmis olmasma ragmen toksin miktar1 genellikle limitler
icindedir. Bu durum bebek mamalari ile ilgili yasal diizenleme ve kontrollerin sikilig

ile iligkilendirilmektedir (Galvano ve dig., 2005).
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Misir’da yapilan bir ¢aligmada 2004-2005 yillarinda toplanan musir drneklerinde
aflatoksin ve siklopiazonik asit varlig1 incelenmistir. Aflatoksin ve siklopiazonik asit
icin ortalama kontaminasyon oranlart % 33 ve % 25 olarak tespit edilmistir.
Orneklerin icerdigi toksin miktarlar ise AFB;, AFB,, AFG;, AFG, ve CPA i¢in
sirastyla 0,93-45,5, 0,10-19,0, 0,20-23,0, 0,22-18,0 ve 1,2-56,0 pg/kg olarak
belirlenmistir (Amra, 2009). lamanaka ve dig. (2007), Brezilya’da 2002-2003
yillarinda marketlerden topladiklar1 24 siyah sultani, 19 beyaz sultani ve 19 kuru
incir orneginde aflatoksin analizleri gergeklestirmislerdir. Beyaz sultanilerin 3’i 2
ppb’nin altinda olmak {izere ve kuru incirlerin 11°i yalnizca bir tanesinin 1500 ppb
gibi cok yliksek diizeyde fakat digerleri 2 ppb’nin altinda olarak aflatoksin B; ile

kontamine oldugu tespit edilmistir.

Aflatoksinlerin detoksifikasyonu ve lriinden uzaklastirilmasi amaciyla ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Aflatoksin agisindan ¢ok riskli bir iiriin olan misirda 1slak
oglitme sirasinda aflatoksinin % 39-42’si 1slatma suyuna gegmekte ve % 30-38’i de
lifte kalmaktadir. Misirin kuru 6giitiilmesi sirasinda ise en yiiksek miktarda toksin
germ ve dis kabukta kalmaktadir. Piring ve bugday ile yapilan ¢aligmalarda da benzer
sonuclar alinmistir (Scudamore, 2004). Yer fistig1 kiispesine uygulanan gama
radyasyon (2,5 Mrad) uygulamasinin énemli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Yer
fistiklarinda kavurma isleminin aflatoksin iizerine etkisinin arastirildigi bir bagka
calismada % 40-50 oraninda azalma gozlenmistir (Park, 2002). Yaglh tohumlardan
yag eldesi sirasinda aflatoksin B; yaga gegebilmektedir. Yagda rafinasyon islemi
yoksa toksin igermesi bakimindan risk arz etmektedir. Aflatoksin i¢ceren makarnanin
10 dakika kaynatma sonrast % 29’unun kaynatma suyuna gectigi belirlenmistir
(Scudamore, 2004). Kimyasal inaktivasyon amaciyla aflatoksinle kontamine olan

tirtinlerin toksin konsantrasyonu % 99 oraninda amonyak uygulamasi ile azaltilmistir

(Park, 2002).

3.4 Aflatoksinin Saghk Uzerine Etkileri Ve Metabolizmasi

Aflatoksinler mikotoksinler icerisinde en toksik bilesiklerdir. Insan dahil olmak
tizere tlim omurgali canlilar iizerinde karsinojen, mutajen, teratojen, hepatotoksik ve
immun sistemi baskilayici etkiye sahip aflatoksinler icerisinde ise toksisite siralamasi
AFB;>AFG;>AFB,>AFG; seklindedir (Deshpande, 2002; Brase ve dig., 2009).

Aflatoksin B uluslararasi kanser aragtirma ajansi (International Agency of Research
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on Cancer-IARC) tarafindan karsinojen madde (grup 1) (IARC, 1993), aflatoksin B,
ve M; ise muhtemel karsinojen madde (grup 2B) olarak smiflandirilmistir.

Aflatoksinlerin hedef organi karacigerdir. (Peraica ve dig., 1999; Murphy ve dig.,
2006).

Mikotoksinler tarafindan canlilarda meydana gelen toksisite sendromu
mikotoksikozis, aflatoksinler tarafindan olusturulan mikotoksikozis ise aflatoksikozis
olarak adlandirilmaktadir (Bhatnagar ve Garcia, 2001). Primer ve sekonder
aflatoksikozis olarak iki formu vardir ve primer aflatoksikozis de akut ve Kkronik
olarak iki farkli sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Akut primer aflatoksikozis yiiksek veya
orta diizeydeki aflatoksin alimi neticesinde canlinin 6liimiine neden olmaktadir.
Basglica klinik semptomlar1 karacigerde yaglanma, solgunluk, renk bozulmalari,
hemoraji, serum proteinlerinde azalma, karaciger enzimlerinde artig, mide-bagirsak
sisteminde kanamalar ve nefritis seklindedir. En siddetli akut aflatoksikozis vakalari
diinya’da tropikal ilkelerde 6zellikle de baslica gidalart misir ve piring olan gelir
diizeyi diisiik iilkelerde ortaya ¢ikmistir. 1967 yilinda Tayvan’da 19’u ¢ocuk olmak
tizere 26 Tayvanl koyliu yaklasik 200 ppb aflatoksin B; igeren piring nedeniyle
zehirlenmis ve 3 ¢ocuk Olmiistiir (Pitt ve Hocking, 1997). 1974 yilinda kuzeybati
Hindistan’da 6,25-15,60 ppm diizeyinde aflatoksin iceren musir tiiketiminden
kaynaklanan akut aflatoksikozis vakasinda 397 kisi etkilenmis ve zehirlenenlerin
106’s1 Olmiistiir (Cullen ve Newberne, 1994; Deshpande, 2002). 2002 yilinda ise
Kenya’da aflatoksikozis salgini bildirilmistir. Bu salgin sonucu % 39’luk 6liim orani
ile 317 vakanin 125’inde akut hepatoksisite nedeniyle 6liim sekillenmistir. Bolgeye
gore degismekle birlikte analizlenen misir 6rneklerinin yarisinda >20 ppb, % 3 ile %
12°sinde >1000 ppb ve bazi oOrneklerde ise 8000 ppb gibi ¢ok yiiksek
konsantrasyonda aflatoksin varligi belirlenmistir (Murphy ve dig., 2006). 2004 ve
2005 yillarinda yine Kenya’da akut aflatoksikozis vakalari nedeniyle 123’{in

tizerinde 6liim bildirilmistir (Zinedine ve Manes, 2009).

Kronik aflatoksikozis orta ile diisilk miktarda aflatoksine uzun siire maruz kalan
canlilarda sekillenmektedir. Baslica semptomlar1 karacigerde ve nekrotik bolgelerde
kanama ve tikaniklik, karaciger hiicrelerinde ve safra kesesi epitelyum hiicrelerinde
proliferasyon, fertilitede azalma, akut gastrointestinal etki ve bobrek kanamalari
seklindedir (Peraica ve dig., 1999).
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Sekonder aflatoksikozis de ise canlida diisiik diizeyde aflatoksin alimi sonucunda
bagisiklik hiicrelerinin azalmasi ve bagisikligin baskilanmasi sekillenmekte ve
sonugta bakteri, viriis ve kiifler tarafindan sekonder infeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir

(Desphande ve dig., 2002).

Aflatoksin genel olarak tropik ve subtropik iklim kosullarinda ve 6zellikle ekonomik
diizeyi disiik Afrika ve Asya iilkelerinde goriilmektedir. Bu iilkelerde yapilan
epidemiyolojik calismalar gidalar ile alinan aflatoksinin insanlarda diinyada 6liim
orani 4. sirada yer alan karaciger kanserini olusturabilecegini gostermektedir.
(Wiedenbdrner, 2001). Dogrudan iliskisi kanitlanmamis olsa da hepatit B
enfeksiyonunun aflatoksinlerin karaciger kanserini olusturmasinda sinerjistik etki
gosterdigi belirlenmistir. Cografik olarak karaciger kanseri nedeniyle Oliimlerin
siklastigr bolgeler Asya, Giiney Cin ve Sahraalti Afrika seklindedir. Bu bolgelerde
yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar diyetle alinan AFB; ile yiiksek karaciger kanseri
arasinda korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu duruma 6zellikle hepatit B viriis
enfeksiyonu eglik ettiginde sinerjistik etki meydana getirdigi toksikolojik
caligmalarla ortaya konmustur (Bhatnagar ve Garcia, 2001; Galvano ve dig., 2005).
Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise 2006-2007 yillarinda 203 viral hepatit teshisi
konulan hastada plazma aflatoksin analizleri gergeklestirilmis ve hastalarin sirasiyla
% 24,6, % 17,2, % 22,7, % 18,2’sinde AFB,, AFB,, AFG; ve AFG, saptanmustir.
Hastaligin derecesinden bagimsiz olarak kontrol grubu ile AFB; pozitif hastalarin
yiizdesi arasindaki iliski istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Fakat aflatoksin
pozitif hasta yiizdesi acisindan kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler kanserli hasta

gruplar1 arasinda anlaml farklilik saptanmamigtir (Mizrak ve dig., 2009).

Insanlarda aflatoksinlerin tolere edilebilir giinliik alim miktar1 (Tolerable Daily
Intake-TDI) 0.11-0.19 ng AFBi/kg viicut agirhigr seklinde belirlenmistir. TDI
degerinin belirlenmesinde Hepatit B virlisiiniin en 6nemli kanser faktorii oldugu
Gilineydogu Asya ve Afrika’nin belli kesimlerinde yapilan ¢alismalar temel alinmigtir

(Galvano ve dig., 2005).

Aflatoksinlerin toksisitesi hayvanin tiirli, yas ve cinsiyete gore degismektedir. En
hassas hayvan ordek yavrusudur (Shibamoto ve Bjeldanes, 1993). Tavuk, hindi,
ordek gibi kanatli hayvanlar koyun ve keciden daha hassastir. Hamsterlar ise AFB;’e
tavsanlardan 35 kat daha direnclidir. LDso degeri bir giinliik 6rdek yavrularinda 0,34
mg/kg viicut agirhigr (v.a) ve yetiskin kdpeklerde 0,5 mg/kg v.a kadar diigiik iken
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hamsterlarda 10,2 mg/kg v.a gibi oldukca yiiksektir. Yapilan ¢aligmalarla insanlarda
akut aflatoksikozise neden olan LDsp degeri 5 mg/kg v.a olarak belirlenmistir. Disi
fareler ise erkeklerden 3 kat daha fazla direnglidir. Aflatoksinin toksisitesindeki bu
farklilikk AFB;’in biyotransformasyonuyla siki iligkili oldugu i¢in bireylerdeki
metabolizma, aktivasyon ve detoksifikasyon farkliliklart ile iliskilendirilmektedir
(Moss, 1998).

Aflatoksinin metabolizmast hem hayvan hem de insanlarda yogun olarak
aragtirtlmistir. Sindirim sistemi yoluyla alinan AFB; karacigerde sitokrom p450
enzim sistemi esliginde metabolize olarak, idrar ve safra yoluyla atilmaktadir.
Aflatoksinlerin metabolizmasinda oksidatif hidroksilasyon, O-dimetilasyon ve
epoksidasyon basamaklari sonucu sirasiyla Mj, Qi, P1, AFB;-8,9 exo epoxide ve
AFB;-8,9 endo epoxide gibi ¢cok sayida oldukca aktif, daha az toksik ve kolaylikla
viicuttan atilabilen ara tiriinler meydana gelmektedir (Cary ve dig., 2000; Bhatnagar
ve Garcia, 2001; Murphy ve dig., 2006). Bu ara iirlinler karaciger makromolekiilleri
ile reaksiyona girerek karaciger toksisitesine neden olup, karacigerde yaglanma, renk
bozuklugu, nekroz ve kanamalara yol agmaktadir. Ozellikle epoksid ara {iriinleri
deoksiriboniikleik asite (DNA) baglanarak 8,9-dihidro-8 (N7 guanil)-9-hidroksi
AFB;’1 olusturmaktadir. Ara iriinlerin DNA’ya baglanmasi sonucu transkripsiyon
engellenmekte ve bu durum mutagenez ile sonuglanmaktadir. Mutagenez 6zellikle
p53 tiimor baskilayici gende oldugunda anormal hiicre proliferasyonu sekillenmekte
ve timor olusumu gergeklesmektedir. DNA’ya baglanma sonucu AFB; karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik Ozellik kazanmaktadir (Shibamoto ve Bjeldanes, 1993;
Eaton ve dig., 1994; Cary ve dig., 2000; Bhatnagar ve Garcia, 2001; Galvano ve dig.,
2005). AFB;’den olusan aflatoksin Q;, Py, aflatoxicol ve M; gibi diger metabolitler
ve dogal olarak sekillenen aflatoksinler (B, G; ve G;) epoksidasyon i¢in AFB;’den
daha zayif substrat 6zelligi gosterdiklerinden daha az mutajenik, karsinojenik ve
toksiktir. AFB; ayni zamanda bazi hayvanlarda dogum Oncesi evredeki etkileri
nedeniyle teratojeniktir (Cary ve dig., 2000; Deshpande, 2002; Murphy ve dig.,
2006). AFB1’in sigan, fare, 6rdek, maymun ve alabalik gibi ¢esitli hayvanlar i¢in
karsinojen oldugu deneysel caligmalarla ortaya konmustur (Moss, 1998; Peraica ve

dig., 1999).

Aflatoksinlerin insanlarda Reye sendromu, Kwashiorkor ve hepatit gibi hastaliklarin

sekillenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Peraica ve dig., 1999; Deshpande,
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2002). Tayvan’da bir vakada kusma, hipoglisemi, konviilziyonlar, hiperamonemi,
koma ve diger akut klinik semptomlarla karakterize bir hastalik olan Reye sendromu
gorilmiis ve bunun aflatoksin maruziyeti ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Yeni
Zelanda’da goriilen Reye sendromlu iki vakada dokularda aflatoksin tespit edilmistir.
Akut aflatoksikoziste de ayni klinik semptomlarin goriilmesi bu goriisi
desteklemektedir (Cullen ve Newberne, 1994; Peraica ve dig., 1999). Protein enerji
malnutrisyonu olarak da bilinen Kwashiorkor hastalig1 ise 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde 5 yasin altindaki ¢ocuklarda 6liimle sonuglanan bir hastalik olup proteince
fakir gidalarla beslenmeyle birlikte aflatoksin alimi ile de iliskilendirilmektedir (Pitt
ve Hocking, 1997).

3.5 Aflatoksin Ile ilgili Yasal Diizenleme Ve Limitler

Aflatoksinler dogal olarak gidalarda meydana geldigi bilinen en toksik bilesiklerdir.
Dolayisiyla bu bilesikler i¢in bircok iilkede yasal diizenleme ve limitler mevcuttur.
Gliniimiizde 100’den fazla iilkede mikotoksinler i¢in yasal limitleri mevcuttur. Bu
limitler arasinda toksin-matris kombinasyonu agisindan 221 yasal diizenlemeyle

findikta aflatoksin bas1 ¢ekmektedir (Van Egmond ve Jonker, 2008).

Ulkemizde ise 17 Mayis 2008 tarih ve 26879 sayili Resmi Gazetede yayinlanan
2008/26 numarali “Gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum limitleri” hakkinda
teblige gore aflatoksin limitleri belirlenmistir (TGK, 2008). 16 Subat 2009 yilinda bu
tebligde degisiklik yapilmasina yonelik teblif Resmi gazetede yayinlanarak
yiiriirliige girmis ve findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yer fistig1, yagh
tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar i¢in AFB; limiti
kaldirilmistir (TGK, 2009). Cizelge 3.3’de bazi iilkelerde gidalarda bulunmasina izin

verilen aflatoksin diizeyleri goriilmektedir.

Dogrudan insan tiiketimine sunulacak olan kurutulmus meyveler i¢cin Avrupa
Birligi’nin koydugu maksimum limit toplam aflatoksin i¢in 4 pg/kg seklindedir (EC,
2008). Bu limitin yiikseltilmesi i¢in 171 {lkenin iiyesi oldugu Uluslararasi
FAO/WHO organizasyonu Kodeks Alimentarius Komitesinde iilkemiz tarafindan

2007 yilinda baglatilan tartigmalar siirdiiriilmektedir (Anon, 2010Db).
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Cizelge 3.2 : Bazi tlilkelerde gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum aflatoksin

limitleri*.

Ulkeler

Gida Maddeleri

Maksimum Limit (ug/kg)

B; Bi+B,+Gi+G;

M,

Tiirkiye'

Findik, antepfistig gibi sert kabuklu meyveler, yer
fistig1, yagli tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan
tiretilen islenmis gidalar

Yerfistig1 (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma,
ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve
bunlardan iretilen islenmis gidalar (dogrudan
tiiketilen veya gida bileseni olarak kullanilan)
Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma,
ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Cig siit, 1s1l islem gbérmiis siit, siit bazli iiriinlerin
iiretiminde kullanilan siit

Kirmizi biber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmus
meyveleri, kirmizi biber ve ac1 kirmizi biberin biitiin
ve toz hali dahil)

Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber

ve karabiber dahil)

Hint cevizi/Muskat (Myristica fragrans)

Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdegal (Curcuma longa)

Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalari

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek siitleri
ve devam siitleri dahil)

Bebekler i¢in 6zel tibbi amach diyet gidalar

Diger gida maddeleri (bulunmast muhtemel riskli
gidalar)
Stit

- 10

0,10 -

0,10 -

0,05

0,025
0,025
0,50
0,050

Avrupa
Birligi®

Yer fistig, findik, kuru meyveler ve bunlardan
iiretilen iglenmis gidalar (dogrudan insan tiiketimine
sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan ve
bunlarin islenmis tirtinleri)

Yerfistig1 (siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

Findik ve kuru meyveler (siniflandirma, ayiklama gibi

fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Tahillar ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar
(dogrudan tiiketime sunulan veya gida bileseni olarak
kullanilan)

Misir (Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siiflandirma,
ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak

olan)

Baharatlar (Capsicum spp., Piper spp., Myristica
fragans, Zinziber officinale, Curcuma longa)
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Cizelge 3.2 (devam) : Bazi iilkelerde gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum
aflatoksin limitleri*.

Ulkeler Gida Maddeleri Maksimum Limit (ug/kg)
B; BitB+Gi+G, M,
Cig siit, 1s1l islem g6érmis siit, siit bazli iiriinlerin
M N - - 0,050
iretiminde kullanilan siit
Tahil bazli islenmis gidalar, bebek ve kii¢iik cocuk
AVIUPR  galan sus 0,10 - -
Cqees?
Birligi Bebekler formiilleri ve devam formiilleri (bebek
et ey . - 0,025
stitleri ve devam siitleri dahil)
Bebekler igin 6zel tibbi amacgli diyet gidalar 0,10 - 0,025
AB.D? Tim gidalar (siit hari¢ insan tiiketimine sunulan) - 20 -
o Siit - 20 0,50
Kodeks Yer fistig1 (¢ig) - 15 -
Alimentarius® Findik X 10 §
*- TGK, 2008 *> FDA, 2009 * TGK, 2009
*2EC, 2006 * FAO, 2007

3.6 Aflatoksin Tayininde Kullanilan Analitik Metodlar

Mikotoksin analizlerinde kullanilacak analitik metodlar bir¢ok faktore baglidir. Tek
bir metod ya da teknik tiim mikotoksin analizleri i¢in uygun degildir. Oncelikle
aragtirmaya konu olan mikotoksinin kimyasal yapisi, molekiil agirlig1 ve fonksiyonel
grubu g6z Oniine alinmaktadir. Ciinkii bu faktorler toksinin uguculugunu,
¢Oziinebilirligini belirlemekte ve bu da analiz metodunu etkilemektedir. Bunun

yanisira Ornek matrisi de ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinde etkili olmaktadir.

Mikotoksin analizlerinde yonteme goére degismeyen baslica basamaklar drnekleme,
ornek hazirlama, ekstraksiyon, saflastirma, ayirma, miktar tespiti ve dogrulama
seklindedir. Aflatoksinlerin ekstraksiyonu genellikle organik bir ¢dzgen ve su
karisimi1 kullamilarak yapilmaktadir. En yaygin kullamilan ekstraksiyon ¢6zgeni
klorohidrokarbon (kloroform vb) ve su iken giiniimiizde yerini metanol-su,
asetonitril-su’ya birakmistir (Deshpande, 2002). Organik bir ¢ozgenle ekstraksiyonun
ardindan gelen saflastirma asamasinda yaglar ve diger bilesenleri uzaklastirmak icin
kromatografi kolonlar1 ve kati faz ekstraksiyon kartuslar1 (Cig) kullanilmaktadir.
Gliniimiizde kullanilan en yeni teknik monoklonal antikorlar igeren ve biiyiik

kolaylik saglayan immunoaffinite kolonlaridir.

Aflatoksinlerin tayininde kullanilan cesitli fizikokimyasal ve biyolojik yontemler
mevcuttur. Aflatoksin analizlerinde kullanilan kimyasal yontemlerin basinda ayirma

yontemlerinden kromatografik teknikler gelmektedir. Klasik analitik metodlar ince
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tabaka kromatografisi (TLC), yiiksek basingli sivi kormatografisi (HPLC) ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresidir (GC-MS). Son yillarda tim bu metodlar
immunoafinite teknikleri ile ekstraksiyon basamagmin Dbasitlestirilmesi ile
gelistirilmektedir. Bunlarin yanisira Florimetri ve imunokimyasal yontemlerden
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ve RIA (Radio Immuno Assay)’de
kullanilmaktadir (Scudamore, 2005).

Aflatoksin analizlerinde TLC kullanimi1 1960-70’lerde baslamis ve giiniimiizde de
devam etmektedir. Aflatoksinlerin UV 15181 altinda yogun floresans 1s1ma gosterme
ozellikleri nedeniyle TLC kullanilarak yapilan analizlerde floresansin gozle veya
densitometer ile standart ile karsilagtirilarak ol¢iimii yapilmaktadir. Misir, yer fistigi,
yer fistig1 ezmesi, pamuk tohumu, siit, et ve yumurtada aflatoksin analizlerinde TLC
kullanimina dair standart metodlar (AOAC) mevcuttur (Cary ve dig., 2000). Genel
olarak TLC kullanimi Avrupa iilkelerinde ABD’den daha yaygindir. Rutin
analizlerde kullanilmasina ragmen yeni bir iirlinde denenmedigi siirece yayinlarda

yer almamaktadir (Trucksess ve Wood, 1994).

1980’lerden sonra TLC’nin yerini HPLC almaya baglamistir. Floresans dedektor ile
aflatoksin analizleri HPLC ile baslica metot olarak kullanilmistir. Tiim Bj, By, G; ve
G, aflatoksinleri HPLC ile ayrilabilmekte ve miktar tayini yapilabilmektedir.
Aflatoksinler 365 nm’de floresans 15181 eksitasyon ve 400 nm’nin iizerinde
emisyon yaparlar. 365 nm’de UV ile miktar tayini miimkiin olmasina ragmen tercih
edilmemektedir (Wilson ve dig., 1998). Sivi kromatografi metodu normal veya ters
faz olarak uygulanabilmektedir. HPLC cihazinda kolon sonrasi veya oOncesi
tirevlendirme diisiik konsantrasyonlarmin tayini i¢in floresan 151ginin emisyonunu
arttirmak t{izere kullanilmaktadir. Tiirevlendirmede B ve G aflatoksinler i¢in brom,
iyot (Bra, 15), M1 ve M, icin ise trifluroasetik asit (TFA) kullanilmaktadir. Incir
ezmesi, antep fistig1 ezmesi, yerfistigi yagi ve kirmizibiber’de aflatoksin analizleri
icin standart referans HPLC metodu gelistirilmistir (AOAC, 2000). HPLC
metodunda aflatoksin B, B,, G; ve G; pikleri sirasiyla ¢ikabilmekteyken siit ve siit
tiriinlerinde M; ve M, analizleri i¢in farkli metot gerekmektedir. GLC ise ugucu
bilesiklerin analizinde kullanilabildigi i¢in mikotoksin analizlerinde sinirli kullanim

alan1 bulmustur (Krska ve Welzig, 2006).

Kromatografik tekniklerin yanisira immunoassay teknikler de kullanilmaktadir.

ELISA, antikor molekiillerini baglamak icin test ¢ozeltisindeki isaretlenmemis
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aflatoksin ile tayin icin kullanilan isaretlenmis aflatoksinler arasindaki yarisa
dayanir. ELISA yontemi, diger yontemlere gore daha basit, hizli ve kolaydir. RIA da,
ELISA benzeri bir metotdur. Fakat isaretleme isleminde radyoaktif bir izotop
kullanilmaktadir. Genellikle kullanilan izotop 2Pdir. RIA yonteminde islem
sonunda agia c¢ikan atiklarin radyoaktif oOzellikte olmasi nedeniyle kullanimi
sinirlanmaktadir. Ozellikle ELISA kullanim kolayligi ve bir giinde cok sayida
Oornegin analizlenmesine olanak saglamasi ile tarama ve yar1 kantitatif caligmalar
acisindan 6nem arz etmektedir. Capraz kontaminasyon riski nedeniyle segiciligine

dikkat etmek gerekmektedir (Deshpande, 2002).

Hizli teknikler i¢inde sayilabilecek kuru incirde aflatoksinli tanelerin tespiti ve
ayrilmast icin 1987 yilindan beri Tirkiye’de isletmelerde UV lambali kabinler
kullanilmaktadir. Yontemde 365 nm uzun dalga boylu UV 15181 altinda floresans
verme ozelliklerine bakilmaktadir. Incirlerde aflatoksin kontaminasyonu ve parlak
yesilimsi sar1 floresans (BGYF) gosterme Ozelligi arasindaki iliski arastirilmis ve
olumlu sonuglar alinmistir (Steiner ve dig., 1988; Aksoy, 2001). BGYF verme
ozelliginin misir iizerine olan uygulama caligmalarinda, misirin disinda BGYF
vermiyorken, i¢inde verebildigi ve misir1 kirmak gerektigi belirlenmis, bu nedenle
yontemin izleme c¢alismalarinda uygun olmadigr belirtilmistir (Shotwell ve

Hesseltine, 1981).
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4. SIKLOPIiAZONIK ASIT VE OZELLIiKLERI

4.1 Siklopiazonik Asit Ureticisi Kiifler Ve Siklopiazonik Asit Biyosentezi

Siklopiazonik Asit (CPA) 1968 yilinda Holzapfel tarafindan Penicillium cyclopium
(=P. aurantiogriseum=P. puberulum) kiifiiniin metaboliti olarak izole edilmistir
(Holzapfel, 1968). CPA iireticisi olan diger Penicillium cinsi kiifler Penicillium
commune, P. griseofulvum, P. camemberti ve Aspergillus cinsi kiiflerin basinda da A.
flavus’un geldigi A. versicolor, A. oryzae ve A. tamarii kiiflerinin de tiretici oldugu
bildirilmistir (Bhatnagar ve Garcia, 2001; Scott, 2004; Barkai-Golan, 2008).

Siklopiazonik asit iireten kiif tiirleri Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Aflatoksinlerin baslica iireticisi olan A. flavus’un dogada yaygin olarak bulunma ve
CPA iiretebilme oOzelliginden dolayr bu iki mikotoksin gidalarda bir arada
bulunabilmektedir. Hatta 1960 yilinda ortaya ¢ikan ve 100.000 kiimes hayvaninin
Oliimiiyle sonuglanan ‘Turkey X’ hastalifindan aflatoksinle birlikte sorumlu oldugu

diistiniilmektedir (Frisvad ve dig., 2006).

Kiif suslarinin besiyerinde CPA {iretme potansiyelleri iizerine yapilan ¢alismalardan
Penicillium spp. tiirlerinin aragtirildigi bir ¢alismada P. griseofulvum ve P.
camembertii izolatlarinin 1000 ppm kadar yiiksek diizeylerde toksin tretimi tespit
edilmistir (Hermansen ve dig., 1984). Kamember peyniri’nden izole edilmis 63 adet

P. camembertii susunun hepsinin CPA firettigi belirlenmistir (Scott, 1981).

13 tiir ve 138 Aspergillus spp. susu ile yapilan bir calismada siklopiazonik asitin
ozellikle A. section Flavi iiyelerinden A. flavus izolatlarinin % 61’inin, A. oryzae
izolatlarmin % 83’liniin ve A. tamarii izolatlarinin hepsinin CPA iireticisi oldugu
belirlenmistir. Ayni ¢alismada yeni bir bulgu olarak A. fumigatus ve A. phoenicis’in
de CPA irettigi belirlenmistir (Vinokurova ve dig., 2007). Amerika’nin farkli
bolgelerinden alinan toprak orneklerinden izole edilen A. flavus suslarinin % 8’inin

CPA fireticisi oldugu belirlenmistir (Horn ve Dorner, 1999).
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Cizelge 4.1 : Siklopiazonik asit lireticisi kiifler.

Kiif tiirii Kaynak

A. flavus Luk ve dig., 1977; Cole ve Cox, 1981; Hermansen
ve dig., 1984; Cvetnic ve Pepeljnjak, 1998;
Munimbazi ve dig., 1997; Horn ve dig., 1996;
Gqaleni ve dig., 1996; Vinokurova ve dig., 2007

A. oryzae Orth, 1977; Luk ve dig., 1977; Hermansen ve dig.,

1984; Munimbazi ve Bullerman, 1996; Vinokurova
ve dig., 2007

Dorner, 1983

Goto ve dig., 1996; Horn ve dig., 1996;
Munimbazi ve Bullerman, 1996; Dorner, 2002
Luk ve dig., 1977; Cole ve Cox, 1981;Dorner,

A. tamarii Kita.
A. tamarii

A. versicolor (Vuill.)

Tirahoschi 2002

A. fumigatus Vinokurova ve dig., 2007

A. phoenicis Vinokurova ve dig., 2007

P. commune Hermansen ve dig., 1984; El-Banna ve dig., 1987;
Lund ve dig., 1995; Pitt ve dig., 1986; Larsen ve
dig., 2002

P. crustosum Hermansen ve dig., 1984; El-Banna ve dig., 1987

P. cyclopium Westling Cole ve Cox, 1981

P. griseofulvum Hermansen ve dig., 1984; El-Banna ve dig., 1987

P. hirsutum El-Banna ve dig., 1987

P. nalgiovense El-Banna ve dig., 1987

P. viridicatum El-Banna ve dig., 1987

P. patulum Hermansen ve dig., 1984

P. camembertii Hermansen ve dig., 1984; Pitt ve dig., 1986;
El-Banna ve dig., 1987

P. chrysogenum El-Banna ve dig., 1987

P. palitans Samson ve dig., 2004

P. urticae Trucksess ve dig., 1987

Hindistan’da yer fistig1 orneklerinden izole edilen 150 A. flavus izolatindan, 52
tanesinin aflatoksin ve CPA’y1 birlikte iirettigi, 32’sinin yalnizca CPA, 33’liniin
yalnizca aflatoksin ve 33’liniin ise higbir toksini iiretmedigi belirlenmistir
(Pushvinder ve Desai, 2006). Arjantin’de farkli tarimsal {iriinlerden izole edilen
Aspergillus cinsi kiiflerin aflatoksin ve CPA iiretiminin incelendigi bir ¢alismada yer
fistigindan izole edilen A. flavus izolatlarinin % 94’ii, bugdaydan izole edilenlerin %
93°1i ve soya fasulyesinden izole edilenlerin ise % 73’lintin CPA {reticisi oldugu
belirlenmistir (Vaamonde ve dig., 2003). Kuru fasulyeden izole edilen A. flavus
suslarinin besiyerinde 25-36 ppm diizeyinde CPA olusturduklart belirlenmistir

(Cvetnic, 1994). Incir tarlalarindan izole edilen A. flavus suslarmmn aflatoksin ile
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birlikte CPA olusturduklar1 ve izole edilen A. tamarii suslarinin ise yalnizca CPA
tirettikleri belirlenmigtir (Doster ve dig., 1996). Saraplik {liziimlerle yapilan bir
calismada izole edilen A. flavus suslarmin aflatoksin tiretmedigi fakat CPA firettigi
belirlenmistir (Barkai-Golan, 2008). Monaci ve dig. (2002), yaptiklar1 ¢alismada
Italya’da siit iiriinlerinden izole ettikleri 6 adet A. versicolor susunun tamaminin 26-

140 ppm araliginda CPA iireticisi oldugunu belirlemislerdir.

Holzapfel ve dig. (1970), Penicillium cyclopium tarafindan en iyi CPA iiretiminin
Czapek besiyerinde 25°C’de 7 gilin c¢alkalamali etiiv kullanilarak yapilan
inkiibasyonda gergeklestigini belirlemislerdir. A flavus ile yapilan bir ¢alismada ise
toksin iiretiminin en yiiksek CYA besiyerinde 25°C sicaklikta inkiibasyon sonucu

meydana geldigi tespit edilmistir (Gqaleni ve dig., 1997).

CPA kimyasal olarak indol tiirevi ergot alkoloidleri ailesine dahildir. Ergot
alkoloidlerinin  biyosentezi triptofan aminoasitinin dimetilalil pirofosfat ile
alkillenmesi ile baglamaktadir. Bu reaksiyonu katalizleyen dimetilalil triptofan
sentetaz enzimi triptofan molekiiliindeki indol halkasini elektron alicist olarak

kullanmaktadir (Chang ve dig., 2009).

CPA biyosentezinin diizenlenmesi hakkinda fazla bilgi olmamasina ragmen A. flavus
kif tiirinde veA geninin mutasyonu sonucu CPA toksininin iiretiminde azalma
oldugu dolayisiyla CPA’nin iiretiminden sorumlu oldugu bildirilmistir (Duran ve
dig., 2007). Kiifler tarafindan ergot alkoloidlerinin sentezinde gorevli genler
genellikle kiimelenmis haldedir. Yapilan bir ¢alismada A. flavus kif tiiriinde CPA
biyosentezinde gorevli bazi genlerin mini-gen kiimesi halinde aflatoksin gen

kiimesine bitisik olarak yerlestigi tespit edilmistir (Chang ve dig., 2009).

4.2 Siklopiazonik Asitin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Sikopiazonik asit ¢cok sayida Aspergillus ve Penicillium tiirii tarafindan {iretilen
monobazik asit gibi davranis gosteren toksik bir indol tetramik asittir. CPA’nin
kimyasal yapist Sekil 4.1°de goriilmektedir. Siklopiazonik asitin biyokimyadaki ad1

a-siklopiazonik asit olarak gegmektedir.
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Sekil 4.1 : Siklopiazonik asitin kimyasal yapis1 (Burdock ve Flamm, 2000).

Siklopiazonik asit bir molekiil triptofan aminoasiti, bir molekiil mevalonik asit ve iki
molekiil asetik asitten meydana gelmektedir (Burdock ve Flamm, 2000). CPA
renksiz, kristal yapida bir bilesiktir. Kloroform, metanol, asetonitril ve sodyum
bikarbonatta kolaylikla ¢éziinebilen CPA floresans verme 6zelligine sahip degildir ve
284 nm’deki maksimum UV absorpsiyonu spesifik degildir (Yu ve Chu, 1998). Kuru

halde +4°C’de uzun siire depolanabilmektedir.

CPA’nin Penicillium cyclopium kiifii tarafindan iiretimi iizerine yapilan ¢aligmalarda
siklopiazonik asit ile birlikte 3-siklopiazonik asit ve siklopiazonik asit imine olmak
tizere iki bilesenin daha {iretildigi tespit edilmistir. Gelismenin baglangicinda B-
siklopiazonik asit yliksek konsantrasyonda tiretilirken 5-7 giin sonra gelisme hizinin
diismesiyle birlikte a-siklopiazonik asit miktar1 hizli bir sekilde yiikselmekte
eszamanli olarak B-siklopiazonik asit miktar1 azalmaktadir. Siklopiazonik asit imine
ise fermentasyonun daha ileri basamaklarinda sekillenmektedir. Bu bulgular (-
siklopiazonik asit’in a-siklopiazonik asit iiretiminde 6n madde oldugunu ortaya

koymustur (Holzapfel, 1968; Burdock ve Flamm, 2000).

4.3 Gidalarda Siklopiazonik Asit Varhg

Siklopiazonik asit ozellikle yagli tohumlar, kabuklu yemisler, misir, yer fistig1 ve
kuru meyvelerde Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait kiifler tarafindan iiretilerek
sorun olusturmaktadir (Bhatnagar ve Garcia, 2001; Frisvad ve dig., 2006). Ozellikle
enzim dretimi ve iceceklerin iiretiminde kullanilan kif tiirleri tarafindan
tiretilmektedir (Vinokurova ve dig., 2007). Dogada ve gidalarda yaygin olarak
bulunan A. flavus izolatlar1 tarafindan da iiretilmesinin kesfinden sonra ozellikle

aflatoksinle birlikte bulunabilme ihtimali ile birlikte bu toksin 6nem kazanmustir.

CPA’nin ilk olarak 1978 yilinda misirda dogal olarak bulundugu belirlenmistir
(Bryden ve dig., 2004). Siklopiazonik asitin dogal olarak varliginin rapor edildigi
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tiriinlerin arasinda baslica misir (Urano ve dig., 1992; Hayashi ve Yoshizawa, 2005),
yer fistig1 (Lansden ve Davidson, 1983; Urano ve dig., 1992; Fernandez-Pinto ve
dig., 2001), peynir (Le Bars, 1979; Zambonin ve dig., 2001), dar1 (Rao ve Husain,
1985), musir gevregi (Aresta ve dig., 2003), domates ezmesi ve piiresi (Da Motta ve
Valente Soares, 2001) ve ay¢icegi tohumu (Ross ve dig., 1991) yer almaktadir. Yer
fistig1 ve misirda aflatoksinlerle birlikte bulundugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur
(Urano ve dig., 1992). Deneysel ¢alismalarla CPA ile kontamine yemlerle beslenen
siit veren hayvanlarin siitlerinde birkag giin sonra bile CPA mevcudiyeti saptanmistir.
Ayrica fermente rlinlerde de olduk¢ca dayanikli oldugu belirlenmistir
(Weidenborner, 2001). Brezilya’da marketlerden toplanan 48 siit 6rneginin 2’sinde
6,4 ve 9,7 ppb diizeyinde siklopiazonik asit tespit edilmistir (Oliveira ve dig., 2006).
Cizelge 4.2°de siklopiazonik asitin gidalarda dogal olarak varliginin arastirildig

caligmalar listelenmistir.

Cizelge 4.2 : Gidalarda siklopiazonik asit varlig.

Pozitif Ornek

Uriin Ulke Sayisy/Toplam I\lelggj;r Kaynak

Ornek Sayisi
Siit Italya 3/20 -* Losito ve dig., 2002
Stit Brezilya 2/48 6,4/9,7  Oliveira ve dig., 2006
Stit Brezilya 3/50 6,4-9,1  Oliveira ve dig., 2008
Yer fistig1 ABD 21/27 32-6525  Lansden ve Davidson, 1983
Yer fistig1 ABD 45/50 50-2900  Urano ve dig., 1992
Yer fistig1 Arjantin 2/50 493/4300 Fernandez-Pinto ve dig., 2001
Yer fistigi Botsvana 17/83 1-10 Mphande ve dig., 2004
Yer fistig1 Brezilya 8/30 260-600  Gongalez ve dig., 2008
Misir gevregi Italya - 72 Aresta ve dig., 2003
Misir Filipinler 1/6 76 Hayashi ve Yoshizawa, 2005
Hayvan yemi Portekiz 5/80 160 Martins ve Martins, 1999
Hayvan yemi Brezilya 6/50 i§353 Oliveira ve dig., 2008
Kamember peyniri  Fransa 11/20 50-1500 Le Bars, 1979
Peynir ftalya 6/6 20-80 Zambonin ve dig., 2001
Domates tiriinleri Brezilya 8/44 36-178 ZDSIOI:\I./IOtta ve Valente Soares,

Ayrica kontamine yemle beslenen tavuklarin etlerinde (Bhatnagar ve Garcia, 2001)
ve yumurtada da CPA kalintisina rastlanmistir (Dorner ve dig., 1994). Endonezya’da
tavuk yemlerinde CPA varliginin arastirildigr bir ¢alismada 6rneklerin yaklasik %

81’inin 9 ppm diizeyine kadar kontamine oldugunu tespit edilmistir (Devegowda ve

Murthy, 2005).
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Misir gevreklerinde siklopiazonik asit, okratoksin A ve tenuazonik asit’in varliginin
arastirlldigt  bir calismada Orneklerin  dogal olarak 72 ppb ve 25 ppb
konsantrasyonlarinda siklopiazonik asit ve tenuazonik asit ile kontamine oldugu

belirlenmistir (Aresta ve dig., 2003).

Brezilya’da farkli olgunlasma asamalarindaki yer fistiklari ile yapilan bir ¢aligmada
orneklerin tamaminda mikofloranin ¢ogunlukla Fusarium spp.(% 26) ve A. flavus (%
17) tarafindan olustugu ve Orneklerin % 32’sinin aflatoksin ve CPA’y1 birlikte
icerdigi belirlenmistir. Aflatoksin konsantrasyonlar1 4,20-198,84 ppb araliginda,
CPA konsantrasyonlar1 ise 260-600 ppb araliginda olarak kayit edilmistir (Gongalez
ve dig., 2008).

CPA Penicillium cinsi kiiflerden P. camemberti tarafindan da tiretilmekte ve bu kif
tiirlinliin peynir lretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmasi nedeni ile kamember
peynirlerinde 5 mg/kg kadar yiiksek konsantrasyonlarda varligi tespit edilmistir
(Duran ve dig., 2007).

CPA’nin gida igleme siiresince stabilitesi {izerine yapilan caligmalar da mevcuttur.
CPA ile 1 ppm diizeyinde kontamine siitten dondurma iiretimi ve 9 hafta —20°C
depolama siiresince CPA miktarindaki azalmanin incelendigi bir c¢alismada
dondurma {iretim basamaklari sonunda % 12-14 arasinda bir azalma oldugu ve
depolamanin 4. haftasinda % 5 ve 9. haftasinda ise % 12 oraninda azalma oldugu
kaydedilmistir (Prasongsidh ve dig., 1999a). Benzer sekilde 1 ppm diizeyinde CPA
ile kontamine siitten yag ve krema iiretimi sirasinda CPA miktarindaki azalmanin
incelendigi bir ¢alismada, yag iiretiminde CPA’nin yalnizca % 5’1 yaga gegerken
kremada bu oranin % 50-59 arasinda oldugu belirlenmistir (Prasongsidh ve dig.,
1999D).

4.4 Siklopiazonik Asitin Saghk Uzerine Etkileri

Siklopiazonik asit’in 1960 yilinda ortaya ¢ikan ve 100.000 kiimes hayvaninin
6liimiiyle sonuglanan “Turkey X Disease” hastaligindan aflatoksinle birlikte sorumlu
oldugu diistintilmektedir. Salgindan sonra yemlerde A. flavus ve aflatoksin varligi
belirlenmistir. Fakat salginin baslangicinda hayvanlarda sekillenen noérolojik
semptomlar aflatoksinler tarafindan meydana gelen klinik semptomlarla

aciklanamamakta, A. flavus kiifii her iki toksini de tiretme Gzelligine sahip oldugu
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icin, iki toksinin birlikte rol oynadigi ileri siirtilmektedir (Duran ve dig., 2007).
Ayrica salgindan sorumlu yer fistig1 kiispesi orneklerinde 31 ppb diizeyinde CPA
varligi tespit edilmistir. (Bradburn ve dig., 1994).

CPA vyapisindaki tetramik asit nedeniyle katyon metallerini selatlama o6zelligine
sahiptir. Kalsiyum, magnezyum ve demir’i selatlama &zelliginin toksisite
mekanizmasinin esasint olusturdugu diisiiniilmektedir (Devegowda ve Murthy,
2005). CPA intoksikasyonunun klinik semptomlar1 6zellikle kas dokusunda
sekillenen titremeler, kasilmalarla iliskilidir. Clinki CPA hiicre i¢inde Ca*? alimmnm
inhibitorii olarak gorev yapmakta ve dolayisiyla sarkoplazmik ve endoplazmik
retikulum’da kalsiyum’a ihtiya¢ duyan ATPaz enzimini de inhibe ederek kalsiyum
seviyesinin azalmasina ve kasilmalarin artisina neden olmaktadir (Duran ve dig.,
2007). Bu ozelligi nedeniyle de sindirim yoluyla alinan toksinin 6zellikle kaslar
olmak {izere yenebilir dokularda birikimi deneysel ¢alismalarla ortaya konmustur

(Norred ve dig., 1988).

Bir ndrotoksin olan CPA’nin hedef organlari baslica karaciger, bobrekler ve sindirim
sistemidir. CPA alimi nedeniyle lezyonlar sindirim sistemi, karaciger, bobrekler,
dalak, pankreas, tiikiirik bezleri, kalp ve iskelet kaslarinda sekillenmektedir
(Devegowda ve Murthy, 2005). CPA akut etkiye sahip bir toksin olmayip etkisi
kroniktir. Insanlar iizerinde kronik etkileri olabilecegi, iireme sistemini olumsuz
etkileyerek dogum kusurlarina yol agabilecegi diislinlilmektedir. Hayvanlar
tizerindeki deneysel calismalar neticesinde CPA’nin insanlarda teratojenik etkiye
sahip olabilecegi ve bobrek, dalak, kalp damar sistemi, merkezi sinir sistemi iizerinde

hasar olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Burdock ve Flamm, 2000).

Farelerde yapilan deneysel ¢aligmalar karaciger, bobrek, pankreas, dalak ve kalpte
lezyonlarin sekillendigini gostermistir (Purchase, 1971). 100 ppm konsantrasyonda
kontamine yemle beslenen tavuklarda hepatit, kalp kasinda inflamasyon sekillenmis,
O0lim oraninda artis meydana gelmis ve yenebilir dokularda toksin birikimi
gozlenmistir. Etin yansira siitte ve yumurtada da CPA’nin mevcut oldugu tespit
edilmistir (Duran ve dig., 2007). Kontamine yemle beslenen tavuklarin etlerinde
birikimin meydana geldigi ve doz arttikca eliminasyon siiresinin arttig1 1987 yilinda
yapilan bir ¢alisma ile ortaya konmustur (Norred ve dig., 1988). Kontamine yemle
beslenen tavuklarin yumurta kabuklarmin yeterince gelisememesi nedeniyle ince

veya ¢atlak kabuklu yumurtalar tiretilmektedir (Devegowda ve Murthy, 2005).
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CPA iizerine ilk deneysel ¢alisma 1971 yilinda farelerde oral ve intraperitonal LDsg
dozlarinin belirlenmesi ile baglamis (Purchase, 1971) ve daha sonraki ¢aligmalar ile
fare, domuz, tavuk, tavsan, kopek ve maymun gibi bircok memeli hayvan iizerinde
toksik etkileri oldugu belirlenmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan toksikolojik
calismalarda domuzlarin ¢ok hassas oldugu belirlenmistir. Baslica semptomlar kilo
kaybu, ishal, kusma, dehidrasyon, depresyon, konviilziyonlar, opistotonus ve sonunda
6liim seklindedir (Bhatnagar ve Garcia, 2001). CPA’nin akut oral LDsy dozu erkek
siganlar i¢in 36 mg/kg, disi sicanlar i¢in ise 63 mg/kg v.a olarak belirlenmistir.
Intraperitonal LDsy dozu erkek sicanlar igin 2,3 mg/kg v.a’dir. CPA’nin toksik
etkileri cinsiyet, tiir ve doza baghdir. Tavuklar i¢in oral LDsy dozu 12 mg/kg v.a
olarak belirlenmistir (Desphande, 2002).

CPA kaynakli mikotoksikozis vakasinin bir kere sekillendigi bildirilmistir. Yemlerde
bulunan 6 ppm diizeyindeki CPA’nin meydana gelen bildircin 6liimlerinden sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Yemlerde CPA ile birlikte aflatoksin (0,45 ppm) ve
okratoksin A (0,50 ppm) varlig1 da tespit edilmis olmasina ragmen hayvanlarda
goriilen klinik semptomlar CPA’y1 isaret etmektedir (Bryden ve dig., 2004). Fakat
esas olarak Kodua zehirlenmesi olarak bilinen ve 6zellikle Kuzey Hindistan’da temel
gida maddelerinden birisi olan dar1 (kodo millet) tiiketimi sonucunda sekillenen
bulanti, kusma, cilginlik, depresyon ve biling kaybi1 semptomlariyla ortaya ¢ikan
hastaliktan CPA sorumlu tutulmaktadir (Weidenborner, 2001). Kuzey Hindistan’da
yapilmig ¢alismalarda dar1 6rneklerinin ¢ok yiiksek miktarlarda CPA {ireticisi olan A.
tamarii Kita tiirleri ile yiiksek oranda kontamine oldugu tespit edilmistir (Antony ve
dig., 2003).

CPA tarafindan sekillenen karaciger hasar1 aflatoksin tarafindan tetiklenen karaciger
kanserinden farklilik gostermektedir (Vinokurova ve dig., 2007). Aflatoksin kadar
toksik ve Ozellikle karsinojenik olmasa da AFB; ile birlikte gidalarda ve yemlerde
bulunmas1 ile 6nem arz etmektedir. Ayrica etki mekanizmasi timér olusumunu
tetikledigi bilinen thapsigargin’e benzemekte, koti huylu timdr olusumunu

tetiklemekte ve aflatoksinin etkisini arttirdig1 bilinmektedir (Riley ve Petska, 2005).

4.5 Siklopiazonik Asit ile Tlgili Yasal Diizenleme Ve Limitler

Ulkemiz ve diinyada siklopiazonik asit ile ilgili herhangi bir yasal diizenleme mevcut

degildir. Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirler tarafindan iiretilmesine
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ragmen ayni tlirler tarafindan {iretilen aflatoksin kadar sik rastlanmamasi,
siklopiazonik asit kaynakli rapor edilen zehirlenme vaka sayisinin sinirli olmasi ve
nispeten tehlikesiz yapiya sahip olmasi gibi sebepler yasal diizenleme ihtiyacinm
engellemektedir. Fakat bu toksinin genellikle aflatoksinlerle birlikte bulunmasi
nedeniyle goz ardi edilmesinden kaynaklanan bir durumun s6z konusu oldugu ve
maruziyetinin aslinda seyrek olmadigi da diisliniilmektedir (Burdock ve Flamm,
2000).

Gida Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Teskilatimin Gida Katki Maddeleri Uzman
Komitesi (JECFA) domuzlarda herhangi bir toksik etkinin goriilmedigi (NOEL-No
Effect Level) 1 mg/kg/giin degerini dikkate alarak giinliik alinabilecek limit (ADI-
Allowed Daily Intake) degerini 10 pg/kg viicut agirligr (ortalama agirliktaki birey
icin yaklasik 700 pg/giin) olarak belirlemistir (Burdock ve Flamm, 2000). Kopekler
tizerinde yapilan deneysel ¢alismada 0,5 ve 1 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde
CPA alimi neticesinde deney hayvanlarinin hicbiri 90 giinlikk deney c¢aligmasi
stiresince canli kalmamistir. Bu bulgu daha diisiik NOEL degeri belirlenmesinin

gerekliligini giindeme getirmektedir (Chang ve dig., 2009).

4.6 Siklopiazonik Asit Tayininde Kullanilan Analitik Metodlar

CPA’nin floresans verme Ozelliginin olmamasi ve maksimum UV absorpsiyonu

verdigi 284 nm’nin 6zglin olmamasi nedeniyle CPA tayininde gii¢liik yasanmaktadir
(Yu ve Chu, 1998).

CPA’nin tayininde kullanilan analitik metotlarin basinda ince tabaka kromatografisi,
spektrofotometrik teknikler, ELISA, GC, HPLC (normal ve ters faz) gelmektedir. Bu
metotlarin yanisira niikleer manyetik rezonans, kapillar elektroforez ve tarimsal
irtinlerde CPA taramalarinda kullanilmak {izere basit kolorimetrik yontemler de
gelistirilmistir (Weidenbdrner, 2001). ELISA ile fungal kiiltiirlerde CPA tayininin
yanisira (Hahnau ve Weiler, 1991), misir, yer fistig1 ve karisik yemde uygulamalari
da gelistirilmistir (Yu ve Chu, 1998). Cesitli gidalarda ve fungal Kkiiltiirlerde
siklopiazonik asit varliginin ve miktarinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalar

Cizelge 4.3’de verilmistir.

Ince tabaka kromatografisi (TLC) yer fistig1 (Lansden ve Davidson, 1983; Lansden,
1986; Pinto ve dig., 2001), peynir (Le Bars, 1979), misir (Lansden, 1986) ve fungal
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kiiltiirlerde (Hermansen ve dig., 1984) CPA analizlerinde kullanilmistir. Bu
yontemin tespit limiti 20 ile 125 ng/g arasinda degismektedir.

Kimyasal metotlarin ¢ogu tiirevlendirme ve orneklerin saflagtirmasini igcermekte ve
bu nedenle de olduk¢a zaman almakla beraber hassasiyeti diisiik olmaktadir. Tespit
limitleri spektrofotometrik yontemler i¢in olan 80 ppb’den TLC igin olan 125 ppb’ye
kadar degismektedir. HPLC ile ise oldukca hassas olup bazi matrisler i¢in gidalarda
tespit limiti 16 ppb’ye kadar diistiriilmiistiir. Fakat HPLC y6ntemi, uzun siire alan
saflagtirma basamagini ve pahali ekipman gerekliligini dogurmaktadir (Urano ve

dig., 1992).

Siitte siklopiazonik asit tespitine yonelik gelistirilen kapiler elektroforez metodunda

tespit limit 20 ppb ve geri kazanim oran1 % 78-81 olarak belirlenmistir (Prasongsidh

ve dig., 1998).

Keci peyniri 6rneklerinde Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR/FTIR) ile
siklopiazonik asitin hizli bir sekilde tayini {izerine yapilan bir ¢alismada ozellikle
biiyiikk miktardaki orneklerin kalitatif ve yar1 kantitatif analizlerinde kullanilmasina
uygun oldugu belirlenmistir. Metodun uygulamasinda Ornegin higbir 6n islem
gerektirmemesi ile de izleme c¢alismalarinda kullanilmak iizere basarili oldugu

belirtilmistir (Monaci ve dig., 2007).

Cesitli gidalarda ve fungal kiiltiirlerde siklopiazonik asit analizleri i¢in kullanilan
diger metot da yiiksek basin¢li sivi kromatografisidir (HPLC). Metodun tespit limiti
uygulanan gida tipine ve kullanilan ekstraksiyon yontemine goére degismekle beraber

0,25 ile 16 ppb arasindadir.

Siklopiazonik asit i¢in herhangi bir standart referans metot mevcut degildir. Bundan

dolay1 aragtirmacilar ihtiyaca gore metot gelistirmektedirler.
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Cizelge 4.3 : Siklopiazonik asit analizlerinde kullanilan yontemler.

Yontem Ornek Ekstraksiyon LOQ" (ng/g) LOD? (ng/g) Kaynak
TLC Yer fistig1, Misir S1vi-sivi ekstraksiyonu 150 125 Lansden, 1986
TLC Yer fistig Sivi-sivi ekstraksiyonu 3 26 Lansden ve Davidson, 1983
TLC Peynir S1vi-s1v1 ekstraksiyonu - 20 Le Bars, 1990
TLC Fungal Kiiltiir S1vi-s1vi ekstraksiyonu - - Hermansen ve dig., 1984
Spektrofotometre Hayvan yemi SL‘S{S;ﬁfggggg;gﬁg?’ 160 80 Chang-Yen ve Bidasee, 1990
HPLC Misir Kat1 faz ekstraksiyonu 100 - Goto ve dig., 1987
HPLC Kiimes hayvani eti S‘V"S‘E iili‘ligﬁ)krf‘yon“’ 16 16 Norred ve dig., 1987
HPLC Misir, Yer fistigt Sli;/‘;?;zl :ﬁ::rr:]l({ssggr?ﬁ’ 50,100 - Urano ve dig., 1992
HPLC Fungal Kiiltiir S1vi-sivi ekstraksiyonu - 0,3 Matsuda ve Sasaki, 1995
HPLC Fungal Kiiltiir S1vi-sivi ekstraksiyonu - 0,25 Sobolev ve dig., 1998
HPLC Fungal Kiiltiir S1vi-s1v1 ekstraksiyonu - 1,25 Monaci ve dig., 2002
HPLC Peynir Kat1 faz ekstraksiyonu - 7 Zambonin ve dig., 2001
HPLC Misir gevregi - 7 - Aresta ve dig., 2003
HPLC Misir ve piring S1vi-sivi ekstraksiyonu 25 - Hayashi ve Yoshizawa, 2005
HPLC Domates iiriinleri S1vi-s1vi ekstraksiyonu 8 - Da Motta ve Valente Soares, 2001
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Cizelge 4.3 (devam) : Siklopiazonik asit analizlerinde kullanilan yontemler.

Yontem Ornek Ekstraksiyon LOQ! (ng/g) LOD? (ng/g) Kaynak
Kapilar . S1vi-sivi ekstraksiyonu, kati . .
Elektroforez Sut faz ekstraksiyonu ) ) Prasongsidh ve dig., 1998
LC/MS-MS HaYYan yemi, Piring, S1vi-sivi ekstraksiyonu 20 5 Moldes-Anaya ve dig., 2009
bugday, yer fistigi
ELISA Mistr, hayvan yemi, Yok - 100, 300, 600 Yu ve Chu, 1998
yer fistig1
ELISA Misir Immunoafinite kolon 10 2 Yu ve dig., 1998
ELISA Yer fistigi Immunoafinite kolon 10 2,5 Dorner ve dig., 2000
1 Olgiim limiti
2: Tespit limiti

% Deger belirtilmemistir
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5. p-NITROPROPIONIK ASIT VE OZELLIKLERI

5.1 B-Nitropropionik Asit Ureticisi Kiifler Ve B-Nitropropionik Asit Biyosentezi

B-Nitropropionik asit (BNP) baslica Aspergillus spp., Penicillium spp. ve nadir
olarak da Arthrinium spp. tiirleri tarafindan tiretilen bir mikotoksindir (Bhatnagar ve
Garcia, 2001; Scott, 2004). BNP ilk olarak 1920 yilinda Gorter tarafindan hiptagenik
asit olarak Javanese agacinin kokiinden izole edilerek tanimlanmis ve bu bilgi 1949
yilinda Carter ve McChesney tarafindan dogrulanmistir. BNP ayrica Aspergillus
flavus, Aspergillus wentii, Aspergillus oryzae, Penicillium atrovenetum, Arthrinium
sacchari, Arthrinium saccharicola ve Arthrinium phaeospermum tarafindan da
iretilmektedir (Bush ve dig., 1951; Bhatnagar ve Garcia, 2001; Burdock ve dig.,
2001). Gidalarda bulunmayip yalnizca toprakta bulunan Penicillium atrovenetum
tarafindan 2000 mg/1 diizeyinde iiretildigi belirlenmistir (Frisvad ve dig., 2006). Baz1
kaynaklarda A. parasiticus tarafinda da tiretildigi belirtilmektedir (Desphande, 2002).

1982-1987 yillar1 arasinda, 10 adet toksin i¢eren seker kamisi orneginden 442 adet
Arthrinium susu izole edilmis ve bu suslarin toksijeniteleri deneysel olarak
aragtirilmugtir. Izolatlarin % 40,7 sinin B-nitropropionik asit iireticisi oldugu tespit

edilmistir (Liu ve dig., 1992).

Arthrinium spp. tiirleri ile yapilan bir bagka ¢alismada tiirler ve hatta ayni tiirtin farkli
suslart arasinda PB-nitropropionik asit iiretimi agisindan onemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir (Wei ve dig., 1994). Arthrinium suslarinin -nitropropionik asit iiretim

miktarlar Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Kinosita ve dig. 1968 yilinda Japonya’da katsuobushi, miso ve soya satis yerlerinden
ornek alarak, A. oryzae, A. sojae, Penicillium cyclopium izole etmisler ve bu kif
tiirlerinin besiyerinde BNP iiretimini incelemislerdir. A. sojae’nin 0,4 mg/ml ile en
yiiksek tiretici oldugu belirlenmistir (Burdock ve dig., 2001). lwasaki ve Kosikowski
(1973), 18 adet referans kiiltiiriin s1v1 besiyerinde toksin iiretimlerini incelemisler ve
Cizelge 5.1’de goriildiigi gibi yalnizca 5 susun tespit edilebilir diizeyde pB-

nitropropionik asit tirettigini kaydetmislerdir.
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Starter kiiltiir olarak kullanilan A. oryzae suslarinin toksin iiretimi {izerine yapilan bir
baska calismada 16 susun higbiri aflatoksin tiretmezken 7 adedinin 1,9 ile 43,6 mg/I
diizeyinde B-nitropropionik asit iirettigi, suslarin 3 adedinin siklopiazonik asiti de

birlikte tirettigi belirlenmistir (Orth, 1977).

A. oryzae, A. flavus, A. niger, A. sojae ve Penicillium roqueforti referans suslarinin
sivi besiyerinde 34°C’de 7 giin inkiibasyon sonunda [-nitropropionik asit
tiretimlerinin arastirildigr bir ¢alismada A. oryzae susunun 55 ppm, A. flavus susunun
ise 1 ppm diizeyinde B-nitropropionik asit tireticisi oldugu kaydedilmistir (Gilbert ve

dig., 1977).

Cizelge 5.1 : Bazi kiif suslarinin besiyerinde BNP iiretimleri.

Kiif Tiirii BNP (mg/l) Kaynak
Aspergillus oryzae ATCC 11494 1

Aspergillus oryzae ATCC 12892 1279 Iwasaki ve
Aspergillus oryzae ATCC 7252 40 Kosikowski,
Aspergillus oryzae Higati 111 1973
Aspergillus flavus ATCC 11500 17

Arthrinium sacchari ATCC 76289 716

Arthrinium sacchari ATCC 76290 295

Arthrinium sacchari ATCC 76981 1716

Arthrinium phaeospermum ATCC 24357 1620 Wei ve dig.,
Arthrinium phaeospermum ATCC 76291 1593 1994
Arthrinium terminalis ATCC 24358 692

Arthrinium aureum ATCC 56042 1211

Arthrinium sereasenisATCC 76309 1527

Penicillium roqueforti (Cornell Universitesi)
P. roqueforti (Cornell Universitesi) -

Aspergillus oryzae ATCC 12892 55
Aspergillus flavus NRLLA-17-379 1 . .
Aspergillus oryzae ATCC 9362 : Gﬂbe{gﬁ dig.,

Aspergillus oryzae ATCC 11494 -
Aspergillus oryzae ATCC 14895 -
A. niger NRLLA -
A. sojae (Cornell Universitesi) -

Wei ve dig. (1994), Arthrinium tiirleri ile yaptiklari ¢alismada B-nitropropionik asit
iretimi i¢in optimum sicakligr 24°C ve pH’y1 ise 5 olarak belirlemislerdir. Ayrica
calismada 14 giin inkiibasyon ve inkiibasyon sirasinda ¢alkalamali etiiv kullaniminin

toksin miktarimi arttirdigi kaydedilmistir.
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B-nitropropionik asit sadece kiifler tarafindan tretilmemektedir. Bitkiler aleminden
Leguminosea ailesine ilave olarak Malpighiacea, Corynocarpaceae ve Violaceae
ailelerine dahil bazi tiirlerde de varligi bildirilmistir. Bu bitki tiirleri 6zellikle
meralarda bulunmak suretiyle hayvanlar tarafindan alinarak akut problemler
olugsmaktadir. Kiifler yalnizca B-nitropropionik asit liretirken, bazi bitkiler tarafindan
hem B-nitropropionik asit hem de bunun ester formlar1 tiretilmektedir (Burdock ve

dig., 2001).

B-Nitropropionik asitin biyosentezi iizerine yapilan az sayida calisma, Penicillium
atrovenetum ile yiiriitiilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda aspartik asit’in i¢erdigi amino
grubu ve karbon yapisiyla B-nitropropionik asit iiretiminin prekiirsorii oldugu tespit
edilmistir. (Shaw ve Wang, 1964). Penicillium atrovenetum ile yapilan ¢aligmalarda
besiyerinde nitrojen kaynagi olarak amonyum varliginda toksin iiretiminin arttigi
fakat Czapek Dox gibi nitrat iceren besiyerinde toksin {iiretiminin azaldig1

bildirilmistir (Shaw ve De Angelo, 1969).

5.2 p-Nitropropionik Asit’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

3-Nitropropionik asit, hiptagenik asit, bovinosidin, beta-nitropropionik asit gibi
isimler de verilen B-nitropropionik asit 65-67°C erime noktasina sahip beyaz renkli
kristal yapida bir bilesiktir. Streptomyces bakteri tiirleri tarafindan {retildigi
belirlenen bilesik bovinocidin olarak isimlendirilmis ve tuberkiiloz etkeni olan
Mycobacterium tuberculosis iizerine zayif etkisi oldugu tespit edilmistir (Wilson,
1966). Endofitik kiif tiirleri (Phomopsis sp.) tarafindan iretilen B-nitropropionik
asit’in antimikrobiyal ozelligi {izerine yapilan ¢alismalarda Mycobacterium
tuberculosis iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi en diisik konsantrasyon 3 pM
olarak tespit edilmistir (Chomcheon ve dig., 2005). B-Nitropropionik asitin kimyasal
yapist Sekil 5.1°de goriilmektedir.

Sekil 5.1 : B-nitropropionik asitin kimyasal yapis1 (Burdock ve dig., 2001).
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BNP igerdigi nitro grubuyla kiiflerin nitro grubu igeren ¢ok az sayidaki sekonder
metabolitlerinden biridir. Biyolojik kaynakli nitro bilesiklerinden kloramfenikol

antibiyotigi bu anlamda en iyi bilinen bilesiktir (Burdock ve dig., 2001).

5.3 Gidalarda B-Nitropropionik Asit Varhgi

Ozellikle merada beslenen hayvanlarda toksik etkileri olan alifatik nitro bilesiklerden
serbest formdaki BNP ve B-nitropropionik asitin esterleri dogal olarak baglica
Leguminosae ailesinin Astragalus, Coronilla ve Indigofera cinslerinde Violaceae,
Corynocarpaceae ve Malpighiaceae ailelerinde bulunmaktadir (Chomcheon ve dig.,
2005). Bu bilesikler tarafindan hayvanlarda sekillenen akut toksisite vakalari dnem
tasimaktadir. Arjantin’de 32 Astragalus tiirii ile yapilan ¢alismada 2000’den 13.000
ppm’e kadar degisen diizeylerde BNP tespit edilmistir. Iran’da yapilan bir calismada
analizlenen Astragalus tiirlerinin % 8,4t 2000-25.000 ppm diizeyinde BNP igerdigi
tespit edilmistir (Ebrahimzadeh ve dig., 1999). Iran’da yapilan bir baska ¢alismada
78 Astragalus tiiriinden 6’sinda BNP varlig1 tespit edilmistir (Niknam ve dig., 2002).

Insanlar igin kaynag: incelendiginde BNP’nin baglica iki onemli yolla alindig
goriilmektedir. Birincisi 0zellikle Yeni Zellanda ve Chatnam adasi’nda yetisen
karaka agacit meyvesinin ¢ekirdegidir. Bu ¢ekirdek, findik benzeri bir ¢esit kabuklu
yemis gibi tiiketilmektedir. Ikinci yol ise ozellikle enzim ve fermente gidalarin
tiretiminde kullanilan ekonomik degeri yliksek olan kiiflerin olusturdugu toksin olup,
insanlar i¢in tehlike yaratmaktadir (Burdock ve dig., 2001). Cok sayida Aspergillus
spp. ve Penicillium spp. tiirleri uzakdoguda bazi geleneksel gidalarin (miso, shoyu,
katsuobushi) iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Kiifler ile iiretilen
soya sosu ve miso tiiketimiyle Japonya’da BNP aliminin yaklagik 5,5 mg/giin oldugu
tahmin edilmektedir (Scott, 2004). Biitiin bu ¢alismalarin 15181 altinda s6z konusu
kiiflerin geleneksel iiriinlerin tliretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmasi ile veya
gidalarin kiifler ile kontaminasyonu neticesinde BNP iiretmeleri ile insan viicuduna
bu toksin girmektedir. Arthrinium tiirleri tarafindan seker kamiginda, Aspergillus spp.
tiirleri tarafinda da tahillarda olusturulmak suretiyle insanlarda zehirlenmelere neden

olmaktadir (Scott, 2004).

Peynirde dogal olarak bulunduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Weidenbdrner, 2001).
Iwasaki ve Kosikowski tarafindan 1973 yilinda yapilan ¢alismada incelenen 18

peynir 6rneginin 5’inde BNP bulundugu tespit edilmistir. Gilbert ve dig. (1977),
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tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise blue, brie, kamember, rokfor gibi 11 farkli
peynir tiirinde BNP varligi arastirnllmig fakat oOrneklerin higbirisinde tespit

edilmemistir.

Aspergillus oryzae ATCC 12892 ile asilanan peynir, soya, yer fistigi, ¢edar peyniri,
tath patates, muz gibi yaygin olarak tiiketilen gidalarda BNP iiretiminin arastirildig
bir ¢aligmada 248 mg/kg ile peynirde iiretim en yiiksek iken 1 mg/kg ile tatli patates

en son sirada yer almaktadir (Penel ve Kosikowski, 1990).

5.4 p-Nitropropionik Asitin Saghk Uzerine Etkileri

BNP’nin bitkilerde dogal olarak 26.000 ppm gibi ¢ok yiiksek miktarlarda bulunmasi
nedeniyle meralarda beslenen c¢iftlik hayvanlarina etkisinin incelenmesi i¢in ¢ok
sayida caligma yapilmistir. Yabani bitkilerin insanlar tarafindan tiikketimine dair
herhangi bir kayit bulunmazken bu bitkilerle beslenen hayvanlar {izerine olan toksik
etkileri iyi bir sekilde belgelenmistir. Bu ¢aligmalarin yogun sekilde yapilmasinin
baslica sebebi ¢ayirda otlayan hayvanlarin BNP nedeniyle ugradiklar1 zararin yol
actig1 ekonomik kayiplardir. Insanlarin BNP’ye maruziyeti yillardir Yeni Zelanda’da
findik tiiketimi, Aspergillus ve Penicillium cinsi kiiflerin fermente {iriinlerin
tiretiminde kullanildigi miso ve katsobushi tiiketimiyle ortaya ¢ikmaktadir (Burdock

ve dig., 2001).

Cin’de dogru sekilde depolanmamis sekerkamis tiikketimiyle ortaya ¢ikan toplu akut
gida zehirlenme vakalart MSP (Moldy Sugarcane Poisining) olarak adlandirilmis ve
etiyolojisi 1iizerine yapilan ¢alismalarda, zehirlenme etkeni olarak Arthrinium
sacchari, A. saccharicola ve A. phaeospermum tirlerinin varhigi ve bu tiirler
tarafindan iiretilen BNP tespit edilmistir. 1972-1989 yillar1 arasinda 217 MSP vakasi
ortaya c¢ikmis, 884 hastanin 84’ii dlmiistiir. Oliimlerin ¢ogu ¢ocuklar ve gengler
arasinda sekillenmis ve insanlarda zehirlenmeye neden olan en yiiksek
konsantrasyondaki BNP’nin 6600 mg/kg oldugu belirlenmistir (Peraica ve dig.,
1999; Burdock ve dig., 2001; Scott, 2004). 1982-1987 yillar1 arasinda alinan 10 adet
zehirli seker kamigi 6rneginden 442 adet Arthrinium susu izole edilmis ve bu suslarin
toksijeniteleri deneysel olarak arastirilmustir. izolatlarin % 40,7’sinin BNP iireticisi

oldugu kaydedilmistir (Liu ve dig., 1992).
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BNP’nin etki mekanizmasi, mitokondride siiksinik asit dehidrojenaz enziminin geri
doniigiimsiiz olarak, fumaraz ve aspartaz enzimlerinin ise geri doniisiimlii olarak
inhibisyonu ile aciklanmaktadir. Cok diisiik miktarlarda alinsa dahi memelilerin
beyninde meydan getirdigi toksisite nedeniyle geri doniisiimsiiz hasarlar meydana
getirebilmektedir (Szabo ve dig., 2005). BNP’nin viicutta birikimine dair bir kanit
yoktur (Burdock ve dig., 2001). BNP’nin karsinojen veya mutajen olmadigi, en
onemli Ozelliginin beyin iizerine olan ndrotoksin etkisi oldugu diisiiniilmektedir.
Ortaya ¢ikardigi semptomlar nedeniyle Huntington ve Alzheimer hastaliklariin
arastirma c¢alismalarinda model olusturmada etken madde olarak kullanilmaktadir

(Bogdanov ve dig., 2001; Silva ve dig., 2001).

Bu mikotoksin’in alimi apne, konviilziyonlar, cigerlerde tikanma ve karacigerde
hasara neden olmaktadir (Bhatnagar ve Garcia, 2001). Sindirim yolu ile alinan BNP
hizl1 bir sekilde kana karigsmakta ve solunum sisteminin baskilanmasi, koordinasyon
bozuklugu, kaslarda zayiflama, methemoglibinemi ve sonunda biiylik, kiiciikbas
hayvanlarda 6liim ortaya ¢ikmaktadir (Wei ve dig., 1994). Insanlarda diisiik dozdaki
alimlar1 sonucunda akut ensefalopati sekillenmektedir. Hayvanlar {izerinde
gergeklestirilen deneysel caligmalar motor sinirlerin yavagladigini  gostermistir

(Bogdanov ve dig., 1998; Szabo ve dig., 2005).

Alimindan 2-3 saat sonra ortaya ¢ikan klinik semptomlar: arasinda hizli solunumu
takiben apne, koordinasyon bozuklugu, derialti ve kan damarlarinda genisleme ve
karacigerde beneklenme mevcuttur. Erkek ve disi farelerde oral LDsy dozu 110 ve
68,1 mg/kg viicut agirligi seklindedir (Weidenborner, 2001). Fareler i¢in LDsg degeri
bagka bir caligmada ise 250 mg/kg v.a olarak tespit edilmistir (Desphande, 2002).
Tavsanlarda ve diger memeli hayvanlarda LDsg degeri daha yiiksektir (Burdock ve
dig., 2001).

5.5 p-Nitropropionik Asit Ile ilgili Yasal Diizenleme Ve Limitler

Diinyada ve Ulkemizde BNP ile ilgili herhangi bir yasal diizenleme mevcut degildir.
Fakat A. flavus tarafindan aflatoksin B1, CPA ve kojik asit ile birlikte iiretilebildigi
diistiniilmektedir ve bu mikotoksinlerin memeliler {izerindeki ortak etkisi giiniimiizde

soru isareti olmaya devam etmektedir (Frisvad ve dig., 2006).
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Deney fareleri kullanilarak yapilan kronik toksikoloji c¢aligmalari sonucunda
herhangi bir toksik etkinin goriilmedigi NOEL (No effect level) degeri erkek fareler
icin 50 ppm (2,5 mg/kg/giin) ve disi fareler i¢in 75 ppm (3,75 mg/kg/giin) olarak
belirlenmistir. NOEL degeri dikkate alinarak gilinliik tolere edilebilir alim miktar1
(ADI) hesaplandiginda ortalama agirligi 70 kg olan bir insan i¢in 25 pg/kg/glin v.a
olarak belirlenmistir (Scott, 2004).

5.6 B-Nitropropionik Asit Tayininde Kullanilan Analitik Metodlar

Ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi (GC) ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) uygulanan baslica tekniklerdir.

Ince tabaka kromatografisi ile BNP analizleri Astralagus miser var. seratinus
tirlerinde (Majak ve Bose, 1974), lor, soya ve yer fistig1 orneklerinde (Iwasaki ve
Kosikowski, 1973), biiyiikbas hayvanlarin rumen sivisinda (Majak ve Clark, 1980)
ve Arthrinium spp. fungal kiilltiirlerinde (Wei ve dig., 1994) gerceklestirilmistir. Ince
tabaka kromatografisinde kullanilan silika jel plakalar diazotize p-nitroanilin reaktifi

ile spreylenerek BNP’nin turuncu renk vererek goriiniir hale gelmesi saglanmaktadir.

BNP analizlerinde gaz kromatigrafisinin kullanildig1 bir metod mevcuttur ve metot
hem fungal kiiltiirlerde hem de peynir 6rnekleri {izerinde c¢alisilarak tespit limiti

sirastyla 1 ve 3 ppm olarak belirlenmistir (Gilbert ve dig., 1997).

BNP analizlerinde kullanilan bir diger metot yliksek basingli sivi kromatografisidir
(HPLC). Bu metot ile plazmada (Muir ve Majak, 1984), idrarda (Majak ve
McDiarmid, 1990) ve Arthrinium spp. fungal kiiltiirlerinde (Wei ve dig., 1994) BNP
analizleri gergeklestirilmistir. HPLC analizleri 210 nm dalga boyunda UV dedektor
kullanilarak yapilmaktadir.

Peynir, tatli patates, muz gibi bazi gidalara A. oryzae asilanarak BNP iiretiminin
arastirlldigt  bir  c¢alismada  ise  analizler  spektrofotometrik  yontemle

gerceklestirilmistir (Penel ve Kosikowski, 1990).
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6. ASPERGILLUS SECTION FLAVI iZOLATLARININ iDENTIiFiIKASYON
YONTEMLERI

6.1 Aspergillus Section Flavi izolatlarimin Geleneksel Yéontem ile
Identifikasyonu

Tarih boyunca kiifler ya dogrudan gorsel olarak ya da dolayli olarak gelistikleri
gidalarda meydana getirdikleri etkileri ile tayin edilmiglerdir. Kiif identifikasyon
calismalar1 geleneksel olarak farkli besiyerleri kullanimiyla koloni 6zelliklerinin ve
kiifiin mikromorfolojik ®6zelliklerinin tanimlanmasina dayanmaktadir. Ozellikle
Aspergillus section Flavi grubundaki tiirlerin tanimlanmasinda morfolojik
karakterizasyon, genellikle aflatoksinler ve siklopiazonik asit olusturma
Ozelliklerinin belirlenerek mikotoksin profillerinin ¢ikarilmasi ile desteklenmektedir

(Giorni ve dig., 2007; Rodrigues ve dig., 2009).

Kiiflerin  identifikasyonu  Oncelikle  bulundugu  ortamdan  izolasyonunu
gerektirmektedir. Direk ekim ve dilisyon ekim yontemleri kiiflerin tayin ve
sayimlarinda kullanilan baglica yontemlerdir. Bu ydntemlerin uygulanmasinda
besiyeri se¢imi analizin basarisi acisindan dnem kazanmaktadir. Bunun i¢in genel
amagch besiyerlerinin yanisira hedef mikroorganizmay: ayirt edebilmek tizere segici
besiyerleri de gelistirilmistir. Izole edildikten sonra saflastirmak icin bir dizi kiiltiirel
ekim ¢alismasinin yapilma ihtiyact da ortaya ¢ikabilmektedir (Nicholson ve Centre,
2004). Son 20 wildir arastirmacilar kiiflerin tayin ve sayim yontemlerinde
kullanilmak iizere secici ve ayirt edici besiyerleri gelistirmislerdir. Aflatoksijenik
Aspergillus tiirlerini ayirmak i¢in ilk gelistirilen segici besiyeri Aspergillus
differential medium (ADM). A. flavus ve A. parasiticus tiirleri besiyerinin i¢indeki
demir sitrat nedeniyle olusturduklari, petri kutusunun tersinde izlenebilen turuncu-
sar1 renk ile tanimlanmaktadir. Benzer sekilde Aspergillus flavus-parasiticus agar
(AFPA) besiyerinde A. flavus ve A. parasiticus ADM’den daha net turuncu-sari renk
olusturmak suretiyle gidalarda secici bir sekilde tayininde kullanilmaktadir (Pitt ve
Hocking, 1997). Ek olarak A. flavus ve A. parasiticus, Coconut agar (CA)
besiyerinde verdikleri fluoresans 1s1gmin farkliligi ile tespit edilebilmekte ve

birbirlerinden ayrimlar1 yapilabilmektedir. Coconut agar kullanimi ile aflatoksin
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tiretimi de belirlenebilmektedir (Davis ve dig., 1987; Dyer ve McCammon, 1994).
Portekiz’de yapilan bir ¢alismada bademlerden izole edilen A. section Flavi {iyesi
suglarin aflatoksin iiretimi Coconut agar besiyerinde izlenmis ve bulgularin HPLC
analiz bulgulan ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Rodrigues ve dig., 2009). Sekil
6.1°de A. flavus’un AFPA ve CA besiyerlerindeki goriintiileri verilmistir.

(@) (b)

Sekil 6.1 : (a) A. flavus’un AFPA besiyerinde 25°C’de 7 giin inkiibasyon sonrasi
goriintiisi (b) CA besiyerinde 7 giin inkiibasyon sonrasi gelisen
aflatoksijenik A. flavus’un verdigi fluoresans goriintiisii (kiiglik petri
kutular1) (Rodrigues ve dig., 2007).

Kiiltiirel yontemlerin yanisira kiiflerin identifikasyonunda kullanilan kimyasal ve
biyokimyasal yontemler de mevcuttur. Bu yontemler kiiflerin yapisinda bulunan ve
kiiflere 6zgiin olan kitin, ergosterol, ugucu maddeler ve ATP gibi bilesiklerin tespit
ve miktar tayinine dayanmaktadir. Ergosterol; membranin yapisinda bulunan bir
steroldiir ve kiif gelisimi ve mikotoksin iiretimi ile sterol igerigi arasinda iyi bir
korelasyon oldugu belirlenmistir (Castro ve dig., 2002; Gawrysiak-Witulska ve dig.,
2008). Ergosterol tayininde kullanilan baslica yontemler TLC (Naewbanij ve dig.,
1984; Saxena ve dig., 2001), HPLC (Jedlickova ve dig., 2008) ya da
spektrofotometrik (Borjesson ve dig., 2007) teknikler olarak sayilabilir. Tahillarda
HPLC kullanilarak ergosterol miktar tayinin metot validasyon c¢alismast da
yapilmistir (Miyagawa ve dig., 2009). Kitin ise kiif spor ve misellerinde bulunan
baslica polisakkarittir ve kitin ya da kitinin parcalanma iiriinleri ile meyve ve
sebzelerde misel gelisimi arasindaki korelasyonun da anlamli oldugu belirlenmistir
(Amalaradjou ve Venkitanarayanan, 2008). Bir ¢alismada fistik Orneklerinde A.
parasiticus kontaminasyonu kitin miktarinin analizi ile gergeklestirilmistir (Reding

ve dig., 1993).
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Kiiflerin identifikasyonunda kullanilan immunolojik metotlar ise kiif antijeninin
monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanimi ile baglanmasi prensibiyle ¢alisan
yontemlerden olusmaktadir. Immunolojik metotlar arasinda en yaygin kullanilan
ELISA yo6ntemi ile tahil iiriinlerinde A. parasiticus (Tsai ve Yu, 1999) ve Aspergillus
tirlerinin tayini (Fusheng ve dig., 2009), iiziim suyunda Aspergillus ve Penicillium
tiirlerinin tayini (Dewey ve Meyer, 2004), misir ve piringte toksijenik Aspergillus
tirlerinin tespiti (Wang ve Yu, 1998), tahillardan izole edilmis A. flavus ve A.
parasiticus suslarinin identifikasyonu (Tsai ve Yu, 1997), toz kahve, toz kirmizibiber
ve kanatli yemlerinde A. ochraceus’un varliginin tespitinde (Anand ve Rati, 2006)
kullanilmak {izere metotlar gelistirilmistir.Cizelge 6.1°de Aspergillus tiirlerinin

tayininde kullanilan klasik yontemler gosterilmektedir.

Cizelge 6.1 : Mikotoksijenik Aspergillus tiirlerinin tayininde kullanilan klasik

yontemler.
Tayin Yontemi Kaynak
Kiiltiirel Yontemler (Segici besiyeri)
Saboraud agar (% 0,3 cyclodextrin) Jamiez ve dig., 2003
Coconut cream agar Dyer ve McCammon, 1994

A. flavus ve A. parasticus agar (AFPA) Pitt ve Hocking, 1997

Immunolojik Yontemler
ELISA Tsai ve Yu, 1997
Anand ve Rati, 2006

Spektroskopik Yontemler

FTIR-PAS (Fourier transform infrared

Spektroskopi-Fotoakustik spektroskopi)  Gordon ve dig., 1999
Luminesens spektra Chen ve dig., 2005

Kromatografik Yontemler
Misellar Elektrokinetik Kapilar
Kromatografi Martin ve dig., 2005

Geleneksel identifikasyon teknikleri ile gidalardan izole edilen mikroorganizmalarin
tanimlanmasi elde edilen kiiltiirlerin saflig1 ile yakindan iligkilidir. Seleksiyon
basamaklar1 ve tiirlerin makroskopik, mikroskopik morfolojik tanimlamalarinin
oldukca zaman almasmin yanisira, dezavantajlarinin basinda zaman ve isgiicli
kaybina sebep olmasi, 6zel ¢aligma alanlarina ihtiya¢ duyulmasi, bu alanda uzmanlik
gerektirmesi ve bu metotlarin bazilar1 ile tekrar edilebilir sonug¢lar alinamamasi
gelmektedir. Son yillarda bu sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in molekiiler
tekniklere dayali hassas ve hizli identifikasyon yontemlerinin gelistirilmesine yonelik

calismalar gerceklestirilmektedir (Amalaradjou ve Venkitanarayanan, 2008).
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6.2 Aspergillus Section Flavi Izolatlarinin Molekiiler Yontem ile Identifikasyonu

Kiif tiirlerinin geleneksel yontemle identifikasyonu farkli besiyerlerinin kullanildigi
morfolojik ve fenotipik ¢alismalar1 icermektedir. Fakat bu yontemler zaman, isgiicti
ve Ozellikle de her bir sif i¢in uzmanlik gerektiren kalifiye eleman ihtiyaci
gostermektedir. Ayrica morfolojik karakterler zaman zaman degiskenlik
gosterebilmekte ve dolayisiyla toksin {iretimi gibi baska bir 6zellikle desteklenmesi
gerekmektedir. Bunun yansira geleneksel yontemler toksijenik ve atoksijenik tiirlerin
ayriminda yetersiz kalmaktadir (Samson ve dig., 2007). Deoksiriboniikleik asit’i
(DNA) hedef alan Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR)’a dayali molekiiler
teknikler pahali olmalarina ragmen giin gegtikce daha iyi bir alternatif olmaktadir.
Cizelge 6.2’de Aspergillus tiirlerinin tayininde kullanilan molekiiler yontemler

gosterilmektedir.

Cizelge 6.2 : Mikotoksijenik Aspergillus tiirlerinin tayininde kullanilan molekiiler

yontemler.
Tayin Yontemi Kaynak
PZR Shapira ve dig., 1996
Farber ve dig., 1997
Criseo ve dig., 2001
Zachova ve dig., 2003
Yuvalanmis (Nested) PZR Manonmani ve dig., 2005
Coklu (Multiplex) PZR Sartori ve dig., 2006
AFLP Niessen ve dig., 2005
RAPD Brandt ve dig., 1998
Fungaro ve dig., 2004
Gergek zamanli (Real time) PZR Atoui ve dig., 2007
Mule ve dig., 2004
Kantitatif (Quantitative) PZR Perrone ve dig., 2006
RFLP Someshekar ve dig., 2004

DNA’y1 hedef alan PZR’ye dayali metotlar yiiksek spesifiklik ve hassasiyeti ile hizl
tayinler igin iyi bir alternatif olmaktadir. Ozellikle PZR saf kiiltiire olan ihtiyacin
Oniline gecerek analiz siiresini kisaltmakta ve gida 6rneklerinin analizi 3-4 saat gibi
kisa bir siire i¢inde tamamlanmaktadir (Gonzalez-Salgado ve dig., 2008). PZR ile saf
kiltlirlerin analizlenmesi de yaygindir fakat genellikle taksonomik, filogenetik

siiflandirma amaglidir (Paterson, 2006).

Niikleik asite dayali diger metotlar baslica rastgele arttirilmig polimorfik DNA
(RAPD-Random amplified polymorphic DNA) (Niessen ve dig., 2005), ¢ogaltilan
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par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP-Amplified fragment length polymorfism)
(Niessen ve dig., 2005), restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP-Restricted
fragment length polymorfism) (Niessen ve dig., 2005), gercek zamanli kantitatif PZR
(Niessen ve dig., 2005), multiplex PZR (Yang ve dig., 2004) ve PZR-ELISA (Grimm
ve Geisen, 1998) olarak sayilabilmektedir.

Bu metodoloji ana hatlartyla mikroorganizmadan DNA ekstraksiyonunu, PZR ile
amplifikasyonunu, hedef bolge genlerinin klonlanmasini, sekans analizi ve son
olarak da filogenetik bir yazilim yardimiyla izole edilen klonlarin

degerlendirilmesinden meydana gelmektedir.

PZR yontemi amplifikasyona ugrayacak DNA’ya spesifik dizayn edilen primerlere
dayanan bir yontemdir. Yontem ¢ogaltilacak bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki
baz dizilerine tamamlayict olan 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik
oligoniikleotid primer kullanilarak bu iki primer ile smirlandirilan bolgenin
cogaltilmasi prensibine dayanmaktadir. PZR ile hedef DNA pargasindan 10 kb (kilo
baz ¢ifti) ¢ogaltmak miimkiin olmaktadir. PZR iirlinlerinin karakterizasyonu icin
kullanilan en yaygin yontem jel elektroforezdir. Agaroz jel elektroforez, agaroz jel
igerisinde elektrik akimi ile DNA parcalarinin hareket ettirilmesi prensibi ile ¢aligir
ve DNA pargalariin biiyiikliiklerine gore ayrilmasi saglanir. Biiyiikliigii bilinen bir
veya birkag DNA parcas1 yardimiyla (marker DNA) elde edilen iiriinler kontrol
edilmektedir (Fairchild ve dig., 2006).

PZR kullanilarak DNA amplifikasyonu ile DNA sekans analizleri taksonomik
calismalarda kullanilan giiglii bir yontemdir. Aspergillus spp. tiirlerinin molekiiler
teknikler kullanilarak tanimlanmasinda ve filogenetik analizlerde ribozomal DNA
genlerinin (rDNA) kullanilmas1 biiyiik dneme sahiptir. Bunun sebebi rDNA’nin
yiiksek diizeyde konservatif genlere sahip olmasi ve ITS boliimleri arasina yerlesmis
olmalaridir (Henry ve dig., 2000). Bu genler 6karyot hiicrelerin niikleer genomunda
birbiri ard1 sira tekrarlayan {initeler seklindedir. Tekrarlayan her iinitede konservatif
boliimler ITS 1ve ITS 2 olarak isimlendirilen iki internal transcribed spacer ile
ayrilir. Sekil 6.2°de goriildiigii gibi bir rDNA {initesi genellikle eksternal transcribed
(ETS), 18S rDNA, internal transcribed spacer 1 (ITS 1), 5.8S rDNA, internal
transcribed spacer 2 (ITS 2), 28S rDNA ve non transcribed spacer (NTS)’den olusur
(Gtizeldag, 2007).
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Sekil 6.2 : rDNA gen organizasyon semasi (A) ve daire i¢ine alinan kismin
biiyiitiilmiis sekli (B) (Giizeldag, 2007).

Aspergillus spp. tiirlerinin PZR’a dayali tayin ve identifikasyonlari, 18S rDNA,
mitokondriyal DNA, intergenic spacer bolgesi (IGS) ve internal transcribed spacer
(ITS) bolgelerine dayanmaktadir. Sekans analizi ile rDNA’da 18S ve 28S rDNA
genlerinin arasinda yerlesmis internal transcribed region (ITS) baz diziliminin
belirlenmesi yaygin olarak son 15 yildir kullanilmaktadir. Hemen hemen biitiin
organizmalarda bulunmalari, mutasyona kars1i stabil olmalar1 ve tekrar etmek
suretiyle miktarlariin fazla olmasi nedeniyle hassasiyeti arttirarak diger molekiiler
hedeflere nazaran avantaj saglamaktadir (Hinrikson ve dig., 2005; Rodrigues ve dig.,
2007; Gonzalez-Salgado ve dig., 2008). Aspergillus spp. tiirlerinin PZR’a dayali
tayin ve tamimlama sitemlerinin 18S ve 28S rDNA bolgeleri hedef alinarak
tasarlanmasinda, bu bdlgelerin sekanslarinin ¢ok sayida kiif i¢in korunakli bir
durumda olmasi nedeniyle tiire 6zglin primer dizayn edilmesi zorlagmaktadir.
Bundan dolay1 daha ¢esitli olabilen ITS bdlgesinin kiif tiirlerinin identifikasyonunda

daha kullanigl oldugu kanitlanmistir (Sugita ve dig., 2004).

Yakin akraba olan kiif tiirlerinin ayriminda kullanilan diger bir yaklasim ise
aflatoksin biyosentezinde gorevli anahtar enzimlerin tretimindeki diizenleyici
genlerin hedef alinarak arastirilmasidir. Aflatoksijenik A. section Flavi iiyelerinin
belirlenmesinde kullanilan genler baslica afl, omt, aflD (norl), aflQ (ordl=ordA),
ver-1, apa-2 ve pksA olarak sayilabilmektedir (Shapira ve dig., 1996; Somashekar ve
dig., 2004; Manonmani ve dig., 2005; Rodrigues ve dig., 2009). Bugiine kadar A.
section Flavi iiyelerinin tayininde PZR kullanimi ile yapilmis ¢alismalar A. flavus, A.
parasiticus, A. nomius, A. oyrzae ve A. sojae tiirleri hedeflenerek gerceklestirilmistir
(Niessen, 2007). A. bombycis ve A. pseudotamarii tizerine yapilmis ¢alismalar heniiz

kaydedilmemistir.
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7. MATERYAL VE METOT

7.1 Kiif izolatlar

Calismada materyal olarak 57 adet Aspergillus section Flavi tiyesi kiif susu
kullanmilmistir.  Suglar, 2003-2004 yillar1 arasinda Ege Bolgesi’'nde kurutma
asamasinda toplanan 115 adet incir 6rneginden izole edilmistir. izolatlar ¢alisma
stiresince yatik Malt Eksrakt Agar (MEA-Oxoid) besiyerinde +4°C’de saklanarak

kullanilmis ve 6 ay araliklarla pasajlar1 yapilmistir.

7.2 Kiif izolatlarinin Molekiiler Yontemle identifikasyonu

Kuru incir 6rneklerinden izole edilmis 57 adet A. section Flavi tiyesi kiif susunun
identifikasyonu molekiiler ydntemle PZR kullanilarak yapilmistir. Izolatlarin tamami

analizleninceye kadar yatik MEA besiyerinde +4°C sicaklikta saklanmustir.

Kiif izolatlarinin Potato Dekstroz Agar (PDA) besiyerine 3 nokta ekimleri yapilmis
25°C’de 5 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen kiif
kolonilerinden 1 cm capinda diskler kesilerek 20 ml Potato Dekstroz Brot (PDB) s1vi
besiyeri iceren 30 ml hacimli vida kapakli tiiplere aktarilmig ve calkalamali
inkiibatorde 25°C 150 rpm hizda inkiibasyona birakilmistir. 2 giin inkiibasyon
sonunda sivi besiyeri Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilerek uzaklagtirilmistir
(Shapira ve dig., 1996). Kiif miselleri DNA izolasyonunda kullanilmak {izere

ependorf tiiplerine aktarilarak -80°C’de muhafaza edilmistir.

7.2.1 DNA izolasyonu ve PZR amplifikasyon protokolii

Kiif izolatlarmin genomik DNA ekstraksiyonu PZR fungal / bakteriyal DNA sistemi
(Zymo Research, Orange, CA, USA) ile iiretici protokolii dogrultusunda yapilmuistir.
Ektrakte edilen tiim genomik DNA 6rnekleri Aspergillus cinsinin 18S ve 28S rDNA
(ribozomal DNA) bdlgesini ¢ogaltmak amaciyla dizayn edilmis ITS 1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS 4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’) primer ¢ifti kullanilarak PZR (Biometra T professional thermocycler, Goettingen,
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Germany) ile cogaltilmigtir. PZR amplifikasyon protokol basamaklar1 asagida
verilmistir: 1 siklus 95°C’de 5 dakika; 30 siklus 95°C’de 1 dakika (denatiirasyon),
55°C’de 1 dakika (baglanma) ve 72°C’de 1 dakika 40 saniye (uzama) ve son olarak
72°C’de 10 dakikadir. DNA’nin ¢ogaltilmasinda PZR reaksiyon hacmi; 1 pl hedef
DNA, her bir primerden 1 pl, 5 pul 10 x PZR tamponu, 4 ul MgCI2 (25 mM), 1 pul
dNTP (deoksiniikleosid trifosfataz) ve 0,5 ul Taqg DNA polimeraz enzimi igermek
suretiyle toplam 50 pl’dir. Bu protokol ile yaklasik olarak 600 baz c¢ifti (bp)
biiyiikliigiinde DNA bolgesi ¢ogaltilmistir.

7.2.2 Agaroz jel elektroforezi

Hem DNA izolasyonu hem de PZR amplifikasyonu sonrasi {iriinlerin kontrolii agaroz
jel elektroforezde yiiriitiilerek gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR {iriinleri buz
icerisinde bekletilmistir. 0,5 g agaroz, 50 ml TBE (45 mM Tris-borat ve 1 mM
EDTA) igerisinde 1,5 dakika mikrodalgada isitilarak eritilmis ve 50°C’ye soguyan
jele 2,5 pl etidyum bromiir ilave edilip tarak yerlestirildikten sonra jel aparatina
dokiilerek donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra ilk goéze 2-3 pl kadar DNA
izolasyon irilinlerinin kontrolii i¢in Lambda/HindlIl Marker DNA ve PZR
amplifikasyon iirtinlerinin kontrolii i¢in ise PhiX174 DNA/BsuRI HAEIIl Marker
DNA, diger gozlere ise 1 pl boya ve 5 pl 6rnek karigtirilarak yiiklenmis ve 15 dakika

stireyle 120 volt akim uygulanarak elektroforez gergeklestirilmistir.

7.2.3 Sekans analizi

DNA amplifikasyonundan sonra dizi analizi (sekans analizi) ABI PRISM 3100-
Avant marka otomatik sekans analizatorii kullanilarak yapilmistir. 18S sekans
analizleri i¢in ITS 1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) veya ITS 4 (5°
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerlerinden birisi kullanilmistir. Sekans
dizilimi Finch TV (Versiyon 14) yazilim programu ile tespit edilmistir. Bu sekilde
Electropherogram veri kalitesi gorsel anlamda teyit edilerek sekanslarin manuel
olarak tespiti saglanmistir. Kiif izolatlarmin identifikasyonu, kismi 18S rDNA’ya ait
olan sekans dizilim sonuglarinin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
analizleri NCBI (GenBank USA) gen bankasindaki mevcut Gen Bank
koleksiyonunda bilinen ribozomal sekans sonucglar1 ile karsilastirilarak

gerceklestirilmistir (Kumar ve dig., 2004).
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7.3 Kiif izolatlarinin Besiyerinde Mikotoksin Olusturma Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Calismada izole edilen 57 adet A. section Flavi kiif susunun besiyerinde aflatoksin ve
siklopiazonik asit (CPA) olusturma potansiyellerinin belirlenmesinde yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC), B-nitropropionik asit (BNP) olusturma
potansiyellerinin  belirlenmesinde ise ince tabaka kromatografisi (TLC)

kullanilmistir.

7.3.1 Spor siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Identifiye edilen A. section Flavi saf kiiltiirlerinden yatik MEA besiyerine alinmis ve
25°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplerde daha énceden
hazirlanmis olan steril 10 ml % 0,05 Tween 20 ¢ozeltisine aseptik sartlarda steril bir
0ze yardimiyla agar1 zedelemeden kiif sporlar1 aktarilmis ve tiipler tiip karistiricida
karistirilmistir. Kiif sporlart Thoma lami kullanilarak mikroskopun 40°lik objektifi
altinda  sayilmistir. 1-5x10°  cfu/ml  olacak sekilde hazirlanan spor

siispansiyonlarindan segilen besiyerine tek spor olacak sekilde ekimleri yapilmaistir.

7.3.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile aflatoksin tayini

A. section Flavi izolatlarinin besiyerinde aflatoksin olusturma potansiyellerinin
belirlenmesinde aflatoksin liretimini en 1yi sekilde saglayan Yeast Ekstrakt Sukroz
Agar (YES) besiyeri kullanilmistir (Bragulat ve dig., 2001; Klich, 2007). YES
besiyeri 55 mm c¢apindaki petri kutularina 5 ml olacak sekilde dokiildiikten sonra
Aspergillus section Flavi izolatlarinin % 0.05 Tween 20 ¢ozeltisinde 1-5x10° cfu/ml
olarak hazirlanan spor siispansiyonundan tek spor olacak sekilde merkezi tek nokta
ekim yapilmis ve 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra sonra
baslica Stroka ve dig. (2000) ve AOAC 999.07 (AOAC, 2000)’de belirtilen

yontemler izlenmistir.

7.3.2.1 Aflatoksin standartlarinin hazirlanmasi

1 ml’lik ampul aflatoksin standardi (Supelco; 46304-U) metanol igerisinde ¢ozlinmiis
olarak 0,3 pg/ml aflatoksin By, G, ve 1 pg/ml aflatoksin B1, G; igcermektedir.
Aflatoksin standardinin 0,5 ml’si almarak 5 ml’lik balon jojede metanolle
seyreltilmis ve 2. asama standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. HPLC’de kalibrasyon

grafiginin c¢izilebilmesi i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri, 2. asama standart ¢ozeltisinden
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gerekli miktarlarin alinarak balon jojede metanol:su (20:30, HA) ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. Herbir toksin i¢in 7 farkli konsantrasyonda kalibrasyon c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kalibrasyon ¢dzeltilerinin igerdikleri aflatoksin miktarlar1 Cizelge
7.1°de goriilmektedir. Hazirlanan standart g¢ozeltilerinin HPLC enjeksiyonlart 3
paralelli olarak yapilmistir. Lineer regresyon y=ax+b kullanilarak kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayisi (RZ), G, 0,99955; G; 0,99978; B, 0,99892 ve B; icin
0,99877 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 7.1 : Aflatoksin kalibrasyon ¢dzeltileri ve igerdikleri toksin miktarlari.

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 2. asama | MeOH | Saf su
(ng/mi) td. (ul) | (ul I

B, B, G, G, std. (u) | (ub) (uD)
0,40 0,12 0,40 0,12 20 1980 3000
1,00 0,30 1,00 0,30 50 1950 3000
2,00 0,60 2,00 0,60 100 1900 3000
3,60 1,08 3,60 1,08 180 1820 3000
7,20 2,16 7,20 2,16 360 1640 3000
10,80 3,24 10,80 3,24 540 1460 3000
14,40 4,32 14,40 4,32 720 1280 3000

7.3.2.2 Geri kazanim oranlarinin belirlenmesi

Aflatoksin Bj, G;, B, ve Gy’nin besiyerinde geri kazanim oranlarinin belirlenmesi
amaciyla 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan toksin ¢ozeltileri besiyerlerine ilave
edilmis, 25°C’de 24 saat karanlikta bekletildikten sonra analize alinmistir (Bragulat
ve dig., 2001). Ornekte aflatoksin konsantrasyonu B; ve G; i¢in 15 ng/ml; 30 ng/ml;
60 ng/ml; B, ve G; i¢in ise 4,5 ng/ml, 9 ng/ml, 18 ng/ml olacak sekilde standart ilave

edilmistir.

7.3.2.3 Aflatoksin ekstraksiyonu

Aflatoksin analizlerinde Stroka ve dig. (2000) ve AOAC 999.07 (AOAC, 2000)’de
belirtilen yontemler uygulanmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik
veya HPLC kalitededir, kullanilan immunoafinite kolonlar1 (Aflatest®) Vicam
firmasindan temin edilmistir. Onceden aseton’dan (teknik) gecirilmis ve 200°C’deki
sterilizatorde 4 saat boyunca sterilize edilmis cam kavanozlara petri icerikleri
bosaltilarak tizerine 1 g sodyum kloriir (NaCl) ve 60 ml metanol:su (80:20, HA) ilave
edilerek mekanik c¢alkalayicida 60 dakika siireyle 150 rpm hizda calkalanmistir.
Karisim Whatman No 4 filtre kagidindan siliziilmiistiir. Immunoafinite kolonda (IAK)

saflagtirma igleminden 6nce kolonun kosullandirilmasi fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
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kullanilarak yapilmistir. PBS 900 ml ultra saf su igerisine 0,2 g potasyum klorit, 0,2
g potasyum dihidrojen fosfat, 1,16 g susuz disodyum hidrojen fosfat ve 8 g sodyum
klorit ilave edilerek ¢oziindiiriildiikten sonra 0,1 M hidroklorik asit (HCI) veya 0,1 M
sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak pH 7,4’e ayarlanarak ve ultra saf su ilavesi ile
cozelti hacmi 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir. 15 ml PBS gecirilerek
kosullandirilmis immunoafinite kolondan 6nce 1,5 ml filtrat ve sonra 9 ml PBS
dakikada 2-3 ml hizda gegirilmistir. Ardindan kolon 15 ml saf su gegirilerek
yikanmistir. Kolon 10 ml’lik tiipe alinarak tizerinden 500+750 pl metanol yergekimi
yardimiyla gegirilmis ve lizerine 1750 ul saf su ilave edilerek HPLC ile analiz

edilmistir.

7.3.2.4 Aflatoksin analizi yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
kosullar:

Aflatoksin analizlerinde kullanilan Agilent 1100 serisi HPLC cihazinin 6zellikleri ve
kosullar1; tespit eksitasyon dalga boyu 360 nm (Aex) ve emisyon dalga boyu 420 nm
(Aem)’dir. Floresans dedektor ile ayirim ise ODS-C18 250 mmx4,6 mm, 5 pm
partikiil ¢capl ters faz kolonda (Hypersil) gergeklestirilmistir. Mobil faz 110 pL %
65’lik nitrik asit ve 132 mg potasyum bromid (KBr) ilave edilmis
su/asetonitril/metanol (60+20+30, HA) karisim1 olup akis hizi 1 ml/dak’dir. KBr ile
kolon sonrasi tiirevlendirme KoBra-cell (Rhone Diagnostic, Glasgow, UK) ile 100
pA akim uygulanarak gerceklestirilmistir. Ornek enjeksiyon hacmi 100 pl’dir.
Kolonda alikonma siireleri aflatoksin B; icin yaklasik 11 dakika, aflatoksin B, igin 9
dak., aflatoksin G; i¢in 8 dak ve aflatoksin G, i¢in 7 dak.’dir. Mobil faz ve
enjeksiyon ¢ozgeni kullanilmadan once Sartolon 25006-47-N (0,45 pm) filtre ile
stizlilmistir. Veriler Chemstation 3D yazilim programi ile degerlendirilmistir.

Miktar hesab1 denklem 7.1°e gore yapilmistir.

ng AF/g= Csmp X SXE /(W X A) (7.1)
Csmp: Enjeksiyonda HPLC’de okunan AF miktar1 (ng/ml)

S: Ekstrakt ¢6zgeninin hacmi (ml)

E: Immunoafinite kolondan 6rnek toplama hacmi (ml)

W: Ornek agirlig: (g)
A: Immunoafinite kolondan ge¢irilen miktar (ml)

7.3.3 HPLC ile siklopiazonik asit tayini

A. section Flavi izolatlarinin besiyerinde siklopiazonik asit (CPA) olusturma

potansiyellerinin belirlenmesinde CPA iiretimini en 1iyi sekilde destekledigi
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belirlenmis Czapek Yeast Ekstrakt Agar (CYA) besiyeri kullanilmigtir (Bragulat ve
dig., 2001). 55 mm c¢aplh petrilere 5 ml CYA dokiilerek hazirlanan besiyerlerine
bolim 7.3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan spor siispansiyonlarindan tek spor
olacak sekilde merkezi tek nokta ekim yapilmis ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona
birakilmistir. Bu agamadan sonra sonra baslica Urano ve dig. (1992), Hayashi ve

Yoshizawa (2005) belirtilen yontemler izlenmistir.

7.3.3.1 Siklopiazonik asit standartlarinin hazirlanmasi

Toz haldeki CPA (Sigma C1530, > % 98 saflikta) standardina 4 ml metanol ilave
edilerek yaklasik 10 pg/ml konsantrasyonunda CPA stok c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Stok c¢ozeltinin konsantrasyonu spektrofotometre kullanilarak tespit edilmistir.
Spektrofotometrenin  kalibrasyonu AOAC  970.44’deki  aflatoksin  standart
¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in Onerilen yontem kullanilarak yapilmistir (AOAC,
2000). Potasyum dikromatin 0,009 M siilfiirik asit igerisinde 0,25 mM, 0,125 mM ve
0,0625 mM cozeltileri hazirlanmis ve 285 nm dalga boyunda absorbans degerleri (A)
Ol¢iilmiis ve herbir konsantrasyon i¢in molar absorptivitesi [¢ = (A x 1000) /
konsantrasyon (mM)] hesaplanmistir. Olciim sonunda elde edilen ii¢ & degerinin
ortalamast kullanilarak diizeltme faktorii (correction factor, CF = 3160 / ¢)
bulunmustur (Bu faktoriin 0,95’ten kiicliik ve 1,05’den biiyiik olmasi durumunda
kullanilan cihaz veya teknigin kontrol edilmesi gereklidir). Spektrofotometrenin
kalibrasyonu tamamlandiktan sonra CPA stok ¢ozeltisinin de ayni dalga boyunda
absorpsiyon degeri dl¢iilmiis ve ¢ozeltinin konsantrasyonu pg CPA/ml=(AxMolekiil
agirlhign (CPA)x1000)/e formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Bu denkleme gore
hazirlanan iki farkli stok c¢ozeltisinin konsantrasyonu 10,48 pg/ml ve 12,15 pg/ml
olarak hesaplanmigtir. CPA stok c¢ozeltileri karanlikta ve —18°C’de muhafaza

edilmistir.

Stok c¢ozeltiden 10 pg/ml konsantrasyonunda enjeksiyon ¢bdzgeni olan
asetonitril:0,05 M amonyum asetat tampon ¢ozeltisi (80:20, HA) igerisinde 2. asama
standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. 7 farkli konsantrasyonda kalibrasyon c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kalibrasyon ¢dzeltilerinin icerdikleri CPA miktarlar1 Cizelge 7.2°de
gorilmektedir. Hazirlanan standart g¢ozeltilerinin HPLC enjeksiyonlar1 3 paralel
olarak yapilmistir. Lineer regresyon y=ax+b kullanilarak kalibrasyon egrisinin

korelasyon katsayisi (R%) CPA icin 0,99854 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 7.2 : CPA kalibrasyon ¢ozeltileri ve igerdikleri toksin miktarlari.

Kalibrasyon c¢ozeltilerinin | Calisma standardindan | Enjeksiyon ¢ozgeni
konsantrasyonu (ng/ml) alinan miktar (ul) miktari (ul)
50 25 4975
100 50 4950
200 100 4900
500 250 4750
750 375 4625
1000 500 4500
5000 2500 2500

7.3.3.2 Geri kazamim oranlarinin belirlenmesi

CPA’nin besiyerinde geri kazanim oranlarinin belirlenmesi amaciyla 4 farkli
konsantrasyonda hazirlanan toksin ¢ozeltileri besiyerlerine ilave edilmis ve 25°C’de
24 saat karanlikta bekletildikten sonra analize alinmistir (Bragulat ve dig., 2001).
Ornekte 50 ng/ml; 100 ng/ml; 200 ng/ml ve 500 ng/ml konsantrasyon diizeyinde
CPA olacak sekilde ilave edilmistir.

7.3.3.3 Siklopiazonik asit ekstraksiyonu

Siklopiazonik asit ekstraksiyonunda kullanilan yontem sivi-sivi  ekstraksiyon
yontemidir ve Urano ve dig. (1992), Hayashi ve Yoshizawa (2005)’da belirtilen
yontemler esas almarak uygulanmistir. Calismada analitik veya HPLC kalitede
kimyasal maddeler kullanilmigtir. Petri igerikleri Onceden aseton (teknik) ile
calkalanmis ve 200°C’deki sterilizatorde 4 saat boyunca steril edilmis cam
kavanozlara bosaltilarak tizerine 100 ml MeOH:% 2 NaHCO3; (70:30, HA) ilave
edilerek mekanik c¢alkalayicida 60 dakika siireyle 150 rpm hizda karigtirilmistir.
Karisim Whatman No 1 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden 50 ml ayirma
hunisine alinarak {izerine 50 ml hekzan ilave edilmis, 1 dakika yavasca
calkalandiktan sonra fazlarin ayrilmasi beklenmistir. Alt faz baska bir ayirma
hunisine aktarilmis tizerine 50 ml % 10’luk KCI ¢ozeltisi eklenerek 6 N HCI ile
pH’s1 2’ye ayarlanmistir. Son olarak ayirma hunisi kullanilarak iki defa 50 ml
kloroform ile ekstraksiyon yapilmistir. Kloroformlar birlestirilip 10 g susuz sodyum
siilffat bulunan kaba filtre kagidindan siiziilerek balon icerisinde toplanmis ve
40°C’de doner buharlastiricida ugurulmustur. Ardindan balonlar 4 ml kloroform ile
yikanarak ekstraktlar tiiplere aktarilmis ve kloroform azot gazi altinda ugurulmustur.
Tip igerisindeki kalint1 3 ml mobil faz i¢inde ¢oziilmiis ve HPLC enjeksiyonlari

yapilmustir.
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7.3.3.4 Siklopiazonik asit analizi HPLC kosullari

Siklopiazonik asit analizlerinde kullanilan Agilent 1100 serisi HPLC cihazinin
Ozellikleri ve kosullar1 soyledir. Analiz mobil faz olarak asetonitril:amonyum asetat
buffer (0,05 M, pH 5) (80:20, HA); DAD dedektor (279 nm), LiChrosorb -NH; 250
mmx2,1 mm, 5 pm partikiil ¢apli kolon (Supelcosil) kullanilarak 1 ml/dak akis hiz1
ile 250C°de gergeklestirilmistir. Amonyum asetat buffer’in pH’s1 asetik asit veya
amonyak kullanilarak ayarlanmistir. Ornek enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Kolonda
alikonma siiresi yaklasik 5 dakikadir. Mobil faz ve enjeksiyon ¢ézgeni kullanilmadan
once Sartolon 25006-47-N (0,45 um) filtre ile stiziilmiistiir. Veriler Chemstation 3D
yazilim programi ile degerlendirilmistir. Miktar hesabi1 denklem 7.2°ye gore

yapilmustir.
ng CPA/g= X x (TV/Iv) x (1xW) (7.2)

X: Enjeksiyonda HPLC’de okunan CPA miktar (ng)
Tv: Ekstraktin ¢oziildiigli mobil faz hacmi (ul)

Iv: Enjeksiyon hacmi (ul)
W: Ornek agirligi (g)

7.3.4 ince tabaka kromatografisi (TLC) ile p-nitropropionik asit tayini

Aspergillus section Flavi izolatlarinin besiyerinde BNP olusturma ozelliklerinin
belirlenmesi Wei ve dig. (1984)’ne ait ekstraksiyon ve Frisvad ve Thrane (1987)’e
gore TLC yontemlerinin modifikasyonuyla gerceklestirilmistir. Izolatlarin % 0.05
Tween 20 ¢ozeltisinde 1-5x10° cfu/ml olacak sekilde hazirlanan spor
siispansiyonundan tek spor olacak sekilde Potato Dekstroz Agar (PDA) besiyerine
merkezi tek nokta ekim yapilmis ve 7 giin 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda gelisen kiif kolonisinden yaklagik 10x10 mm ¢apinda kesilip 100 ml Potato
Dekstroz Brot (PDB) sivi besiyeri igeren tiiplere aktarilmis ve 25°C’de tekrar
inkiibasyona birakilmistir. 7 giin sonunda sivi besiyeri Whatman No.1 filtre
kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiniin pH’s1 6 N HCl ile 2-3’e ayarlanmistir. Ardindan
slizlintli ayirma hunisine aktarilarak 100 ml etil asetat ile iki kere ektrakte edilmistir.
Balon icerisinde toplanan ekstraktlar 10 g susuz sodyum siilfat iceren filtre
kagidindan siiziilmiis ve siiziintii 40°C’de doner buharlastiricida ugurulmustur. Balon
4 ml etil asetat ile yikanarak ekstraktlar tiipe aktarilmis, etil asetat azot gazi altinda
ucurulmustur. Kalint1 2 ml kloroform:metanol (2:1, HA) igerisinde ¢oziildiikten
sonra silika jel 60 aliiminyum TLC plakalarina (Merck, 5554) 60 pl olarak

spotlanmustir.
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Plakalara 6rnek ekstrakt: ile birlikte kantitatif analiz amaciyla hazirlanan BNP stok
cozeltisinden de spotlanmistir. Stok ¢o6zelti 10 ppm konsantrasyonunda olacak
sekilde toz haldeki BNP (Sigma N5636, >% 97 saflikta) standardinin
kloroform:metanol (2:1, HA) i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Plakalara 6rnek
ekstraktt ile Dbirlikte miktarin  belirlenmesi amaciyla 10 ppm BNP
konsantrasyonundaki standart ¢ozeltisinden 1-3-5-7-10 pl spotlanmigtir. Plakalar
toluen-etil asetat-% 90 formik asit (5:4:1, HA) ¢ozgen sistemi kullanilarak

gelistirilmistir.

BNP toksininin gozle goriilebilir hale gelmesi i¢in diazotize p-nitroanilin reaktifi [6,5
ml % 2,5 NaNO2 (su iginde) ve 100 ml % 0,3 paranitroanilin (1 N HCI i¢inde)] ile
sprey edilmistir. Plakalar kuruduktan sonra sarimsi-turuncu renk olusturan spotlar
pozitif olarak degerlendirilmistir. Renk siddetine gore standartlar ile karsilastirilarak
miktar hesab1 denklem 7.3’e gore gerceklestirilmistir (Bailly ve dig., 2005;

Vaamonde ve dig., 2006).

ug BNP/kg = (SxYXV)/(XxW) (7.3)
S: Ornek ekstraktiyla ayni siddetteki BNP standart miktar1 (ul)

Y: BNP standartinin konsantrasyonu (png/ml)

V: Ornek ekstraktinin seyreltme miktari (pl)

X: S miktardaki mikotoksin standartiyla ayni siddeti veren 6rnek miktar: (pul)
W: Ayirma hunisine aktarilan sividaki 6rnek miktar

7.4 Aspergillus Section Flavi Uyelerinin Kuru Incirde Toksin Olusturma
Ozelliklerine Sicakhik Ve Zamanin Etkisinin Belirlenmesi

Kuru incirde Aspergillus section Flavi tiyelerinin aflatoksin ve siklopiazonik asit
olusturma 6zelliklerine sicaklik ve zamanin etkisinin incelenmesi amaciyla 5 farkli
kiif susu besiyerinde toksin iiretim Ozellikleri dikkate alinarak secilmistir. Secilen

suslarin 6zellikleri sirasiyla asagida listelenmistir.

e AFB;, AFB; ve CPA’y1 farkli miktarlarda tireten 2 adet Aspergillus flavus

susu
e AFB;, AFB,, AFG; ve AFG; iireten 1 adet Aspergillus parasiticus susu

e AFB;, AFB;, AFG;, AFG; ve CPA’y1 birlikte tireten ladet Aspergillus

parasiticus susu

e Yalnizca CPA treten 1 adet Aspergillus tamarii susu
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Secilen kiif suslari ile asilanan incir 6rnekleri 20°C, 25°C, 27,5°C, 30°C, 35°C ve
40°C olmak iizere 6 farkli sicakliktaki etiivlerde inkiibe edilmis ve 1., 3., 7. ve 14.

giinlerde aflatoksin ve CPA analizleri gerceklestirilmistir.

7.4.1 Orneklerin hazirlanmasi ve asilama calismalari

Asilama c¢alismalarinda kullanilmak tlizere Ege Bolgesi’nden temin edilen incir
orneklerinde aflatoksin ve CPA analizleri yapilmis ve negatif oldugu belirlenen incir
ornekleri kiyma makinesinden gegirilerek % 50 oraninda steril su ile stomacher
cihazinda (Stomacher 400, Seward Medical) homojenize edilmistir. Homojen incir
orneklerine 6 Kilogray (kGy) diizeyinde 1sinlama uygulanmis (Gama Pak A.S.,
Cerkezkdy) ve 1sinlanan Ornekler asilama calismalarinda kullanilmak iizere
buzdolabinda saklanmistir. Asilama c¢alismalarinda kullanilacak incir 6rneklerinin su
aktivitesi aseptik kosullarda steril su ile 0,98’e ayarlanmig ve 10 g’lik porsiyonlar
halinde petri kutularina dokiilmiistiir. Su aktivitesi Decagon Pawkit marka su
aktivitesi tayin cihaziyla 25°C sabit sicaklikta 6l¢iilmiistiir. B6lim 7.3.1°de anlatilan
sekilde hazirlanmis spor siispansiyonu ile incir ornekleri aseptik kosullarda 1-5x10°
cfu/ml olacak sekilde inokiile edilmistir. Asilanan Orneklerin 14 giin siirecek
inkiibasyonu sirasinda su aktivitesinin sabit kalmasi i¢in petri kutular1 Tupperware
marka kaplar i¢inde etiiv’e yerlestirilmistir. Kaplarin igerisinde gliserol ile 0,98 su
aktivitesine ayarlanmis steril su kullanilarak ortamin bagil neminin dengede olmasi
saglanmigtir. Belirlenen sicakliklar ve inkiibasyon siireleri sonunda AF ve CPA

analizleri gergeklestirilmistir.

7.4.2 Kuru incir orneklerinde aflatoksin analizleri

Kuru incir 6rneklerinde aflatoksin analizi ekstraksiyon asamasindaki farklilik disinda
bolim 7.3.2°de anlatildig1 gibi HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon,
orneklerin paslanmaz ¢elik karistiricida (Waring blender) metanol:su (80:20, HA)

¢Ozgen sistemi ilavesiyle 3 dakika yiliksek hizda karistirilmasi ile gerceklestirilmistir.

7.4.3 Kuru incir 6rneklerinde siklopiazonik asit tayini

Kuru incir 6rneklerinde siklopiazonik asit tayini birka¢ farklilhik disginda bolim
7.3.3’de anlatildign gibi HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon,
orneklerin paslanmaz ¢elik karigtiricidda (Waring blender) 40 ml metanol:% 2

NaHCO3 (70:30, HA) ¢6zgen sistemi ilavesiyle 3 dakika yliksek hizda karistirilmasi
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ile gerceklestirilmistir. Whatman No 1’den filtre edilip, hekzan ile yag ayrimi
gerceklestirilen ornek filtratina 0,05 M kursun asetat ¢ozeltisinden 10 ml ilave
edilmis ve kaba filtre kdgidindan siiziildiikten sonra siiziintii 25 ml kloroform ile iki
kere ekstrakte edilmistir. Bunun disindaki basamaklar metot boliimiinde belirtildigi
sekilde uygulanmistir. Kuru incir orneklerinde CPA analizlerinde SHIMADZU
10Avp serisi HPLC cihaz1 kullanilmgtir.

7.5 Istatistiksel Analiz

Segilen izolatlarin kuru incirde toksin olusturma 6zellikleri tek yollu varyans analizi
(ANOVA) testi ile incelenmistir. Izolatlarmn aflatoksin ve siklopiazonik asit
olusturmalarma sicaklik, siirenin etkisi ve aralarindaki iliski ise faktoriyel (¢ok
faktorlii) desen yontemi ile incelenmistir. Degiskenlerin gosterdigi farklilik LSD
coklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS programi

(Versiyon 17) kullanilarak yapilmistir.
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8. BULGULAR VE TARTISMA

8.1 Kuru Incir Orneklerinden Izole Edilen Aspergillus Section Flavi Uyelerinin
Molekiiler Identifikasyonu

Ege Bolgesi’nde yedi farkli yoreden kurutma asamasinda toplanan kuru incir
orneklerinden izole edilmis 57 adet A. section Flavi iiyesi izolatin molekiiler
identifikasyonu i¢in ribozomal deoksiriboniikleik asit (rDNA) iizerindeki ITS ve
5.8S bolgelerine yonelik sekans analizleri yapilmigtir. Bu amagla ITS 1 ve ITS 2
(Internal Transcribed Spacer) bolgeleri ile 5.8S bolgesine 6zgiin olarak tasarlanan
primerler kullanilarak sekans analizleri ger¢eklestirilmistir. Sekil 8.1°de Ribozomal

DNA’da hedef bolgeler ve ITS 1, ITS 4 primerleri goriilmektedir.

i 181 3/
f 18S iTs1 | 5.88 288 §

’ -—— 4
ITS4

Sekil 8.1 : Calismada kullanilan ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile hedef alinan fungal
ribozomal DNA nin sematik goriintiisii (Edwards ve dig., 2002).

Kiif izolatlarmin DNA izolasyonu ve Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
amplifikasyonu bolim 7.2.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Sekil 8.2°de
57 adet izolatin genomik DNA ekstraksiyonunun PZR ile amplifikasyon isleminin
karakterizasyonu amaciyla uygun biiyiikliikte isaretleyici (marker) DNA kullanilarak

yapilan agaroz jel elektroforez fotografi goriilmektedir.
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M1 2345678 9101 M 121314 151617 18 19 20 212223 M 24 25 26 2728 29 30 31

LI L1 LRl Bl Ad

LA AL Aalad A AL A A A J

M 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 M4344 4546 4748 49 50 51 52 53 54 M 55 56 57

Sekil 8.2 : izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez fotografi (Sira
M, marker DNA (Lambda/HindIII); Sira: 1-7; 9-24; 26-28; 30; 32-35;
37-41 ve 43-57 A. flavus, Sira: 8; 25; 31; 36; 42 A. parasiticus, Sira 29 A.
tamarii).

Genomik  DNA  izolasyonu  sonrasinda  izolatlarm  ITS 1 (5°-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS 4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’) primerleri kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonu sonucunda ITS 1, ITS 2

bolgeleri, 5.8S bolgesinden yaklasik 600 baz ¢ifti (bp) biiyiikliigiinde bir parca

cogaltilmigtir. Sekil 8.3’de Aspergillus section Flavi izolatlariin 600 bp’lik

fragmentinin karakterizasyonuna ait agaroz jel elekroforez fotografi goriilmektedir.

M 1234567891011 M 1213 14 1516 17 18 19 20 2122 M 2324252627 282930 31 32

e —600bp

— 600 bp

33343536 373839404142 M 43 44 4546 47 48 49 50 51 52 53 54 M 55 56 57

Sekil 8.3 : ITS 1 ve ITS 4 primerleri kullanilarak ¢ogaltilan ITS ve 5.8S bolgelerinin
agaroz jel elektroforez fotografi (Sira M, marker DNA (PhiX174
DNA/BsuRI HAEIII); Sira: 1-7; 9-24; 26-28; 30; 32-35; 37-41 ve 43-57
A. flavus, Sira: 8; 25; 31; 36; 42 A. parasiticus, Sira 29 A. tamarii).

Izolatlarin ITS ve 5.8S rDNA bélgesine ait 600 bp’lik iiniteleri cogaltildiktan sonra

tanimlanmalar1 amaciyla dizi analizi bolim 7.2.3.1’de anlatildigt  gibi

gerceklestirilmistir. Siniflandirma analizinde ITS 1 ve ITS 2 sekanslar1 temel

almarak ¢oklu niikleotid dizi analizi gerceklestirilmistir. Izolatlarin niikleotid sekans
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dizilimi MEGA sekans analizi programi (Versiyon 4) ile tanimlanmistir (Kumar ve
dig., 2004). Sekil 8.4’de primer pik degerlerinin ve ait oldugu bazlarin

elektroferogram grafigine bir 6rnek goriilmektedir.

240 260 270 290 300
STGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT GT GT GAGAGAGAGAGAGAGAGA GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

Sekil 8.4 : Dizi analizi sonrast MEGA sekans analizi programi yardimiyla elde
edilen elektroferogram grafigi.

Tirlerin tammmlanmasi, orneklere ait sekanslar ile referans kiiltiirlerin bilinen kismi
5.8S rDNA bolgelerine ait baz dizilimlerinin BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) programi kullanilarak karsilagtirilmasiyla gerceklestirilmigtir.  Sekans
sonuglarinin karsilastirilmasinda referans olarak secilen Aspergillus tiirleri ve
kullanilan rDNA’ya ait ITS bolgelerinin  biyiikliikleri Cizelge 8.1°de
gosterilmektedir. Calismada kullanilan tiim suslarin, dnceki ¢alismada (Heperkan ve
Karbancioglu-Giiler, 2009) morfolojik ve fenotipik karakterlerine gore A. section
Flavi tiyesi olduklari belirlendiginden referans kiiltiir olarak sadece A. section Flavi

iyesi olan tiirler se¢ilmistir.

Cizelge 8.1 : Referans kiiltiir olarak kullanilan Aspergillus tiirleri.

Aspergillus spp. Referans Izolat Kodu Baz biiyiikliigii (bp)
A. flavus ATCC 16883 595
A. oryzae ATCC 4814 555
A. parasiticus NRRL 2999 576
A. sojae IFO 4386 576
A. tamarii JCM 2259 579
A. pseudotamarii NRRL 25517 598

Kiif izolatlarmin ITS 1 ve ITS 4 primerleri kullanilarak belirlenen baz dizilimlerinin
referans kiiltiirler ile karsilagtirmasindan elde edilen benzerlik oranlar1 Cizelge 8.2°de
gortldiigli gibi % 95 ile % 99 arasinda degismektedir. % 95’in altinda benzerlik
oranma sahip Orneklerin analizleri, PZR amplifikasyonu basamagindan itibaren
tekrar edilmistir. Mikrobiyal ¢esitlilik agisindan bakildiginda tiim suslarin hem ITS

hem de 5.8S bolgelerine ait DNA sekanslari ile veritabanindaki sekanslar arasindaki
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benzerlik oraninin yiiksek oldugu belirlenmistir. Hedef bolgelerin amplifikasyonu

sonucu referans kiiltiirler ile farklilig1 karsilastirilan baz ¢ifti sayis1 5°dir.

Cizelge 8.2 : Aspergillus section Flavi izolatlarmin molekiiler identifikasyonu.

Referans Referans
izolat Kiiltiire Referans izolat Kiiltiire  Referans
Sira Benzer Baz Kiiltiir_e Tiir Sira Benzer Baz Kiiltiirg Tiir
No Sayisi* Benzerlik No Sayisi* Benzerlik
ITS 1TSS (%) ITS ITS (%)
1 2 1 2

1 3 3 99 A. flavus 30 2 2 98 A. flavus
2 3 3 99 A. flavus 31 2 1 96 A. parasiticus
3 3 3 99 A. flavus 32 2 1 95 A. flavus
4 3 3 99 A. flavus 33 3 2 99 A. flavus
5 3 3 99 A. flavus 34 2 2 97 A. flavus
6 3 3 99 A. flavus 35 4 95 A. flavus
7 3 3 99 A. flavus 36 3 3 99 A. parasiticus
8 3 3 98 A. parasiticus | 37 2 3 95 A. flavus
9 3 3 99 A. flavus 38 4 2 99 A. flavus
10 3 3 99 A. flavus 39 3 5 99 A. flavus
11 3 3 99 A. flavus 40 2 2 97 A. flavus
12 3 3 99 A. flavus 41 2 3 97 A. flavus
13 3 3 98 A. flavus 42 1 3 98 A. parasiticus
14 3 3 98 A. flavus 43 1 2 99 A. flavus
15 2 2 95 A. flavus 44 2 2 97 A. flavus
16 2 2 98 A. flavus 45 2 3 99 A. flavus
17 2 2 95 A. flavus 46 2 3 98 A. flavus
18 2 1 96 A. flavus 47 3 2 99 A. flavus
19 2 2 95 A. flavus 48 3 2 99 A. flavus
20 3 1 98 A. flavus 49 2 2 95 A. flavus
21 2 3 98 A. flavus 50 3 3 99 A. flavus
22 3 2 99 A. flavus 51 3 3 98 A. flavus
23 2 2 97 A. flavus 52 2 2 99 A. flavus
24 3 5 99 A. flavus 53 3 2 99 A. flavus
25 3 1 95 A. parasiticus || 54 2 1 97 A. flavus
26 3 3 99 A. flavus 55 3 4 99 A. flavus
27 3 2 99 A. flavus 56 2 1 98 A. flavus
28 1 3 95 A. flavus 57 2 2 98 A. flavus
29 3 3 99 A. tamarii

* Referans kiiltiiler ile karsilagtirilmasi yapilan baz sayisi toplam 5°dir.

Aspergillus spp. ailesinin cins diizeyinde tayini ve filogenetik analizlerinde 5.8S,
18S, ITS sekanslar1 ve mitokondriyal rDNA’lar sekans verileri agisindan siklikla
tercih edilmektedir. Cins ve tiir diizeyinde yapilacak filogenetik ¢alismalar i¢in ITS

boliimleri en giivenilir metotlardandir. ITS bdlgesinin hedef olarak alinmasinin
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baslica sebebi genellikle tiirler arasinda sekans farkliliklar1 gostermesine ragmen ayni
tiirlin suslar1 arasinda ¢ok kiiciik farklilik bulunmasidir. Kiiflerin tanimlanmasinda ve
filogenetik analizlerinde siklikla kullanimi tercih edilen ribozomal DNA’daki 18S,
5.8S ve 28S bolgelerindeki genlerin yiiksek diizeyde konservatif olmasi, tekrar
ediyor olmasi, ITS boliimleri arasinda konumlanmasi ve bir genomda yaklasik 100
kopya bulunmak suretiyle analiz hassasiyetini arttirmast gibi nedenlerle diger hedef

bolgelere nazaran avantaj saglamaktadir (Henry ve dig., 2000).

Gilinlimiize kadar aflatoksin biyosentezinde gorevli genlerin hedef alinarak
aflatoksijenik kiif tiirlerinin tayinine yonelik ¢aligsmalar olmasina ragmen Gonzales-
Salgado ve dig.’nin yaptiklar1 ¢alisma ITS bolgesi kullanilarak gidalarda A. flavus
tiirlerinin tayininde PZR protokiiliiniin gelistirildigi ilk ¢calismadir (Gonzales-Salgado
ve dig., 2008). Bu ¢alismada Aspergillus tiirii ile yogun sekilde kontamine bugday
unu Orneklerinde PZR kullanarak A. flavus tayini i¢in ITS 1-5.8S-ITS 2 bolgesini
hedef alan primerler tasarlanmis ve primerler FLA 1 ve FLA 2 olarak
isimlendirilmistir. Primerler kullanilarak yaklasik 500 bp’lik bir bolge ¢ogaltilmis ve
primerlerin hedef bolgeyi spesifik bir sekilde ¢ogalttigi belirlenmistir. A. flavus tayini
icin gelistirilen protokolde dizayn edilen primerler A. parasiticus tiirleri ile ¢apraz
reaksiyona girmemis ve tiir ayrimi1 gergeklesmistir. Fakat gelistirilen protokol ile A.
flavus ve A. oryzae tiirlerinin ayrimi saglanamamigtir. Bunun baglica sebebinin
izoenzim analizleri ve DNA hibridizasyon ¢alismalar1 ya da DNA sekans analizi ve
tiim genom yapisinin karsilastirmasina dayali molekiiler metotlar ile bu iki tiiriin
neredeyse genetik olarak 0Ozdes oldugunun belirlenmesinden kaynaklandig:

diisiiniilmektedir (Hedayati ve dig., 2007).

Bu ¢alismada Gonzales-Salgado ve dig. (2008) yaptiklar1 ¢alismayla benzer olarak A.
flavus ile A. parasiticus tiirlerini birbirinden ayirmada hedef bdlge ve kullanilan
primerler ile giligliik yasanmamustir. Fakat 6zellikle A. flavus ile A. oryzae ve A.
parasiticus ile A. sojae tiirlerinin birbirinden ayriminda baz ¢iftleri arasindaki farkin
cok kiiclik olmasi nedeniyle giicliik yasanmistir. Aradaki farkin 1-2 bp kadar kiiciik
olusu bazi izolatlarda amplifikasyonun bir ¢ok kez tekrarlanmasina yol agmistir. Bu
durum daha 6nceki ¢alismalarda A. flavus ile A. oryzae ve A. parasiticus ile A. sojae
tirlerinin DNA akrabaliginin sirasiyla % 100 ve % 91 olarak belirlenmesi ile

aciklanabilmektedir (Rodrigues ve dig., 2007).
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Molekiiler teknikler kullanilarak gidalarda bulunan kiiflerin identifikasyon
yontemleri yogun sekilde arastirilmaktadir. Molekiiler yontemlerin saf kiiltiirlerin
tanilart ile ilgili uygulamalari, mikoflora ¢esitliligine ve farkli bilesenlere sahip
gidalardaki mikroorganizmalarin tanilarina ait uygulamalarindan daha kolaydir. De
Santi ve dig. (2010), tarafindan bir g¢esit Italyan peynirinde (Fossa peyniri)
mikofloranin belirlenmesinde hem molekiiler hem de morfolojik teknikler
kullanilmistir. Molekiiler olarak tDNA’nin 18S ve ITS 1-5.8S-ITS 2 bolgelerine
yonelik primerler kullanilmistir. Tiir diizeyinde yapilan tanimlamada morfolojik
tanimlama ile uyumlu bulgular elde edilmistir. italya’da yapilms bir baska ¢alismada
vakum paketlenmis sert peynir ve meyveli yogurt oOrneginde maya ve kiif
identifikasyonu rDNA’nin 18S bodlgesine uygun primerler tasarlanarak 581 bp’lik bir
par¢anin amplifikasyonu ile gerceklestirilmistir. Calismanin sonunda gelistirilen
protokol ile 6 farkli maya ve kiif tanimlanmistir (Cappa ve Cocconcelli, 2001).
Kakao ¢ekirdeklerinde mikofloranin belirlendigi bir baska g¢alismada 5.8S-ITS
bolgelerine yonelik ITS 4 ve ITS 5 primerleri kullanilmig ve A. section Flavi tiyesi

olarak A. flavus ve A. tamarii varlig1 belirlenmistir (Sanchez-Hervas ve dig., 2008).

Misir’dan izole edilen A. flavus tiirlerinin PZR ile identifikasyonunda ITS 1-5.8S-
ITS 2 bolgeleri kullanilmistir. Calismamiza benzer sekilde ITS 1 ve ITS 4 primerleri
kullanilarak 580 bp uzunlugunda bir bolge ¢ogaltilmis ve gen veri bankasi
kullanilarak yapilan karsilastirma sonucu A. flavus referans kiiltiirleri ile olan
benzerlik oranlarinin % 12 ile % 99 arasinda degistigi belirlenmistir (Karthikeyan ve
dig., 2009).

ITS 1 ve ITS 2 bolgelerinin PZR ile amplifikasyonu ile kiif tiirlerinin identifikasyonu
tip alaninda ¢ok daha fazla uygulama alanina sahiptir. insanlarda aspergillozis’ten
sorumlu A. flavus, A. fumigatus, A. terreus, A. nidulans, A. niger ve A. ustus klinik
izolatlarinin belirlendigi bir ¢alisma 2000 yilinda gergeklestirilmistir. Yontemde
rDNA’nin  ITS 1-5.8S-ITS 2 Dbolgesi hedef alinarak primer dizaynlar
gerceklestirilmis ve PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilan bolgenin biiyiikligii 565 ile 613
bp arasinda olmustur. Tiir diizeyinde identifikasyon icin her iki ITS bdlgesine de
ihtiya¢c duyuldugu ve bu sekilde aspergillozisin erken tanisinin miimkiin oldugu
belirlenmistir (Henry ve dig., 2000). Tibbi ag¢idan 6nem tasiyan ti¢ Aspergillus spp.
tirtiniin (A. fumigatus, A. flavus, A. parasiticus) ayrimi igin yapilan bir baska

calismada rDNA’nin konservatif ITS 1 bolgesi i¢in her bir tiire 6zglin primerler
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tasarlanmistir. PZR ile yaklasik 521 bp’lik bir parca ¢ogaltilmis ve identifikasyonlar
basarili olmustur (Sugita ve dig., 2004).

2008 yilinda Avusturya’da yapilan bir diger ¢alismada fungus-pozitif 26 hastadan
alinan pulmoner infiltrasyon biyopsi 6rnegi, bronkotrakeal salgi, kan, serebrospinal
stvi ve plazma orneklerinden ITS 2 bolgesinin hedef alindigi PZR yontemi
kullanilarak Aspergillus spp., Candida spp., Rhizopus oryzae ve Fusarium

oxysporum patojen tiirleri identifiye edilmistir (Landlinger ve dig., 2008).

ITS 1-5.8S-ITS 2 rDNA bélgelerinin PZR ile amplifikasyonu ile A. section Flavi
tiyelerinin  birbirinden ayrimi yapilabilmektedir. Fakat bazi c¢aligmalarda ITS
bolgesinin diger baz1 kiif tiirlerinin ayriminda yetersiz kaldig1 belirlenmistir. Ornegin
Fusairum culmorum ve F. graminearum tiirlerinin ITS 1 ve ITS 2 bdlgelerinde

spesifik primerler dizayn edilebilecek kadar farklilik belirlenememistir (Nicholson ve

Centre, 2004).

18S ve ITS rDNA bdlgelerinin molekiiler identifikasyonda kullaniminin en énemli
dezavantaji toksijenik ve atoksijenik tiirlerin bu yontemle ayrilamamasidir. Kiiflerin
toksijenik karakterlerinin belirlenmesi i¢in ilave olarak toksin {iretiminden sorumlu
genlerin hedef alindigr molekiiler yontemlerin uygulanmasi veya HPLC (Urano ve
dig., 1992; Stroka ve dig., 2000), LC-MS (Rundberget ve Wilkins, 2002) veya LC-
MS/MS (Spanjer ve dig., 2008) gibi ekipmanlar kullanilarak mikotoksin analizlerinin

yapilmasidir.

Toksijenik ve atoksijenik tiirlerin ayriminda kullanilan bir diger yaklasim da toksin
biyosentezinde gorevli genlerin PZR analizinde hedef alinmasidir. Aflatoksin
biyosentezinde gorevli genlerin hedef alindigi calismalar ile A. flavus ve A.
parasiticus tiir ayriminin yapilmast miimkiin olmamaktadir. (Shapira ve dig., 1996;
Zachova ve dig., 2003). Fakat A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin ayrimi farkl
mikotoksin profillerine sahip olduklar: icin aflatoksin iiretimleri disinda da onem

tasimaktadir.

Aflatoksijenik A. section Flavi iiyelerinin belirlenmesinde kullanilan genler baslica
afl, omt, afID (norl), aflQ (ordl=ordA), ver-1 ve apa-2 olarak sayilabilmektedir
(Edwards ve dig., 2002). Portekiz’de bademden izole edilen 31 adet A. section Flavi
tiyesinin morfolojik, kimyasal ve molekiiler karakterizasyonlarinin yapildigi bir

caligmada morfolojik karakterizasyon sonucunda 18 izolat A. parasiticus ve 13 izolat
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ise A. flavus olarak tanimlanmistir. Kimyasal olarak 31 izolatin aflatoksin ve
siklopiazonik asit (CPA) tretimleri aragtirllmigtir. Molekiiler olarak ise aflatoksin
biyosentezinde gorevli aflD (norl) ve aflQ (ordl=ordA) genlerinin varlig
arastirtlmistir. aflD geni ile aflatoksijenik karakter arasinda korelasyon bulunmazken
aflQ geni ile aflatoksin {iretimleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir korelasyon

bulunmustur (Rodrigues ve dig., 2009).

1996 yilinda yer fistig1 ve misir 6rnekleri ile yapilan bir ¢calismada aflatoksijenik A.
flavus ve A. parasiticus tiirlerinin belirlenmesi i¢in toksin biyosentezinde gorevli ver-
1, omt-1 ve apa-2 genleri hedef alinmistir. Yalnizca toksijenik suslarin asilandigi

tirtinlerde pozitif DNA amplifikasyonu gozlenmistir (Shapira ve dig., 1996).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada musir, arpa, piring, yer fistigi, kirmizibiber, kahve
cekirdegi, tavuk yemi, pamuk tohumu olmak iizere farkli gida Orneklerinde
aflatoksin biyosentezinde gorevli aflR ve omt genleri hedef alinarak aflatoksijenik
kiiflerin varliginin belirlenmesi iizerinde calisilmistir. Sonug olarak her iki gen ve A.
flavus grubu kiif arasinda beklenen pozitif korelasyon bulunmustur. Bu protokol ile
aflatoksin biyosentezinde gorevli genleri hedef alan primerler kullanilmig ve A.
flavus grubu kiiflerin varligi tespit edilmistir. Ancak toksijenik ve atoksijenik ayrimi

yapilamamistir (Somashekar ve dig., 2004).

2005 yilinda yine Hindistan’da yapilan bir bagka calismada ise yer fistig1 ve misir
orneklerinde mevcut aflatoksijenik A. flavus tiirleri aflR1 ve aflR2 genleri hedef
alinarak hizli bir sekilde tespit edilmistir. Calismada kullanilan afIR primeri yiiksek
hassasiyet saglamis ve hatali pozitif sonu¢ alinmamistir. Bu primer kullanilarak saf
veya karisik kiiltiirde aflatoksijenik Aspergilli tiirlerinin ayrimi igin gelistirilen PZR
yontemi yliksek hassasiyet ve spesifiklik gostermistir (Manonmani ve dig., 2005).

Aflatoksijenik A. flavus susu ve bu sus ile asilanan taze incir 6rneklerinde nor-1, ver-
1 ve omt-1 genlerinin PZR ile amplifikasyonu yapilmistir. Sonucta gida drneklerinde
yapilan PZR analizinin hassasiyeti saf kiiltiirler ile yapilan uygulamadan 10 kat daha
diisiik bulunmustur (Farber ve dig., 1997).

Gidalar iizerinde yapilan arastirmalara ilave olarak 2003 yilinda hayvan yemi
orneklerinde aflatoksijenik A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin belirlenmesine
yonelik bir calisma gerceklestirilmistir. Aflatoksin biyosentezinde gorevli genlerden

ver-1 ve apa-2 PZR ile hedef alinmig ve metot karsilastirmasi amaciyla AFPA
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besiyerinde ekimler gerceklestirilmigtir. Karsilastirilan iki metot arasinda 50
ornekten yalnizca iki adedi AFPA besiyerinde toksijenik olarak belirlenmisken PZR
ile aflatoksijenik olarak belirlenmemistir. Kullanilan primerler Shapira ve dig. (1996)
tarafindan kullanilan primerlerin aynisidir ve aflatoksijenik kiifler ic¢in yiiksek

spesifiklikte oldugu belirlenmistir (Zachova ve dig., 2003).

Calismada A. section Flavi izolatlariin molekiiler yontemle identifikasyonu ile 3
farkli Aspergillus tiirti tanimlanmistir (Cizelge 8.2). Toplam 57 izolatin 51’inin A.
flavus, 5’inin A. parasiticus ve 1’inin de A. tamarii oldugu belirlenmistir. Sekil

8.5’de identifikasyonu yapilan tiirlerin yiizde dagilimi gériilmektedir.

m| A.flavus
A.tamarii

m| A. parasiticus

Sekil 8.5 : Izole edilen Aspergillus section Flavi iiyelerinin dagilimi (%).

Bu calismada elde edilen bulgular, dnceki ¢alismada (Heperkan ve Karbancioglu-
Giiler, 2009) ayn1 suslarin morfolojik ve fenotipik ozellikleri esas alinarak yapilan
identifikasyon ile biiyiik benzerlik gostermektedir. Sadece 1 izolatta farklilik
belirlenmistir. Onceki calismada A. flavus olarak tanimlanan, aflatoksin B; ve B;
tireticisi olan izolat bu ¢alismada A. parasiticus olarak tanimlanmistir. Bu izolatin
mikotoksijenik karakteri HPLC ile yeniden analiz edilmis ve benzer sekilde
aflatoksin B; ve B, iirettigi ancak CPA iiretmedigi gézlenmistir. Sonugta 36 numarali

izolat aflatoksin B; ve B, iireten atipik A. parasiticus olarak tanimlanmaistir.

A. flavus galismada hakim kiif tiirii olarak belirlenmistir. Tiirkiye’de kuru incir
orneklerinin mikoflorasinin morfolojik ve mikroskobik teknikler kullanilarak
belirlenmesine yonelik calismalarda hakim floranin incirin temin edildigi doneme
gore degisebildigi ve cogunlugun A. niger A. flavus, A. parasiticus ve Fusarium kif

tiirlerinden olustugu belirlenmistir (Heperkan, 2006).
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Karapinar ve dig. (1989), tarafindan yapilan bir ¢alismada Ege bdlgesinden toplanan
206 adet sergi Orneginin % 23’iinde A. flavus kontaminasyonu saptanirken A.

parasiticus varligi belirlenmemistir.

Isman tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismada Aydm, Nazilli ve Incirliova
pazarlarindan alinan 50 adet kuru incir 6rneginden izole edilen 127 kiif tiirtiniin
Aspergillus (% 58), Trichoderma (% 19), Fusarium (% 13) ve Acremonium (% 10)
cinslerine ait oldugu belirlenmistir. Aspergillus cinsine ait tiirlerin biiyiik
cogunlugunu A. flavus olusturmaktayken yalnmizca 1 adet A. parasiticus

mevcudiyetine rastlandig belirtilmistir.

Karbancioglu-Giiler tarafindan 2003-2004 yillarinda Ege Bolgesinden kurutma
asamasindan toplanan 115 kuru incir 6rneginin mikoflorasinin belirlendigi ¢alismada
orneklerin % 93,9’undan Aspergillus section Nigri, % 76,5’inden Fusarium spp., %
41,7’sinden Aspergillus section Flavi, % 8,7’sinden Penicillium spp., izole edilmistir.
izole edilen Aspergillus section Flavi iiyelerinin % 91,2’si A. flavus, % 7’si A.

parasiticus ve % 1,7’si A. tamarii olarak tanimlanmistir (Karbancioglu-Giiler, 2008).

1991, 1992, 1993 ve 1994 yili hasatlarinda Kaliforniya incirlerinden (Calimyrna)
alimmis orneklerde A. parasiticus nadir olarak bulunmusken A. flavus tiirleri dort yil

icinde yliksek oranda belirlenmistir (Doster ve dig., 1996).

Incir meyvesi A. flavus tiirleri ile kontaminasyona uygun bir meyvedir fakat bu
durum incirin olgunlugu ile yakindan iligkilidir. Incir tazeyken kiif tarafindan
saldirtya karsi direngli oldugu halde olgunlastikca meyve yumusamakta ve
hassasiyeti artmaktadir (Buchanan ve dig., 1975). Kuru incir yiiksek karbonhidrat
icerigi ile kif gelisimine nazaran toksin iiretimini destekledigi icin kiiflerin
yerlesmesi toksin {iretimi ile sonuglanmaktadir. Kuru meyvelerden incir, kayisi,
lizim ve ananasta aflatoksin olusumunun incelendigi bir calismada kuru incirde diger
kuru meyvelere gore aflatoksin iiretiminin en yliksek diizeyde gerceklestigi

belirlenmistir (Morton ve dig., 1979).

Diinya genelinde yapilan ¢aligsmalar sonucunda A. flavus tiirlerinin gidalar, su, toprak
ve havada A. parasiticus ve A. tamarii’den daha yaygin olarak bulundugu
belirlenmistir (Mphande ve dig., 2004). Kuru incir ornekleri iizerinde yapilan
calismalarda A. flavus tiirtiniin A. parasiticus’a gore baskin oldugunu gostermektedir.

Bu durumun tahillar, yer fistig1, Brezilya findig1 gibi farkli gidalar i¢inde benzer
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oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Vaamonde ve dig. tarafindan 2003
yilinda Arjantin’de yapilan ¢alismada bugday (20) ve soya fasulyesinden (43) izole
edilmis toplam 63 A. section Flavi iiyesi susun, bugday’da 5 adedinin A. parasiticus
15 adedinin A. flavus, soyada ise 2 adedinin A. parasiticus ve 41 adedinin A. flavus
oldugu belirlenmistir. Kuzey Italya’da musirdan izole edilen A. section Flavi
izolatlarinin identifikasyonlart morfolojik 6zelliklerine gore yapilmis ve % 93’iiniin
A. flavus kalaninin ise A. parasiticus oldugu belirlenmistir (Giorni ve dig., 2007).
Gidalarda oldugu gibi bolgelerde de bu durum ortaya ¢ikmaktadir. Amerika kitasinda

da A. flavus tiirti A. parasiticus’tan daha yaygin olarak bulunmaktadir (Horn, 2007).

Yer fistig1 oOrneklerinde de A. flavus’un baskin kif tirti oldugu belirtilmistir
(Gongalez ve dig., 2008). Israil’de 1993 yilinda yapilan bir calismada yer fistigindan
izole edilen 200 adet A. section Flavi iiyesi susun morfolojik olarak identifikasyonu
sonucu % 98’1 A. flavus ve % 2’si de A. parasiticus olarak belirlenmistir (Lisker ve
dig., 1993). Mphande ve dig. (2004), yer fistiginin mikoflorasi iizerine yaptiklar
calismada izole ettikleri suslarin % 8,5’inin, ¢ogunlugu A. flavus olmak fiizere A.

flavus ve A. parasiticus’dan olustugunu belirtmiglerdir.

Aspergillus spp. tiirlerinin baskin olarak bulundugu belirlenen Brezilya findigi
tizerinde yapilan bir ¢alismada 6rneklerde A. parasiticus varligi bulunmamisken 7
adet A. flavus izolati tespit edilmistir (Arrus ve dig., 2005). Kakao ¢ekirdeklerinde de
% 29 oraninda A. flavus kontaminasyonu belirlenmis, A. parasiticus varligina
rastlanmamustir (Sanchez-Hervas ve dig., 2009). A. flavus genel olarak tiim tiriinlerde
aflatoksin iiretiminden sorumlu A. section Flavi tiiriidiir. Dogada ve toprakta yaygin
olarak bulunan A. flavus tiiriiniin {irtinleri daha kolay kontamine edebildigi ve diger

tiirlerden daha yarigmaci oldugu diistintilmektedir.

Kuru incirin mikoflorasinin belirlendigi ¢aligmalarda A. tamari varligina
rastlanmamistir. Calismada yalnizca bir adet olarak belirlenmis olan A. tamarii kif
tiiri kuru incirlerde seyrek olarak bulunmasiyla daha az 6nem tasimaktadir. Kakao
¢ekirdeklerinde yapilmis ¢alismada A. section Flavi izolatlarinin identifikasyonu ITS
bolgesi hedeflenerek yapilmis ve grubun % 56,1’inin A. flavus ve % 43,9’unun ise A.
tamarii’den olustugu belirlenmistir (Sanchez-Hervas ve dig., 2008). Bu durum nadir
olarak bulunan iirlinlerde, morfolojik yontemlerle izolasyon ve identifikasyon

basamaginda bu tiiriin gozden kacirilabilecegini diisiindiirmektedir.
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8.2 Kuru Incir Orneklerinden Izole Edilen Aspergillus Section Flavi Uyelerinin
Aflatoksin Olusturma Ozellikleri

Toplam 57 adet A. section Flavi izolatinin aflatoksin B;, By, G; ve G, olusturma
ozellikleri YES besiyerinde 25°C sicaklikta 7 giin inkiibasyon, sonra ekstraksiyon ve
takiben HPLC ile belirlenmistir. HPLC yontemi ile aflatoksin analizleri igin tespit
limiti ve geri kazanim oranlarn Cizelge 8.3’de goriilmektedir. Aflatoksin B, G1, B;
ve Gy’nin besiyerinde geri kazanim oranlarinin belirlenmesi i¢in 3 farkli seviyede
hazirlanan toksin konsantrasyonlari aflatoksin B; ve G; i¢in 15 ng/ml; 30 ng/ml; 60

ng/ml; B, ve G; igin 4,5 ng/ml, 9 ng/ml, 18 ng/ml seklindedir.

Cizelge 8.3 : HPLC yontemi ile aflatoksin analizlerinde tespit limiti ve geri
kazanim oranlari.

. Tespit Limiti 2% Geri kazanim
Toksin (ﬁg/ml) R (%)
AFB; 0,05 0,99877 80,4-95
AFB; 0,03 0,99892 84,2-100,5
AFG; 0,05 0,99978 81,5-99,5
AFG; 0,03 0,99955 70,3-88,1

51 A. flavus izolatinin yalnizca 1 adedi (% 2) aflatoksin iiretmemistir. Aflatoksijenik
A. flavus izolatlar igerisinde 10 adedi sadece AFB; iiretirken kalan 40 adedi hem
AFB; hem de AFB; iiretmistir. A. parasiticus izolatlarinin ise tamami aflatoksijenik
ozelliktedir. Yalnizca 1 izolat AFB; ve AFB; iireterek atipik A. parasiticus 6zelligi
gostermistir. Diger 4 izolat beklendigi gibi B ve G grubu aflatoksinleri birlikte

liretmistir. izolatlarin aflatoksin olusturma miktarlar1 Cizelge 8.4’de gosterilmistir.

Cizelge 8.4 : Kiif izolatlarinin besiyerinde aflatoksin olusturma ozellikleri.

Aflatoksinler (ng/ml)

izolat Kodu Tiir

AFB; AFB, AFG, AFG,
1 A. flavus 1020,67 5,38 -* -
2 A. flavus 1110,51 13,62
3 A. flavus 164,24 0,48
4 A. flavus 1,13 -
5 A. flavus 448,91 13,34
6 A. flavus 1251,55 10,08
7 A. flavus 3,30 0,58
8 A flavus 503,30 16,40
9 A. parasiticus 32,56 0,33 72,64 091
10 A. flavus 1106,70 17,35
11 A. flavus 1213,56 3,15
12 A. flavus 1314,72 5,18
13 A. flavus 1,79 -
14 A. flavus 1067,65 8,55
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Cizelge 8.4 (devam) : Kiif izolatlarinin besiyerinde aflatoksin olusturma 6zellikleri.

Aflatoksinler (ng/ml)

1zolat Kodu Tiir AFB, AFB, AFG, AFG,
15 A. flavus 945,47 15,08 - -
16 A. flavus 1446,40 7,35 - -
17 A. flavus 1311,06 4,76 - -
18 A. flavus 239,70 0,84 - -
19 A. flavus 45,11 0,56 - -
20 A. flavus 912,25 10,51 - -
21 A. flavus 29,98 1,77 - -
22 A. flavus 0,78 - - -
23 A. flavus 251,12 2,15 - -
24 A. flavus 0,30 - - -
25 A. flavus 1166,33 19,70 - -
26 A. parasiticus 242,28 2,94 54,49 0,24
27 A. flavus 1570,60 10,98 - -
28 A. flavus 11,97 0,85 = =
29 A. tamarii - - - -
30 A. flavus 1606,83 12,96 - -
31 A. parasiticus 478,05 5,36 185,06 2,52
32 A. flavus 1163,09 11,16 - -
33 A. flavus 1447,28 17,99 - -
34 A. flavus 1370,58 15,13 - -
35 A. flavus 394,23 5,08 - -
36 A. parasiticus 539,06 3,39 - -
37 A. flavus 960,02 7,18 - -
38 A. flavus 2,09 - - -
39 A. flavus 1239,35 12,03 - -
40 A. flavus 281,26 3,27 - -
41 A. flavus 1328,45 2,72 - -
42 A. flavus 624,48 8,50 - -
43 A. parasiticus 793,80 6,39 452,94 1,85
44 A. flavus 436,74 1,91 - -
45 A. flavus 867,76 11,55 - -
46 A. flavus 495,05 6,83 - -
47 A. flavus 759,92 15,53 - -
48 A. flavus 1,82 - - -
49 A. flavus 1,07 - - -
50 A. flavus 267,93 5,79 - -
51 A. flavus 312,93 4,95 - -
52 A. flavus - - - -
53 A. flavus 1,42 - - -
54 A. flavus 1,70 - - -
55 A. flavus 628,32 5,69 - -
56 A. flavus 10,01 0,99 - -
57 A. flavus 1,38 - - -

*: Toksin iiretimi olmamustir.

Kuru incir 6rneklerinden izole edilen A. flavus tiirlerinin in vitro olarak aflatoksin
tiretimlerinin arastirildigi ¢alismalardan birinde izolatlarin % 66’sinin aflatoksijenik
Ozellikte oldugu belirlenmistir (Karapinar ve Goniil, 1989). Calismada izole ettigimiz

A. flavus izolatlarinin neredeyse tamami (% 98) aflatoksijenik Ozellik gostererek
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diger calismalardan ayrilmaktadir. Aradaki bu farklilik calismada kullanilan HPLC
metodu ile daha hassas sonuglar alinmasi ile agiklanabilir. Diger ¢alismalar TLC

yontemi ile kalitatif olarak gerceklestirilmistir.

Tim A. flavus izolatlarinin dogada toksin tireticisi olmadig1 atoksijenik suslarinda
mevcut oldugu bilinmektedir. Ve atoksijenik A. flavus suslari bu kiif tiiriniin
toksijenik suslarina karsi hassas olan fistik, pamuk gibi {iriinlerin yetistigi topraklarda
kif gelisimini 6nlemek ve toksin iiretimini azaltmak amaciyla kullanilmaktadir
(Perrone ve dig., 2007). Literatiir incelendiginde cografi kaynaklarina ve substrata
bagli olarak toksijenik, atoksijenik sus orani agisindan farkli sonuglar alindig
goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, topraktan izole edilen A. flavus suslarinin
yaklasik % 40’min atoksijenik 6zellikte oldugu bulunmustur (Cotty ve dig., 1994).
Aflatoksijenik A. flavus tiirlerinin bolgelere gore degisimine 6rnek olarak Italyan A.
flavus populasyonunun yaklasik % 70’i aflatoksijenik iken bu oranin ABD’de % 53
oldugu belirtilmistir (Giorni ve dig., 2007). Aflatoksijenik A. flavus suslarmin %’si
gida tipine ve cevresel faktorlere gore de degisiklik gdstermektedir (Horn, 2003;
Klich, 2007). Ornegin aflatoksijenik A. flavus suslari yer fistiginda (% 69) bugdaya
gore (% 13) daha yiiksek oranda bulunmaktadir (Vaamonde ve dig., 2003). Bununla
beraber Aspergillus tiirleri iginde aflatoksin iiretiminde biiyiik bir ¢esitlilik soz
konusudur ki bu durum ozellikle aflatoksin tireticisi olan A. flavus tiirleri i¢inde
yaygindir. Sonug olarak yapilan g¢esitli ¢alismalarla A. flavus tiirlerinin aflatoksin
tretme oOzelliklerinin stabil olmayan bir 6zellik oldugu, cografik bolgelere ve

bulundugu iirtine gore farklilik gosterdigi ortaya konmustur.

Bu calisma ile benzer sekilde Arrus ve dig. (2005), Brezilya findigindan izole
ettikleri A. flavus suslarmin tamaminin aflatoksijenik oldugunu belirlemislerdir.
Iamanaka ve dig. (2007), ise Brezilyada marketlerden temin ettikleri 62 kuru meyve
orneginde (24 siyah sultani, 19 beyaz sultani, 19 kuru incir) 9’u beyaz sultani ve 1’1
de kuru incirden olmak tizere toplam 10 adet A. flavus susu izole etmislerdir. Bu
suslarin YES besiyerinde aflatoksin iiretimleri (25°C’de 7 giin) TLC ile incelenmis

ve suslarin tamaminin AFB; ve AFB; iireticisi oldugu belirlenmistir.

Vaamonde ve dig. (2003), Arjantin’de izole ettikleri 130 susun (67 yer fistig1, 20
bugday ve 43 soya fasulyesi orneginden) 37 adedi A. parasiticus ve 93 adedi A.
flavus olmak iizere, aflatoksin olusturma 6zelliklerini CY A besiyerinde TLC yontemi

ile incelemislerdir. Aflatoksijenik A. flavus suslarmnin orani; yer fistiginda % 73
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bugdayda % 13 ve soya fasulyesinde ise % 5 olarak belirlenmistir. Bugday’da
yapilan bir bagka ¢alismada da 144 adet A. flavus izolatinin % 72’sinin aflatoksijenik

oldugu belirlenmistir.

Israil’de 1993 yilinda yapilan bir ¢alismada yer fistigindan izole edilen 200 adet
Aspergillus section Flavi iiyesinin PDB siv1 besiyerinde (25°C’de 7 giin) aflatoksin
iiretme 6zelliklerinin TLC yontemi ile incelendigi bir ¢alismada izolatlarin yaklasik

% 77’sinin B grubu aflatoksinleri iirettigi belirlenmistir (Lisker ve dig., 1993).

Yapilan c¢alismalar A. parasiticus izolatlarinda durumun daha farkli oldugunu
gostermektedir. Dogada ve gidalarda daha nadir bulunmaktaysa da ¢cogunlukla hem
B hem de G grubu aflatoksinleri yliksek miktarda tiretmekte ve atoksijenik suslari
nadir olarak goriilmektedir. Ornegin yer fistig, bugday ve soya fasulyesi
orneklerinden izole edilen 37 adet A. parasiticus izolatinin % 94,6’s1 B ve G grubu
aflatoksinleri birlikte tiretmek suretiyle aflatoksijenik 6zelliktedir. 2 adet atoksijenik
A. parasiticus susu da yer fistigindan izole edilmistir (Vaamonde ve dig., 2003).
Portekiz’de bademden izole edilen 18 adet A. parasiticus susunun ve iran’da misir
tarlalarinin topraklarindan izole edilen A. parasiticus suslarinin tamamimin B ve G
grubu aflatoksinlerin {ireticisi oldugu belirlenmistir (Rodrigues ve dig., 2009;
Razzaghi-Abyaneh ve dig., 2006). Calismada da az sayida izole edilmesine ragmen
A. parasiticus suslarmin tamami aflatoksin {ireticisi olarak belirlenmistir. Bazi
aragtirmacilar dogada ¢ok nadir rastlanan atoksijenik A. parasiticus suslarini izole
etmiglerdir (Horn ve dig., 1996; Vaamonde ve dig., 2003). Avustralya’da toprak
orneklerinden alinmis izolatlarin i¢inde 5 adet A. parasiticus izolat1 atoksijenik

olarak belirlenmistir (Tran-Dinh ve dig., 1999).

Calismada izole edilen 1 adet A. tamarii susu aflatoksin tireticisi degildir. A. tamarii
tiirliniin aflatoksin tireticisi olmadig1 baska calismalarla da desteklenmektedir. Kakao
cekirdeklerinden izole edilmis 94 adet ve musirdan izole edilmis 6 adet A. tamarii
susunun tamaminin aflatoksin iireticisi olmadig1 kaydedilmistir (Sanchez-Hervas ve
dig., 2008). Goto ve dig. 1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada CPA {ireticisi oldugu
kesin olarak belirlenmis olan A. tamarii tiiriiniin aflatoksin tirettigini belirlemislerdir.
Fakat Ito ve dig. (2001), aflatoksin iireticisi olan A. tamarii suslarinin genetik,
morfolojik ve mikotoksijenik farkliliklari nedeniyle A. pseudotamarii sp. nov. olarak

tanimlanmalar1 gerektigini savunmuslardir.
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Izolatlarin kantitatif olarak toksin olusturma o6zellikleri en yiiksek ve en diisiik
degerler halinde Cizelge 8.5°te gosterilmistir. Aflatoksijenik A. flavus izolatlarinin 15
adedinin (% 30) <45,67 ng/ml ile diisiik, 18 adedinin (% 36) 100-1000 ng/ml olarak
orta ve kalan 17 adedinin de (% 34) >1000 ng/ml ile yiiksek diizeyde aflatoksin
tireticisi  oldugu bulunmustur. A. parasiticus izolatlarinin toksin olusturma
miktarlarinin ise aflatoksin B; i¢in 32,56-793,80 ng/ml, B; i¢in 0,33-6,39 ng/ml, G;
i¢in 54,49-452,94 ng/ml ve G; i¢in 0,24-2,52 ng/ml araliginda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 8.5 : A. flavus ve A. parasiticus izolatlarinin aflatoksin olusturma

miktarlari.
T_oplam AF pozitif izolat sayisi (iiretim araligi ng/ml)
Tiir izolat
sayis1 b1 B, G, G,
A. flavus 51 50 (1,07-1606,83) 47 (0,48-19,70)

A. parasiticus 5 5 (32,56-793,80) 5 (0,33-6,39) 4 (54,49-452,94) 4 (0,24-2,52)

ftalya’da misirdan izole edilen 70 adet A. section Flavi iiyesinin Coconut agar
besiyerinde aflatoksin olusturma 6zelliklerinin  (25°C’de 14 giin) HPLC ile
belirlendigi ¢alismada izolatlarin % 93’u A. flavus ve tiim izolatlarin da % 70’1
aflatoksin {ireticisi olarak belirlenmistir. Aflatoksin iireticisi izolatlarin da % 22.8’1
<10 ng/g, % 10°u 10-100 ng/g, %12,8’1 100-1000 ng/g ve % 24,3l de >1000 ng/g
olarak belirlenmistir (Giorni ve dig., 2007).

Arrus ve dig. (2005), Brezilya findigindan izole edilen 7 adet A. flavus susunun
besiyerinde (21°C’de 7-10 giin) ELISA yontemi ile toplam aflatoksin tiretimlerini
10.02 ile 778,09 ng/ml aralifinda belirlemislerdir.

Hayvan yemlerinden izole edilen 45 A. flavus susunun aflatoksin olusturma
Ozellikleri hayvan yemi ile hazirlanan ortamda in vitro olarak (28°C’de 14 giin)
HPLC ile analizlenmistir. Suslarin 23 adedi (% 51,1) AFB1’i 1-844 ppb araliginda
tretmistir (Martins ve Martins, 1999).

286 tahil 6rnegi ve 194 fime et iriinii 6rneginden izole edilen 96 adet A flavus
tiirliinliin besiyerinde aflatoksin iiretme ozelliklerinin (25°C’de 14 giin) TLC ile
belirlendigi ¢alismada % 85,4’1 atoksijenik Ozellik gostermis, % 9,3’lniin 0,1 ile
14,8 mg/kg araliginda AFB; iireticisi oldugu goriilmiistiir (Cvetnic ve Pepeljnjak,

1998). Calismamuz ile karsilastirildiginda toksijenik sus orani olarak bulgularimizdan

90



diistik fakat {irettikleri toksin miktar1 bakimindan ise oldukga yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Trucksess ve dig. (1987), yaptiklar1 ¢alismada fasulye, makarna, misir ve Brezilya
cevizi gibi farkli iriinlerden izole ettikleri A. flavus tiirlerinin sivi besiyerinde
(28°C’de 8 giin) TLC ile aflatoksin {iiretimlerini incelemislerdir. Misirdan izole
edilenlerin 3’ (3/8) 4-10 000 ppb arasinda, fasulyeden izole edilenlerin biri (1/3)
1000 ppb diizeyinde ve Brezilya cevizinden izole edilenlerin 2’si (2/3) 5-200 ppb

araliginda aflatoksin iireticisi olarak belirlenmistir.

Sanchez-Hervas ve dig. (2008), kakao ¢ekirdeklerinden izole ettikleri 214
Aspergillus section Flavi tiyesi susun (120 A. flavus, 94 A. tamarii) YES besiyerinde
aflatoksin tiretimini (25°C’de 14 giin) incelemislerdir. 77 izolat (% 64,1) A. flavus
olarak belirlenmis ve 8 izolat atipik 6zellik gostererek B ve G toksinlerini birlikte
tretmigstir. 9 izolat (% 7,5) i¢in toplam aflatoksin iiretimi 1000 ng/g’1n lizerindeyken

kalan izolatlarin {iretimi ortalama 100 ile 1000 ng/g araliginda belirlenmistir.

Misirdan izole edilen 19 A. flavus susunun sivi besiyerinde (28°C’de 8 giin) TLC
kullanilarak aflatoksin {iretme Ozellikleri incelenmis ve 4 adedi atoksijenik olarak
belirlenmis, 12 izolat (% 63) aflatoksin By ve By’yi toplam 10 ile 700 ppb arasinda
liretmigtir. Izolatlarm higbirisi G grubu iiretmek suretiyle atipik &zellik

gostermemistir (Lee ve Hagler, 1991).

Cezayir’de bugday ve bugday iriinlerinden izole edilmis toplam 144 A. flavus
susunun CYA besiyerinde (28°C’de 7 giin) HPLC ile aflatoksin iiretim potansiyelleri
incelenmis ve % 72’sinin 0,02-234,6 pg/g araliginda AFB; iireticisi oldugu
belirlenmistir. 25 (% 15) izolat 103-234,6 pg/g araliginda yiiksek toksin ireticisi, 37
izolat (% 25) 12,1-95,7 ng/g araliginda orta diizeyde aflatoksijenik ve 40 izolat (%
27) ise 0,02-0,09 pg/g araliginda diisiik toksin {ireticisi olarak belirlenmistir. Yiiksek
AFB; iireticisi olan izolatlar ayn1 zamanda 4-125 pg/g araliginda AFB, tireticisi

olarak belirlenmistir. G grubu iireticisi ise belirlenmemistir (Riba ve dig., 2010).

Calismada yalnizca B grubunu iireten atipik A. parasiticus suslari bulunmus
olmasina ragmen bir ¢ok iilkede varligi bildirilmis olan (Vaamonde ve dig., 2003;
Pildain ve dig., 2004; Giorni ve dig., 2007; Sanchez-Hervas ve dig., 2008) B ve G

grubunu birlikte iireten atipik A. flavus tiirleri belirlenmemistir. Ayrica ¢alismada
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Italya’da Giorni ve dig. (2007), tarafindan yapilan ¢alisma ile benzer olarak AFB; >

AFB; iireticisi olan A. flavus susu da tespit edilmemistir.

Cesitli bolgelerde farkli gidalardan izole edilen A. flavus suslarmin aflatoksin
iiretimlerinin incelendigi ¢caligmalardan elde edilen bulgularin bir kism1 bu ¢alismada
belirlenen toksin miktar1 ve oranlar1 ile uyum i¢indedir. Fakat bazi ¢alismalarda az ya
da daha yiiksek toksin iiretimi tespit edilmistir. Bulgular arasindaki bu farkliliklar kiif
gelisimi ve toksin olusturma 6zelliklerinin arastirilmasinda farkli besiyerleri, sicaklik
ve inkiibasyon siirelerinin uygulanmasi ve analizlerin farkli yontem kullanilarak
gerceklestirilmesi ile agiklanabilir. Sonug¢ olarak kiiflerin aflatoksin olusturma
Ozelliklerinin gidalarda dogal olarak aflatoksin bulunmasi ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

8.3 Kuru Incir Orneklerinden izole Edilen Aspergillus Section Flavi Uyelerinin
Siklopiazonik Asit Olusturma Ozellikleri

Toplam 57 adet A. section Flavi izolatinin siklopiazonik asit (CPA) iiretme
potansiyelleri CYA besiyerinde 25°C sicaklikta 7 giin inkiibasyon, sonra
ekstraksiyon ve takiben HPLC ile belirlenmistir. HPLC yontemi ile CPA analizleri
icin belirlenen tespit limiti 50 ng/g ve geri kazanim oranlar1 50 ve 500 ng/g i¢in
strastyla % 73,3 ve % 73,9 olarak belirlenmistir. Cizelge 8.6’da gortuldiigi gibi A.
flavus izolatlarinin sadece birinin (% 2) CPA iiretmedigi kalan 50 adedinin (% 98) ve
bir A. tamarii izolatinin CPA f{ireticisi oldugu belirlenmistir. 5 adet A. parasiticus

izolatinin 2 adedi atipik 6zellik gostererek CPA iireticisi olarak belirlenmistir.

Cizelge 8.6 : Kiif izolatlarinin besiyerinde CPA olusturma 6zellikleri.

. .. CPA |. .. CPA

Izolat No Tur (ug/ml) Izolat No Tir (ug/ml)
1 A. flavus 8,68 14 A. flavus 9,01
2 A. flavus 7,91 15 A. flavus 9,21
3 A. flavus 35,98 16 A. flavus 10,00
4 A. flavus 2,23 17 A. flavus 21,78
5 A. flavus 38,12 18 A. flavus 47,60
6 A. flavus 9,13 19 A. flavus 10,83
7 A. flavus 8,65 20 A. flavus 6,43
8 A. flavus 31,24 21 A. flavus 3,15
9 A. parasiticus - 22 A. flavus 3,87
10 A. flavus 22,19 23 A. flavus 24,92
11 A. flavus 16,30 24 A. flavus 6,87
12 A. flavus 8,71 25 A. flavus 4,78
13 A. flavus 10,45 26 A. parasiticus -

92



Cizelge 8.6 (devam) : Kiif izolatlarinin besiyerinde CPA olusturma &zellikleri.

. .. CPA |; . CPA

Izolat No Tiir (ng/ml) Izolat No Tiir (ug/ml)
27 A. flavus 398,16 43 A.parasiticus 0,052
28 A. flavus 35,93 44 A. flavus 7,14
29 A. tamarii 2,69 45 A. flavus 4,60
30 A. flavus 18,16 46 A. flavus 4,40
31 A. parasiticus 0,059 47 A. flavus 4,39
32 A. flavus 38,31 48 A. flavus 0,072
33 A. flavus 8,55 49 A. flavus -
34 A. flavus 6,24 50 A. flavus 21,71
35 A. flavus 33,75 51 A. flavus 21,44
36 A. parasiticus - 52 A. flavus 13,44
37 A. flavus 30,78 53 A. flavus 0,088
38 A. flavus 4,29 54 A. flavus 0,084
39 A. flavus 50,41 55 A. flavus 32,50
40 A. flavus 20,71 56 A. flavus 0,103
41 A. flavus 6,56 57 A. flavus 11,14
42 A. flavus 8,45

Vaamonde ve dig. (2003), Arjantin’de yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri (67 yer
fistig1, 20 bugday ve 43 soya fasulyesi 0rneginden toplam 130 susun) 37 adet A.
parasiticus ve 93 adet A. flavus susunun CPA olusturma ozelliklerini CYA
besiyerinde TLC yontemi ile incelemislerdir. Calismadaki % 98°lik oran ile benzerlik
gostererek, yer fistigindan izole edilen A. flavus suslarmin % 94’1, bugday’dan izole
edilenlerin % 93’1 ve soya fasulyesinden izole edilenlerin % 73’ii CPA f{ireticisi
olarak belirlenmistir. Fakat izole edilen A. parasiticus suslarinin CPA iretmedigi
keydedilmistir. Arjantin’de kuru {iziimden izole edilen 5 adet A. flavus izolatinin
TLC ile analizinde tamami CPA fireticisi olarak belirlenmistir (Romero ve dig.,

2005).

Literatiirdeki  calismalar  toksijenik sus orant agisindan incelendiginde
bulgularimizdan diisiik oranlarin tespit edildigi calismalar da mevcuttur. Israil’de
1993 yilinda yer fistigindan izole edilen 200 adet A. section Flavi iiyesi susun PDB
stvi besiyerinde (25°C’de 7 giin) CPA {iretme Ozelliklerinin TLC yontemi ile
incelendigi ¢alismada izolatlarin % 22,5°1 CPA f{ireticisi olarak belirlenmistir (Lisker
ve dig., 1993). Cezayir’de bugday ve bugday iiriinlerinden izole edilmis 144 adet A.
flavus izolatinin, yalnizca % 10’u CYA besiyerinde (28°C’de 10 giin) TLC yontemi
kullanilarak CPA f{ireticisi olarak belirlenmistir (Riba ve dig., 2010). 286 tahil 6rnegi
ve 194 fime et liriini 6rneginden izole edilen 96 adet A flavus tiiriiniin besiyerinde

CPA iiretme Ozelliklerinin (25°C’de 14 giin) TLC ile belirlendigi baska bir ¢alismada
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izolatlarin % 5,2’sinin CPA f{ireticisi oldugu kaydedilmistir (Cvetnic ve Pepeljnjak,
1998). Kakao ¢ekirdeklerinden izole edilen 120 adet A. flavus ve 94 adet A. tamarii
susunun CYA besiyerinde CPA olusturma 6zelliklerinin (25°C’de 14 giin) HPLC ile
belirlendigi bir diger ¢alismada A. tamarii izolatlarinin % 98°’i ve A. flavus
izolatlarinin % 34,2’si CPA fireticisi olarak belirlenmistir (Sanchez-Hervas ve dig.,
2008). Molekiiler yontem ile identifikasyonu sonucu A. tamarii oldugu belirlenen
izolatin literatiir ile uyumlu olarak aflatoksin liretmedigi fakat CPA {ireticisi oldugu

belirlenmistir.

Calismada A. section Flavi izolatlarinin CPA olusturma 6zellikleri kantitatif olarak
degerlendirildiginde 50 adedinin 0,072-398,16 pg/ml araliginda CPA {irettigi
goriilmektedir. A. parasiticus izolatlarmm 2 adedi (% 40) B ve G grubu
aflatoksinlere ilave olarak tespit limiti olan 0,05 pg/ml’nin ¢ok az iizerinde olmak
kaydiyla 0,052 ve 0,059 pg/ml miktarlarinda CPA iiretmistir. A. tamarii izolat1 ise
CPA toksinini 2,69 pg/ml miktarinda tiretmistir.

Sanchez-Hervas ve dig. (2008), tarafindan kakao ¢ekirdeklerinden izole edilen 120
adet A. flavus susunun CPA {iretimleri ortalama 33,3 ile 240,7 pug/g araliginda ve 94
adet A. tamarii susunun ise 28,62 ile 253,3 pg/g araliginda bulunmustur.

Kuzey Italya’da misirdan izole edilen 70 adet A. section Flavi iiyesinin Czapek agar
besiyerinde CPA olusturma Ozelliklerinin (30°C’de 14 giin) HPLC ile belirlendigi
calismada A. flavus izolatlarinin % 61’1 CPA iireticisi olarak bunlarin da % 16’s1
<1000 ng/g, % 24’1 1000-2000 ng/g ve % 21°1 de >2000 ng/g olarak belirlenmistir.
A. parasiticus izolatlarinin higbirisi CPA iireticisi olarak belirlenmemistir (Giorni ve

dig., 2007).

Turcksess ve dig. (1987), fasulye, misir, makarna ve Brezilya cevizinden izole
ettikleri A. flavus suslarinin sivi besiyerinde (28°C’de 8 giin) CPA iiretme
Ozelliklerini TLC ile incelemislerdir. Tiim gidalardan izole edilen sugslarda 0,2

ppm’den 10 ppm’e kadar degisen miktarlarda toksin iiretimi belirlenmistir.

Misirdan izole edilen 19 A. flavus susunun sivi besiyerinde (28°C’de 8 giin) TLC
kullanilarak CPA {iretme oOzellikleri incelenmis ve 4 adedi atoksijenik olarak
belirlenmis, 14 izolatin ise (% 74) CPA’y1 0,5 ile 135 ppm arasinda tiretmistir (Lee
ve Hagler, 1991).
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286 tahil 6rnegi ve 194 fime et iriinii 6rneginden izole edilen 96 adet A flavus
tiiriinlin besiyerinde CPA tiretme 6zelliklerinin (25°C’de 14 giin) TLC ile belirlendigi
calismada yalnizca % 5,2’sinin 0,5 ile 30,0 mg/kg aralifinda CPA fiireticisi oldugu
belirlenmistir (Cvetnic ve Pepeljnjak, 1998). Bu ¢alismada belirlenen toksijenik sus
orani bulgularimizdan diisiik olmasina ragmen iiretilen toksin miktar1 ¢alismamizda

elde edilen degerlerden ¢ok farkli degildir.

Hayvan yemlerinden izole edilen 45 A. flavus susunun CPA olusturma ozellikleri
hayvan yemi ile hazirlanan ortamda in vitro olarak (25°C’de 21 giin) TLC ile

analizlenmigtir. 19 (% 42,2) izolat CPA’y1 0,5-1,45 mg/kg aralifinda {retmistir
(Martins ve Martins, 1999).

Calismada A. flavus izolatlarinin CPA {iretim miktarlar1 diger ¢alismalarda elde
edilen bulgular ile benzerlik gostermektedir. Fakat A. parasiticus izolatlar1 s6z
konusu oldugunda B ve G grubu aflatoksinlerin yanisira CPA {ireten A. parasiticus
bulgumuzu destekleyen yalnizca Avustralya’da yapilmis bir calisma mevcuttur

(Tran-Dinh ve dig., 1999).

8.4 Kuru incir Orneklerinden Izole Edilen Aspergillus Section Flavi Uyelerinin
B-Nitropropionik Asit Olusturma Ozellikleri

Toplam 57 adet A. section Flavi izolatinin besiyerinde p-nitropropionik asit
olusturma 6zellikleri TLC yontemi ile incelenmistir. Cizelge 8.7’de gortildiigl gibi
A. parasiticus ve A. tamarii suslarinin BNP iretmedigi, yalmizca A. flavus
izolatlarinin 16 adedinin (% 31) BNP’yi1 7,90-1571,20 ng/g aralifinda iirettigi

belirlenmistir.

Cizelge 8.7 : Kiif izolatlarinin besiyerinde BNP tiretme 6zellikleri.

Izolat No Tiir BNP izolat No Tiir BNP
(ng/ml) (ng/ml)
1 A. flavus - 12 A. flavus -
2 A. flavus 293,30 13 A. flavus 261,90
3 A. flavus - 14 A. flavus 392,80
4 A. flavus 279,30 15 A. flavus -
5 A. flavus - 16 A. flavus -
6 A. flavus - 17 A. flavus 785,60
7 A. flavus - 18 A. flavus 1047,50
8 A. flavus - 19 A. flavus -
9 A. parasiticus - 20 A. flavus -
10 A. flavus 523,70 21 A. flavus -
11 A. flavus - 22 A. flavus -
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Cizelge 8.7 (devam): Kiif izolatlarinin besiyerinde BNP iiretme 6zellikleri.

izolat No Tiir BNP izolat No Tiir BNP
(ng/ml) (ng/ml)
23 A. flavus - 41 A. flavus -
24 A. flavus 183,30 42 A. flavus -
25 A. flavus - 43 A. parasiticus -
26 A. parasiticus - 44 A. flavus 34,90
27 A. flavus - 45 A. flavus 69,80
28 A. flavus 7,90 46 A. flavus -
29 A. tamarii - 47 A. flavus -
30 A. flavus 13,10 48 A. flavus -
31 A. parasiticus - 49 A. flavus -
32 A. flavus 10,50 50 A. flavus -
33 A. flavus - 51 A. flavus -
34 A. flavus - 52 A. flavus 1571,20
35 A. flavus - 53 A. flavus -
36 A. parasiticus - 54 A. flavus -
37 A. flavus - 55 A. flavus -
38 A. flavus 144,00 56 A. flavus -
39 A. flavus - 57 A. flavus 18,30
40 A. flavus -

Literatiirde BNP ile ilgili ¢ok az ¢alisma mevcuttur. A. oryzae, A. flavus, A. niger, A.
sojae ve P. roqueforti referans suslarinin sivi besiyerinde 34°C’de 7 giin inkiibasyon
sonunda BNP {iiretimlerinin arastirildigi bir ¢calismada A. oryzae susunun 55 ppm, A.
flavus susunun ise 1 ppm diizeyinde BNP {ireticisi oldugu kaydedilmistir (Gilbert ve
dig., 1977). Calismada da en yiiksek BNP iiretim miktar1 1,57 ppm olarak

bulunmustur.

Misir’da silaj 6rneklerinden izole edilen 15 adet A. flavus susunun Czapek sivi
besiyerinde BNP olusturma 6zellikleri (28°C’de 10 giin) TLC yontemi ile incelenmis
ve bir adedinin BNP {ireticisi oldugu belirlenmistir (El-Shanawany ve dig., 2005).

Starter kiiltiir olarak kullanilan A. oryzae suglarinin toksin iiretimi {izerine yapilan bir
baska calismada 7 susun 1,9 ile 43,6 mg/l diizeyinde BNP iirettigi belirlenmistir
(Orth, 1977).

Iwasaki ve Kosikowski (1973), tarafindan 18 adet referans kiiltiiriin s1iv1 besiyerinde
BNP iiretimleri incelenmis ve 4’ A. oryzae ve 1’1 A flavus olmak iizere yalnizca 5
susun tespit edilebilir diizeyde BNP iirettigi kaydedilmistir. A. flavus susunun 17

mg/l diizeyinde toksin iireticisi oldugu belirlenmistir.
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8.5 Kuru Incir Orneklerinden Izole Edilen Aspergillus Section Flavi Uyelerinin
Aflatoksin, Siklopiazonik Asit ve B-Nitropropionik Asiti Birlikte Olusturma
Ozellikleri

Calismada incelenen izolatlarin tamaminin en az bir toksini iireterek toksijenik
Ozellikte oldugu belirlenmistir. Yalnizca 49 numarali izolat B-nitropropionik asit ve
siklopiazonik asit tiretmeyerek ve aflatoksin B;’i 1,07 ng/g miktarinda iireterek ¢ok

zayi1f toksijenik ozelliktedir.

Izolatlarn aflatoksin, siklopiazonik asit ve B-nitropropionik asit toksinlerini birlikte
tiretme Ozellikleri incelendiginde farkli toksin olusturma profillerinin ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. A. flavus izolatlarmin mikotoksin olusturma ozelliklerine gore
belirlenen 5 farkli kemotip Cizelge 8.8’de goriilmektedir. Bunlar sirasiyla, yalnizca
aflatoksin B; olusturan (a); AFB; ve CPA olusturan (¢); AFB;, CPA ve BNP
olusturan (d), AFB;, AFB,, CPA ve BNP olusturan (b) son olarak da AFB;, AFB; ve
CPA olusturan (c¢) kiifler seklinde siiflandirilabilir.

Cizelge 8.8 : A. flavus suslarinin toksin profilleri.

I,?‘;fi'l? AFB, AFB, AFG, AFG, CPA BNP IZO]*Efyf)ay‘s'
a + - - - - - 1(2)
b + + - - + + 10 (20)
c N N ) ) + ] 30 (58)
d + - - - 4 + 6 (12)
e + - - - + - 4 (8)

5 kemotip igerisinde % 58 ile en biiylik grubu AFB;, AFB; ve CPA’y1 bir arada
ireten izolatlar olusturmaktadir. Vaamonde ve dig. (2003), tarafindan yer fistigindan
izole edilen A. flavus suslarinin % 63 ile en biiyiik grubunu AFB ve CPA’y1 birlikte
ireten izolatlar meydana getirmektedir. Giorni ve dig. (2007), tarafindan misirdan
izole edilen A. flavus suslari icin bu oran % 39 ile yine en yiiksek olarak
belirlenmistir. Arjantin’de yer fistigindan izole edilmis A. flavus suslarinin toksin
profillerinin belirlendigi calismada ise besiyerinde (25°C’de 7 giin) TLC yontemi
kullanilarak yapilan analizler sonucu B grubu aflatoksinler ile CPA, B ve G grubu
aflatoksinler ile CPA ve yalnizca CPA f{ireticisi olan suslarin varligi belirlenmistir.
En biiyiik grubu yine B grubu aflatoksinleri ve CPA’y1 birlikte iireten izolatlar
olusturmaktadir (Pildain ve dig., 2004). Rodrigues ve dig. (2009), tarafindan yapilan
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calismada ise Portekiz bademinden izole edilen A. flavus suslarindan “c” profiline

girenlerin orani diislis géstermis ve % 15 olarak belirlenmistir.

Calismada yalmizca AFB; iireten A. flavus izolatlar1 orani olduk¢a diisiiktiir ve
toplam izolatlarin % 2’sini olusturmaktadir. Vaamonde ve dig. (2003), caligmasinda
bu oran caligmamizla benzerlik gostererek % 2,2 olarak belirlenmistir. Cezayir’de
bugday ve bugday iiriinlerinden izole edilen 150 adet A. section Flavi susunun (144
A. flavus ve 6 A. tamarii) CYA besiyerinde AFB; ve CPA olusturma 6zelliklerinin
incelendigi ¢aligmada ise AFB; ve CPA’y1 birlikte liretenlerin oran1 % 6 olarak
belirlenmistir (Riba ve dig., 2010). Literatiirde bu oranin ¢ok daha yiiksek oldugu
caligmalarda mevcuttur. Hayvan yemlerinden izole edilen 45 adet A. flavus susunun
CPA ve aflatoksin olusturma Ozelliklerinin hayvan yemi ile hazirlanan ortamda in
vitro olarak analizlendigi bir calismada izolatlarin % 22,2°si CPA ve AFB;’i birlikte
tiretmistir (Martins ve Martins, 1999).

Calismada B ve G grubu aflatoksinler ile CPA’y1 birlikte iireten atipik A. flavus susu
belirlenmemistir. Ancak benzer profile uyan kiif molekiiler yontemle A. parasiticus
olarak identifiye edilmistir. Yapilan bagka calismalarda bu toksin profilini gosteren
suglarin varligi bildirilmistir. Atipik A. flavus suslarinin izole edildigi gidalarin
arasinda baslica kakao ¢ekirdegi (Sanchez-Hervas ve dig., 2008), misir (Giorni ve
dig., 2007), yer fistig1 (Pildain ve dig., 2004), bugday ve soya fasulyesi (Vaamonde
ve dig., 2003) yer almaktadir.

Arjantin’de de yer fistig1 ekilen tarlalardan alinan toprak drneklerinden izole edilen
A. flavus suslarmin 7 adedi aflatoksin B ve G gruplar1 ile CPA’y1 birlikte {ireterek
atipik 6zellik gostermistir. Atipik A. flavus suslarinin diinyada Giineydogu Asya, Bati
Afrika, Avustralya ve Giiney Amerika’da yapilmis ¢aligmalarla varlig bildirilmistir

(Barros ve dig., 2006).

Literatirde A. flavus suslarinin kemotip belirleme ¢alismalarinda B grubu
aflatoksinler ve CPA’y1 B1>B, olacak sekilde, B grubu aflatoksinler ve CPA’y1
B1<B; olacak sekilde iki farkli kemotip varlig1 belirlenen ¢alismalar Ispanya’dan ve
[ran’dan bildirilmistir (Sanchez-Hervas ve dig., 2008; Razzaghi-Abyaneh ve dig.,
2006). Calismamizda ve Giorni ve dig. (2007), tarafindan italya’da yapilan
calismada izole edilen A. flavus suslar1 25°C inkiibasyonda tipik olarak B grubu

aflatoksinleri her zaman B1>B; olacak sekilde tiretmektedirler.
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Yalnizca CPA fireticisi olan A. flavus susu ¢alismada belirlenmemistir. A. tamarii
susu bu profile sahip tek kiif tiiriidiir. Bu durumun benzeri Cezayir’de Riba ve dig.
(2010), tarafindan bugday ve bugday iirtinlerinden izole edilen 144 A. flavus ve 6 A.
tamarii susunun AFB; ve CPA olusturma ozelliklerinin incelendigi g¢alismada
belirlenmistir. Yalnizca CPA iireticisi olan % 4’liikk oranin tamamiin A. tamarii

izolatlar1 tarafindan olusturuldugu belirlenmistir.

Turcksess ve dig. (1987), fasulye, musir, makarna ve Brezilya cevizinden izole
ettikleri A. flavus suslarmin sivi besiyerinde (28°C’de 8 giin) aflatoksin ve CPA’y1
birlikte olusturmalarini incelemisler ve misir, fasulye ve Brezilya cevizinden izole
edilenlerde birlikte iiretim s6z konusuyken, makarnadan izole edilen A. flavus’larda

sadece CPA iiretimi goriilmiistiir.

Misir 6rneklerinden izole edilen 19 adet A. flavus susunun sivi besiyerinde (28°C’de
8 giin) TLC ile aflatoksin ve CPA iiretiminin arastirildig1 bir caligmada 11 izolat hem
aflatoksin hem de CPA iiretmistir (Lee ve Hagler, 1991).

A. section Flavi grubuna dahil toksijenik ve atoksijenik A. flavus ve A. parasiticus
tirlerinin genetik yapilarinin RAPD analizi ile incelendigi bir ¢alismada A. flavus
tirleri arasinda genetik olarak heterojen bir yap1 gozlenmis, A. flavus kiifiinde
genetik ¢esitliligin ¢ok fazla oldugu gozlenmistir. Bu durum A. flavus tiirlerinin
toksin profillerinin belirlendigi ¢caligmalarda farkli toksin profillerinin ortaya ¢ikigini
aciklamaktadir (Tran-Dinh ve dig., 1999). A. flavus tiirlerinin aksine A. parasiticus
populasyonunun genetik olarak ¢ok farklilik igermedigi, tiirlerin genetik olarak daha
homojen yapida oldugu belirlenmistir (Vaamonde ve dig., 2003). A. parasiticus
tirlerinin toksin profillerinin belirlendigi c¢aligmalar incelendiginde bu bulguyu
destekleyecek sekilde az sayida toksin profiline sahip kemotip belirlendigi

goriilmektedir.

Calismada A. parasiticus izolatlarinin mikotoksin olusturma O&zelliklerine gore
belirlenen 3 farkli profil Cizelge 8.9°da goriilmektedir. Bunlar aflatoksin B;, B,, G;
ve Gy toksinlerinin hepsini B;’i Gi’den fazla olacak sekilde tretenler, yalnizca
aflatoksin B; ve B; iireten ve aflatoksin Bj, B,, G; ve Gy’ye ilave olarak CPA

iiretenler seklinde siralanabilmektedir.
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Cizelge 8.9 : A. parasiticus suslarinin toksin profilleri.

:,?;?i'lri' AFB: AFB, AFG; AFG, CPA BNP IZO'?fyf)aym
f(B1>G1) 4+ + + + - - 2 (40)
g + + + + + - 2 (40)
h + + - - - - 1(20)

Cizelge 8.9 incelendiginde A. parasiticus suslarinin ikisinin B ve G toksinlerine ilave
olarak CPA iireticisi oldugu, bir adedinin ise yalnizca B; ve B; toksinlerinin iireticisi
olmak tiizere t¢liniin (% 60) toksin iiretimleri acisindan atipik ozellik gosterdigi
belirlenmistir. CPA f{ireticisi olan atipik A. parasiticus suslar1 bu toksini yalnizca
belirleme limitinin ¢ok az iizerinde olmak kaydiyla sirasiyla 59 ve 52 ng/ml

diizeyinde iiretmektedir.

Avustralya’da 1979-1995 yillart arasinda cografik bolgenin toksijenite {izerine olan
etkisini elimine etmek i¢in ayn1 bolgeden toplanan toprak ve yer fistig1 6rneklerinden
izole edilmis A. flavus ve A. parasiticus suslarinin toksijenik ve atoksijenik
ozelliklerinin genetik diizeydeki iliskilerinin incelendigi bir ¢aligmada CPA iireticisi
olan bir adet A. parasiticus susu belirlenmistir. Bu izolatin diger toksijenik ve
atoksijenik A. parasiticus izolatlarindan genetik diizeyde farklilik gosterdigi ve
bunun da farkli evrimsel tarihe sahip olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir

(Tran-Dinh ve dig., 1999).

Literatiir incelendiginde A. parasiticus izolatlarinin genellikle B ve G grubu
aflatoksinleri birlikte iirettigi goriilmektedir. Rodrigues ve dig. (2009), tarafindan
bademden izole edilen A. parasiticus suslariinin 1 adedi disinda tamaminin B ve G
aflatoksinlerini birlikte iireterek yiiksek aflatoksijenik 6zellikte oldugu belirlenmistir.
Ayn1 sekilde Vaamonde ve dig. (2003), tarafindan yapilan calismada da A.
parasiticus suslarmin ortalama % 98’inin yiikksek miktarda B ve G grubu

aflatoksinlerin {ireticisi oldugu belirlemistir.

Giorni ve dig. (2007), misirdan izole ettikleri 70 adet A. section Flavi izolatini
aflatoksin ve siklopiazonik asit olusturma ozelliklerine gére 6 gruba ayirmistir. Bu
profiller i¢inde tiim suslarin % 61°1 CPA iireticisi olarak belirlenmistir fakat hi¢birisi

A. parasiticus olarak identifiye edilmemistir.
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Literatiirde cesitli gidalardan izole edilmis A. section Flavi suslarinin ¢alismadakine
benzer sekilde aflatoksin ve CPA iiretimlerine gore smniflandirildigi caligmalar

mevcutken BNP’nin dahil oldugu ¢alismalar oldukc¢a azdir.

Misir’da yapilan bir ¢alismada silaj orneklerinden izole edilmis 15 adet A. flavus
susunun besiyerinde (28°C’de 10 giin) aflatoksin, CPA, BNP, aspergillik asit, kojik
asit ve sterigmatosistin Uretimleri TLC yontemi ile incelenmistir. Toksinlerin
izolatlar tarafindan birlikte iiretimleri detayli olarak agiklanmamasina ragmen 4
izolatin B ve G grubu aflatoksinleri, 3 izolatin yalnizca B; ve G; aflatoksinleri, 9
izolatin CPA, 1’er izolatin BNP, aspergillik asit ve sterigmatosistin ve 2 izolatin ise

kojik asit tireticisi oldugu kaydedilmistir (El-Shanawany ve dig., 2005).

Starter kiiltiir olarak kullanilan A. oryzae suslarinin toksin iiretimi iizerine yapilan bir
baska calismada ise 16 susun hig¢biri aflatoksin liretmezken, 7 adedinin 1,9 ile 43,6
mg/l diizeyinde BNP fiirettigi, suslarin 3 adedinin CPA’y1 da birlikte tirettigi
kaydedilmistir (Orth, 1977).

A. section Flavi grubundaki kiif tiirleri iizerine yapilan tarama ¢aligmalari izolatlarin
dogadaki dagilimi ve {irettikleri toksin oranlarimin cografik bolgelere ve substrata
gore farkli oldugunu ve toksin profillerinin de farkli oldugunu gdstermektedir.
Ayrica calisilan izolat sayisina gore de oranlar degismektedir. Calismadaki
izolatlarin AF, CPA ve BNP’yi birlikte olusturma 6zellikleri uygun kosullarda kuru
incirde de bu toksinlerin iiretilebileceginin gostergesi olarak kabul edilebilir. Daha
onceki caligmalarla kuru incir 6rneklerinde aflatoksin (Mecik, 2007) ve CPA’nin

(Somuncuoglu, 2007) dogal olarak bulunabildigi belirlenmistir.

8.6 izolatlarin incirde Aflatoksin Ve Siklopiazonik Asit Olusturma Ozelliklerine
Sicaklik Ve Siirenin Etkisi

Calismanin bu asamasinda, izolatlarin kuru incirde aflatoksin ve siklopiazonik asit
olusturmasinda sicaklik ve siirenin etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla
57 izolatin igerisinden 5 izolat se¢ilmistir. Secilen izolatlarin besiyerinde toksin
tiretim Ozellikleri Cizelge 8.10’da goriilmektedir. Toksin tretimleri aflatoksin igin
YES besiyeri, CPA i¢in CYA besiyeri ve BNP i¢in ise CZA besiyeri kullanilarak
25°C’de 7 giin inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Izolatlarin spor siispansiyonlarinin
hazirlanmas1 ve su aktivitesi 0,98 olarak ayarlanan kuru incir drneklerine agilanmasi

boliim 7.4.1°de anlatildig: sekilde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 8.10 : Kuru incirde agilama ¢alismalarinda kullanilan izolatlar ve
besiyerinde toksin olugturma 6zellikleri.

izolat Tiir AFB; AFB; AFG, AFG, CPA BNP

Kodu (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
AF1(18)  A.flavus 1240,00 15,01 - - 47603,93  1047,50
AF2(23) A flavus 1436,00 14,45 - - 24917,37 -
AP1(26) A. parasiticus 437,30 14,38 208,80 2,66 - -
AP2(31) A. parasiticus 1028,00 20,01 61,59 1,50 59,27 -
AT(29) A tamarii - - - - 2685,52 -

Izolatlarin kuru incirde aflatoksin ve CPA olusturma potansiyellerinin belirlenmesi
amaciyla 2 adet A. flavus, 2 adet A. parasiticus ve 1 adet A. tamarii se¢ilmistir. A.
flavus izolatlarinin birisi aflatoksin B;, B, CPA ve BNP, digeri sadece aflatoksin B;
ve B, iiretmektedir. A. parasiticus izolatlarinin birisi aflatoksin By, B,, G ve G,
digeri ise aflatoksinlere ilave olarak CPA iiretmektedir. A. tamarii ise sadece CPA

uretmektedir.

8.6.1 incirde aflatoksin iiretimine sicaklik ve siirenin etKisi

2 adet A. flavus (AF1 ve AF2) ve 2 adet A. parasiticus (AP1 ve AP2) susu su
aktivitesi ayarlanan kuru incir 6rneklerine asilanmis ve 20°C, 25°C, 27,5°C 30°C,
35°C ve 40°C’lerde 14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda
1., 3., 7. ve 14. giinlerde aflatoksin analizleri gerceklestirilmis ve belirlenen ortalama
aflatoksin B;, By, G; ve G, konsantrasyonlar1 sirasiyla Cizelge 8.11 ve 8.12°de
gosterilmistir. Aflatoksin By, G; ve G, tiretiminin gosterildigi Cizelge 8.12°de By, G
ve G; iretimi 20°C ve 35°C’lerde gozlenmedigi i¢in ¢izelgede yer verilmemistir.
Izolatlarin toplam aflatoksin iiretiminin farkli sicaklik ve siirelere gore degisimi ise

Cizelge A.1°de verilmistir.
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Cizelge 8.11 : Kuru incirde izolatlarin farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde aflatoksin B; iiretimi.

Kap | Siire Aflatoksin B; Konsantrasyonu (ng/g)
u =
(glin)  20°C 25°C 27,5°C 30°C 35°C 40°C
AF1 1 0,2334+0,0018  0,4067+0,0025 0,2606+0,0065  0,253+0,0047 nd nd
3 0,5238+0,0050 1,0988+0,0092 0,7708+0,0017  0,9457+0,0083 nd nd
7 0,5256+0,0058  2,1241+0,0002 27,6764+0,2746  0,7404+0,0093 0,1946+0,0033  nd
14 5,4682+0,0027 2.5345+0,0047 2,779+0,0124  0,6874+0,0054 nd nd
AF2 1 0,4805+0,0046 1,7368+0,0185 0,6797+0,0004  0,71+0,0110 nd nd
3 nd 45,9266+0,1722 14342240084  70,2008+0,9461 nd nd
7 nd 27.4795+0,3335  95,141+0,1927  114,483+0,2417 0,42544+0,0016  nd
14  nd 23.3606+0,3398  1,7486+0,0127  197,2691+0,0326  0,2408+0,0018  nd
AP1 1 nd 1,7302+0,0088 1,2575£0,0037  1,2509+0,0069 nd nd
3 nd 669,7117+0,7054  63,4321+0,1448 840,9924+0,8938  nd nd
7 nd 5742202+1,4164 41,4819+0,7193 672.2751+0,7171  0,3136+0,0017  0,6279+0,0091
14  nd 624,9135£2,4266  523,7589+0,1457 771,5962+1,622 0,0956+0,001 0,4132+0,004
AP2 1 nd 0,3562+0,0045 0,3039+0,0029  0,1875+0,0035 0,2547+0,0023  nd
3 1,247£0,0098  1193,6834+1,3044 6,114+0,0204 1024,5494+1,9014 nd nd
7 0,7716+0,0069 1193,3209+3,6957 2,1524+0,0474  916,7748+1,1433  0,1472+0,0086  0,8118+0,0008
14 0,6005£0,0023 1123,0225£1,381  202,3348+0,025 658,2767+1,3649  0,1213£0,002  0,5117+0,009

nd: Mikotoksin liretimi belirlenmemistir.
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Cizelge 8.12 : Kuru incirde izolatlarin farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde aflatoksin B, G; ve G, liretimi.

Kiif Siire _Aflatoksin B, Konsantrasyonu (ng/g) Aflatoksin G; Konsantrasyonu (ng/g) Aflatoksin G, Konsantrasyonu (ng/g)
(giin) 25°C 27,5°C 30°C 40°C 25°C 27,5°C 30°C 40°C 25°C 27,5°C 30°C 40°C

AF1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
3 nd nd nd nd 0,05+0,0012 nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
14 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
AF2 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0,52+0,0054 0,27+0,0068 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
7 0,15+0,0038 0,55+0,0096 0,34+0,0026 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
14 nd nd 0,72+0,0045 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
AP1 nd nd nd nd 1,35+0,0040 0,28+0,0018 0,98+0,0052 nd nd nd nd nd
3 2,85+0,0038 nd 9,59+0,0245 nd 136,88+0,5796  0,60+0,0082 103,72+0,7833  nd nd nd nd nd
2,85+0,0333 nd 11,51+£0,2648 nd 181,77+0,2144  3,44+0,0510 108,50+0,0014  0,07+0,0016 1,25+0,0026  nd 0,96+0,0694 nd
14 2,85+0,0060 13,43+0,3690  14,36+0,3155 nd 180,83+1,0801  94,55+0,5309 109,30+0,2608  0,10+0,0084 1,98+0,0220  0,85+0,0026 1,15+0,0183 nd
AP2 Nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
4,51+0,0064 0,20+0,0012 4,15+0,0092 nd 18,69+0,2120 nd 52,56+0,0790 nd nd nd nd nd
7 3,04+0,0255 nd 4,80+0,0036 nd 35,20+0,0318 nd 63,26+0,1600 nd nd nd nd nd
14 4,77+0,0215 5,30+0,0680 4,93+0,0069 nd 47,32+0,0100 4,09+0,0052 43,83+0,0384 nd nd nd nd nd

nd: Mikotoksin iiretimi belirlenmemistir.
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Calismada oncelikle aflatoksin iiretimleri yoniinden secilen izolatlar arasinda fark
olup olmadig1 tek yollu varyans analizi ile karsilastirilmis ve ANOVA tablosu
Cizelge 8.13’de verilmistir. Varyans analizi sonucunda izolatlar arasinda aflatoksin

tiretimi agisindan 0=0,01 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu belirlenmistir.

Cizelge 8.13 : izolatlarin aflatoksin {iretimi varyans analiz tablosu.

Varyasyon Kaynag Kareler Serbestli_k Kareler " P
Toplam derecesi Ortalamasi

Izolatlar 2380663.746 3| 793554.582 | 10,434 | <0,01
AFB; Hata 14222446.734 187 76055.865

Toplam 16603110.479 190

Izolatlar 2903229.635 3 967743.212 | 10,587 <0,01
TOPLAM AF | Hata 17092625.563 187 91404.415

Toplam 19995855.198 190

Izolatlarin arasindaki farklilik en kiigiik ©nem farkliligi metodu (LSD) ile
degerlendirilmistir. A. flavus suslarinin kendi aralarindaki ve A. parasiticus suslarinin
kendi aralarindaki farkliligin istatistiki ac¢idan (0=0,01) Onemli olmadig1
bulunmustur. Fakat A. flavus ve A. parasiticus tiirleri arasindaki farklilik istatistiki
acidan (a=0,01) &nemli olarak belirlenmistir. izolatlar arasindaki LSD analizine ait

farklilik tablosu Cizelge 8.14’de verilmistir.

Cizelge 8.14 : Aflatoksin iiretimi i¢in izolatlarin arasindaki fark tablosu.

Kiif Kiif Kiif Kiif
kodu kodu Ortalamalarin p kodu kodu | Ortalamalarin P
n J) farki (I-J) () ) farki (I-J)
AFB; AF Toplam
AF1 AF2 -22,7548139 | 0,688 | AFl AF2 -22,8598832 | 0,713
AP1 -197,4987805(*) | < 0,01 APl | -238,7554103(*) | <0,01
AP2 -261,5597035(*) | <0,01 AP2 | -273,9198812(*) | <0,01
AF2 AF1 22,7548139 | 0,688 | AF2 AF1 22,8598832 | 0,713
AP1 -174,7439667(*) | <0,01 APl | -215,8955271(*) | <0,01
AP2 -238,8048896(*) | < 0,01 AP2 | -251,0599979(*) | <0,01
AP1 AF1 197,4987805(*) | <0,01 | APl AF1l | 238,7554103(*) | <0,01
AF2 174,7439667(*) | <0,01 AF2 | 215,8955271(*) | <0,01
AP2 -64,0609229 | 0,257 AP2 -35,1644708 | 0,569
AP2 AF1 261,5597035(*) | <0,01 | AP2 AFl | 273,9198812(*) | <0,01
AF2 238,8048896(*) | < 0,01 AF2 | 251,0599979(*) | <0,01
AP1 64,0609229 | 0,257 AP1 35,1644708 | 0,569

(*) 0=0,01 dnem diizeyinde ortalamalarin farki 6nemlidir.

A. parasiticus suslarinin kuru incirde A. flavus suslarindan 6nemli diizeyde farklilik
gostererek (0=0,01) ¢ok daha yiiksek miktarda aflatoksin iireticisi oldugu

belirlenmistir. Her iki kiif tiirii i¢in de aflatoksin {iretimi agisindan optimum sicaklik
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ve siire degisiklik gostermektedir. A. flavus tiirleri arasinda istatistiki agidan farklilik
bulunmamasina ve iki susun YES besiyerindeki aflatoksin iiretimleri birbirine ¢ok
benzer olmasina ragmen AF2 numarali izolat kuru incirde 30°C’de 14. giinde 198
ng/g miktart ile daha yiiksek miktarda aflatoksin retmektedir. AF1 olarak
numaralandirilmis izolat ise ayni1 sicaklik ve silirede yalnizca aflatoksin B;’1 0,69 ng/g
tireterek kuru incirde en zayif aflatoksijenik o6zellik gosteren izolat olarak
belirlenmistir. AF1 yalnizca 25°C sicaklikta 3. giin ¢ok diisiik Gi’de iiretmistir. A.
flavus tiirleri tarafindan aflatoksin tiretimleri en iyi AF1 i¢in 27,5°C’de 7. giinde ve
AF2 igin 30°C’de 14. giinde gergeklesmistir. 20°C ve 35°C’de toksin tiretimi oldukga
diisiik gerceklesmis ve 40°C’de ise aflatoksin iiretimi gézlenmemistir. AF2 numarali
izolatin ise aflatoksin Bp’e ilave olarak B; tirettigi, G grubu aflatoksinleri iiretmedigi
gozlenmistir. A. flavus izolatlar1 tarafindan aflatoksin iiretimi igin optimum
sicakliklarin aynmi tiirin {lyeleri arasinda da degistigi Northolt ve dig. (1977),
tarafindan yapilmis ¢alisma ile gosterilmistir. A. flavus suslarinin toplam aflatoksin
tiretimlerinin zamana bagh degisim grafikleri Sekil 8.6 ve 8.7’de, 3 boyutlu grafikleri

ise Ek B’de goriilmektedir.

i A
) /\
15 /A

Toplam aflatoksin konsantrasyonu (ng/g)

25°C
—he=727,5°C
10

/ \‘ —==30°C

—#=35°C
i \
0 _%
1 3 7 14

nkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 8.6 : AF1’in kuru incirde farkli sicaklik ve siirelerde toplam aflatoksin degisim
grafigi (40°C’de toksin {iretimi olmamugtir).
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Sekil 8.7 : AF2’nin kuru incirde farkli sicaklik ve siirelerde toplam aflatoksin
degisim grafigi (40°C’de toksin tiretimi olmamistir).

Calismada secilen izolatlar i¢in aflatoksin iiretimine sicaklik ve siirenin etkisinin

Onemi varyans analizi ile incelenmistir. Analiz sonucunda sicaklik ve slirenin

etkisinin 0=0,01 diizeyinde istatistiki olarak ¢ok ©nemli oldugu ve aralarindaki

iligkinin 6nemli oldugu belirlenmistir ve ANOVA tablosu Cizelge 8.15’de

verilmistir.

Cizelge 8.15 : izolatlarin toplam aflatoksin iiretimi igin sicaklik ve siire etKisinin
ANOVA tablosu.

VaryasyonKaymag |y i 08| S onamas | P

AF1 | Sicaklik 355,031 5 71,006 22409.174 | <0,01
Siire 187,598 3 62,533 19734942 | <0,01
Sicaklik*Siire 909,741 15 60,649 19140.609 | <0,01
Hata 0,076 24 0,003
Toplam 1638.735 48

AF2 | Sicaklik 55220.015 5 11044.003 | 210553.729 | <0,01
Siire 11668.735 3 3889.578 74154.745 | <0,01
Sicaklik*Siire 43754.064 15 2916.938 55611.366 | <0,01
Hata 1,259 24 0,052
Toplam 140325.453 48

AP1 | Sicaklik 3844670.347 5 768934.069 | 2636838.826 | < 0,01
Siire 1014806.284 3 338268.761 | 1159995.687 | < 0,01
Sicaklik*Siire 1650846.735 15 110056.449 | 377407.023 | <0,01
Hata 6,999 24 0,292
Toplam 9292724.298 48

AP2 | Sicaklik 6781984.364 5 1356396.873 | 1330044.339 | <0,01
Siire 1224028.597 3 408009.532 | 400082.586 | < 0,01
Sicaklik*Siire 2464164.328 15 164277.622 | 161085.981 | <0,01
Hata 24,476 24 1,020
Toplam 14124712.776 48
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1997 yilinda Gqaleni ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada A. flavus susunun YES ve
CYA besiyerinde aflatoksin iiretimine su aktivitesi, sicaklik (20°C, 25°C, 30°C,
37°C) ve siirenin (5., 10., 15., 20. giin) etkisi incelenmis ve ¢alismamizla benzer
sekilde istatistiki olarak hepsinin aflatoksin iiretimi tizerine etkisi énemli (a=0,01)
bulunmustur. YES besiyerinin aflatoksin liretimini destekledigi ve CY A besiyerinden
% 30 daha yiiksek konsantrasyonda aflatoksin liretimi gergeklestigi belirlenmistir. En
diisiik aflatoksin konsantrasyonu 0,996 su aktivitesi’nde 20°C’de 5 giinde, 306 ng/ml
diizeyindeki en yiiksek aflatoksin konsantrasyonu ise ayni su aktivitesi’nde 30°C ve
15 giin inkiibasyon sonunda gozlenmistir. Caligmanin sonunda aflatoksin {iretimi i¢in

optimum sicaklik 30°C olarak belirlenmistir.

Gqaleni ve dig. 1996 yilinda otoklavlanmis musir’a asiladiklart A. flavus’un
aflatoksin {iretimine sicaklik ve su aktivitesinin etkisini arastirmiglar ve istatistiki
olarak aralarindaki iligkinin 6nemli oldugunu kaydetmislerdir. 0,98 su aktivitesinde
(aw) 30°C’de 14 giinde en yiiksek aflatoksin konsantrasyonuna ulasilmigtir. 0,98

aw’de 20°C’de de 14 giinde yar1 yariya diismesine ragmen iiretim vardir.

Ggaleni ve dig. (1996), tarafindan msir taneleri iizerinde yapilan ¢alismanin benzeri
bir ¢alismada yer fistiginda A. flavus izolatlarinin AF iretimleri igin belirlenen
optimum sicaklik ve su aktivite degerleri farklilik gostermektedir. En diisiik AFB;
tretimi 0,94 aw’de gozlenmistir. Bu su aktivite degerinde 25°C ve 30°C’de kiif
gelisimi 1y1, fakat AFB; iiretimi ¢ok diisiik konsantrasyonda olmustur. Bunun
yanisira 20°C’de gelisim ¢ok zayif olmasina ragmen 28 giin sonra 1375 ppb
miktarinda AFB; iiretimi sekillenmistir. Bu farklilik calismada tek kiif susu
kullanmamis olmalari, yer fistiginin otoklavlanmamus, sterilize edilmemis olmasi ve
calismanin 60 giine kadar siirdiiriilerek farkli ¢evresel kosullarda kiif ve substratin
iliskisini gozleyebilecek yeterli siireye sahip olmalar ile agiklanabilir (Vaamonde ve
dig., 2000).

Giorni ve dig. (2007), tarafindan misirdan izole edilmis 70 adet A. section Flavi
tiyesinin 38 adedi in vitro aflatoksin olusturma o6zelliklerine goére segilerek sicaklik
ve su aktivitesinin aflatoksin olusturmalar1 tizerine etkisi incelenmistir. 15, 25 ve
30°C sicaklik ve 0,83, 0,94 ve 0,995 su aktivite degerlerinde 14 giin karanlikta
inkiibe edilerek Czapek agar besiyerinde toksin analizleri gerceklestirilmistir.

25°C’nin A. flavus suslar1 tarafindan 2406 ng/g konsantrasyonu ile AFB; iiretimi igin

108



optimum sicaklik oldugu kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada hem kiif gelisimi hem de
toksin tiiretimi i¢in optimum su aktivite degeri 0,99 olarak belirlenmistir. Toksin
iiretimi ve iretici sus sayisinda 15°C ve 30°C’de diisiis gdzlenmistir. Giorni ve dig.
(2007), tarafindan belirlenen 25°C optimum sicaklik ile {ilkemiz kuru incirlerinden
izole edilen A. flavus suslar1 i¢in belirledigimiz 30°C optimum sicaklik bulgulari,
suslarimizin ~ Italya’daki  suslardan daha termofilik  ozellikte  oldugunu

diistindiirmektedir.

Brezilya findiginda aflatoksin {iretimi iizerine depolama sicakligi, bagil nem ve
stiresinin etkisi ve 6neminin ortaya kondugu bir diger ¢alismada % 97 bagil nemde
60 gilin depolamada 25°C’de 6817 ng/g ile en yiiksek aflatoksin konsantrasyonu ve
30°C’de ise 5046 ng/g ile ikinci en yiiksek konsantrasyona ulagilmistir. A. flavus
gelisimi en iyi 29-35°C’ler arasinda olmasina ragmen toksin tiretimi 25°C’de en
yiiksek degere ulagmistir. Ancak biyokiitle ile toksin liretimi arasinda lineer bir iliski

oldugu dogrulanamamistir (Arrus ve dig., 2005).

A. flavus tarafindan aflatoksin B; tiretimi igin gesitli yaymlarda bildirilen optimum
sicakliklar 24-35°C arasinda degismektedir. Sabit su aktivitesinde sicakligin
diisiistiyle birlikte aflatoksin iiretiminin de diistiigii ve 10-13°C’de tamamen durdugu
belirtilmistir (Gqgaleni ve dig., 1997).

A. flavus tiirlerinin aflatoksin iiretimleri ile sicaklik iligkisinin agiklanmasina yonelik
genetik diizeyde yapilan ¢aligmalar aflatoksin biyosentezinden sorumlu genlerin (afls
ve aflR) 37°C sicaklikta mevcut olmadigini fakat 25-30°C sicaklik araliginda
aflatoksin tiretiminin artigina paralel olarak bu genlerin ekspresyonunun da arttigini

gostermektedir (Schmidt-Heydt ve dig., 2009).

A. parasiticus suslarinin (AP1 ve AP2) aflatoksin iiretimleri incelendiginde ise kuru
incirde 25°C’de 7. giinde 1231 ng/g gibi ¢ok daha yiiksek diizeyde aflatoksin {iretme
ozelligi gosterdikleri goriilmektedir. 30°C sicaklikta da yiiksek konsantrasyonda
aflatoksin tiretmislerdir. 20°C ve 40°C’de aflatoksin iiretimi ¢ok daha diisiik olmak
kaydiyla devam etmistir. Bu durum A. parasiticus tiirlerinin yiiksek ve diisiik
sicakliklara A. flavus tiirlerinden daha dayanikli oldugunu disiindiirmektedir. A.
parasiticus suslarinin toplam aflatoksin tiretimlerinin zamana bagl degisimleri Sekil

8.8 ve 8.9°da, 3 boyutlu grafikleri ise Ek B’de gdsterilmistir.
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Sekil 8.9 : AP2’nin kuru incirde farkli sicaklik ve siirelerde toplam aflatoksin
degisim grafigi.

AP1 olarak numaralandirilmis A. parasiticus izolat1 B ve G grubu aflatoksinlerin

tamamin1 25, 27,5 ve 30°C’de iireterek tipik dzellik gostermistir. Ozellikle 100 ng/g

diizeyinde G; iretimi ile de kuru incirde yiiksek miktarda aflatoksin {iretimini

desteklemistir. AP2 ise aflatoksin G, disinda diger aflatoksinleri iiretmis ve optimum

kosulda bile G; miktarinin AP1’in {iretiminin yaris1 kadar oldugu gézlenmistir.

A. parasiticus izolatlarindan AP1’in 40°C sicaklikta kuru incirde yalnizca B; ve G;

drettigi belirlenmistir. Bu 6zellik YES besiyerinde yaptigimiz c¢alismalarda
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belirlenmemistir. Literatiirde A. parasiticus tiirlerinin yalnizca aflatoksin B; ve G;
tireticisi oldugu belirlenmis ¢alismalar mevcuttur (Dorner ve dig., 1984). Ayrica bu
toksin profilinin kuru incirde siklikla sekillendigi de kaydedilmistir (Megik, 2007;
Bircan ve dig., 2008).

Sonugta kuru incirde A. flavus izolatlar1 tarafindan aflatoksin iiretimine G grubu
aflatoksinlerin etkisi yoktur. A. parasiticus izolatlarindan ozellikle AP1 izolati

tarafindan aflatoksin iiretimine ise G grubu aflatoksinlerin katilimi 6nemlidir.

A. flavus (AF2) ve 6zellikle A. parasiticus (AP1 ve AP2) tiirlerinin 30°C’de 3. giinde
yiiksek miktarda aflatoksin iiretme 6zelligi gostermesi 6nemlidir. Bu durum A. flavus
ve A. parasiticus tiirleri ile kontamine olan incirlerin agagta, yerde veya sergide
kurutulmas: esnasinda 6zellikle Ege Bolgesi’nde yiiksek aflatoksin igerigine sahip

olabileceklerini diistindiirmektedir.

8.6.2 incirde siklopiazonik asit iiretimine sicaklik ve zamanin etKisi

2 adet A. flavus (AF1 ve AF2), 1 adet A. parasiticus (AP2) ve 1 adet A. tamarii susu
su aktivitesi ayarlanan kuru incir 6rneklerine asilanmis ve 20°C, 25°C, 27,5°C 30°C,
35°C ve 40°C’lerde 14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda
1., 3., 7. ve 14. giinlerde siklopiazonik asit analizleri gergeklestirilmis ve belirlenen

ortalama CPA konsantrasyonlar1 Cizelge 8.16’da gdsterilmistir.
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Cizelge 8.16 : Kuru incirde izolatlarin farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde CPA {iretimi.

CPA Konsantrasyonu (ng/g)

Kiif Sure
@) 54ec 25°C 27,5°C 30°C 35°C 40°C
AF1 1 nd nd nd nd nd nd
3 2894,8875+18,7418 3354,06+1,6687 2917,5475+8,7009 1763,585+0,6010 1116,46+8,5135 687,1903+0,2597
7 4650,1975+3,5107 7334,71+0,6788 3048,5775+2,1955 2396,575+2,8284 1927,66+1,2303 776,98+1,5273
14  5811,381+3,2399 7811,715+2,5526 3122,91+1,4424 2430,22314+2,1702 2172,165+26,0144 664,1270+0,5231
AF2 1 nd nd nd nd nd nd
3 1540,2625+1,9410 2041,145+0,9545 1298,715+1,8879 1188,2114+2,6537 968,415+1,6617 258,19+1,5414
7 2123,9342+9,2181 2444,745+1,5909 1597,0602+2,2739 1909,8276+1,8492 1010,783+2,6940 258,19+0,7636
14  2450,8972+7,8158 2518,6037+3,6918 1742,7975+2,1375 1961,156+5,9623 1021,9705+0,6512 258,19+0,9121
AP2 1 nd nd nd nd nd nd
3 nd nd nd nd nd nd
7 nd nd nd nd nd nd
14 nd nd nd nd nd nd
AT 1 nd nd nd nd nd nd
3 121,9705+0,6512 816,705+2,2980 824,0314+1,9142 1286,556+3,9399 624,3895+2,7145 89,9105+0,4942
7 202,12540,8555 1187,651+3,4492 1005,4103+7,8027 1641,35+3,8890 801,31542,5385 98,7161+2,2286
14 232,79+0,5232 1113,2015+4,2447 1458,1068+3,0817 1851,5125+5,9503  759,27+1,2445 94,1705+1,5860

nd: Mikotoksin liretimi belirlenmemistir.
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Sonuglar incelendiginde A. parasiticus izolatinin CPA iiretmedigi goriillmektedir. Bu
durumun substrat 6zelliginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. CPA {iretimini
destekleyen CYA besiyerinde yapilan caligmalarla tespit limitinin ¢ok az iizerinde
olmak kaydiyla iiretici oldugu belirlenen bu susun kuru incirde aymi ozelligi

tagimadigi belirlenmistir.

Segilen izolatlarin siklopiazonik asit iiretimleri acisindan karsilastirildigi tek yollu
varyans analizi (ANOVA) tablosu Cizelge 8.17°de verilmistir. Segilen izolatlarin
tamami arasinda CPA iiretimi agisindan a=0,01 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 8.17 : Izolatlarin siklopiazonik asit {iretimi varyans analiz tablosu.

Serbestlik Kareler

Varyasyon Kaynag1 | Kareler Toplam derecesi Ortalamasi F P
CPA Izolatlar 135957732,951 3 45319244,317 | 5,166 | <0,01
Hata 291279001,854 92 1549356,393
Toplam 427236734,805 95

Izolatlar arasindaki farklilik ise en kiigiikk onem farklilifi metodu (LSD) ile
analizlenmis ve LSD analizine ait izolatlar arasindaki farklilik tablosu Cizelge
8.18’de verilmistir. LSD analizi neticesi AF1 susunun daha yiiksek miktarda CPA
treterek diger tiim suslarla olan farkliliginin 0=0,01 6nem diizeyinde istatistiki
acidan da onemli oldugunu gostermistir. AT izolatinin toksin liretimi agisindan AF2
ve AP2 izolatlar1 ile arasindaki farkliliginin istatistiki agidan Onemli olmadig

belirlenmistir.

Cizelge 8.18 : Izolatlarin siklopiazonik asit {iretimi igin fark tablosu.

Kiif kodu | Kiif kodu Ortalamalarin P
) J) farki (I-J)

AF1 AF2 1184.2184375(*) | <0,01
AP2 2286.7063125(*) | <0,01
AT 1694.6570729(*) | <0,01

AF2 AF1 -1184.2184375(*) | <0,01
AP2 1102.4878750(*) | <0,01
AT 510,4386354 | 0,046

AP2 AF1 -2286.7063125(*) | <0,01
AF2 -1102.4878750(*) | <0,01
AT -592,0492396 | 0,021

AT AF1 -1694.6570729(*) | <0,01
AF2 -510,4386354 | 0,046
AP2 592,0492396 | 0,021

(*) 0=0,01 dnem diizeyinde ortalamalarin farki 6nemlidir.
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CPA iiretimi gozlenmeyen AP2 hari¢ teker teker tiim izolatlarin CPA {iretimine
sicaklik ve siirenin etkisinin incelendigi ANOVA tablosunda ayr1i ayri ve
kombinasyon olarak etkilerinin istatistiki

(0=0,01) olarak o6nemli oldugu

belirlenmistir. Cizelge 8.19°da gosterilmistir.

Cizelge 8.19 : izolatlarin siklopiazonik asit {iretimi i¢in sicaklik ve siire etkisinin
ANOVA tablosu.

Varyason Kaymags | er | Seoestik | warer | p

AF1 | Sicaklik 88229820.990 5 17645964.198 | 343489.959 | < 0,01
Stire 99708470.236 3 33236156.745 | 646963.010 | < 0,01
Sicakhik*Siire | 47795178.808 15 3186345.254 |  62024.245 | <0,01
Hata 1232.942 24 51,373
Toplam 486727939.42 48

AF2 | Sicaklik 13280794.930 5 2656158.986 | 276161.756 | <0,01
Siire 21520136.430 3 7173378.810 | 745818.642 | <0,01
Sicakhik*Siire | 5386510.895 15 359100.726 | 37335.825| <0,01
Hata 240,453 24 9,618
Toplam 97401934.489 48

AT | Sicaklik 7442025.157 5 1488405.031 | 178775.030 | <0,01
Stire 6136179.848 3 2045393283 | 245675.899 | <0,01
Sicaklik*Sire 2906976.267 15 193798.418 | 23277480 | <0,01
Hata 199,814 24 8,326
Toplam 33310451.586 48

CPA fdiretimi tiim suslarda 1. glinde belirlenmemis, 3. glinden itibaren gbézlenmis ve
14. giine dogru genellikle artis gostermistir. A. flavus izolatlarindan AF1 susunun
CPA iiretimi enel olarak AF2 susundan daha yiiksektir. En yliksek CPA iiretimi her
iki A. flavus izolatinda da 25°C 14 giinde goriilmiistir. 40°C’de de diger
sicakliklardan daha diisiik olmak kaydiyla A. flavus suslarinin CPA iirettigi
belirlenmistir. En yiiksekten diisige dogru CPA firetimi agisindan bir siralama
yapilacak olursa 25°C>20°C>27,5°C>30°C>35°C>40°C oldugu goriilmektedir. A.
tamarii izolat1 ise A. flavus tiirlerinden daha zayif toksijenik 6zellik gostermistir ve
en yliksek CPA iiretimi 30°C’de 14. giinde sekillenmistir. A. tamarii izolatinin CPA
tretimi  i¢in sicaklhik swralamasi  ise  30°C>27,5°C>25°C>35°C>20°C>40°C
seklindedir. 27,5°C 14 giinde de biraz daha az olmak kaydiyla yine yiliksek oranda

CPA iiretimi gozlenmistir. AF1, AF2 ve AT izolatlarinin CPA {iretimlerinin sicaklik
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ve zamana bagl degisim grafikleri Sekil 8.10, 8.11 ve 8.12°de, 3 boyutlu grafikleri

ise Ek C’de verilmistir.
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1997 yilinda Gqaleni ve dig. tarafindan yapilan ¢aligmada A. flavus izolati igin
inkiibasyon siiresi, substrat, sicaklik ve su aktivitesinin CPA {iretimi iizerine etkisi
onemli bulunmustur. En yiiksek CPA iiretimi 0,996 aw’de 25°C’de 15. giinde
belirlenmistir. En diisik CPA konsantrasyonu 37°C ve ikinci olarak da 20°C’de
gbzlenmistir. CY A besiyeri CPA {iretimini desteklemekte ve YES besiyerine nazaran
daha yiiksek konsantrasyonda iiretilmektedir. Yapilan ¢alisma ile benzer olarak CPA

iiretimi i¢in optimum sicaklik 25°C olarak belirlenmistir.

Ggaleni ve dig. (1996), tarafindan otoklavlanmis misir’a asilanan A. flavus izolatinin
CPA iiretimine sicaklik ve su aktivitesinin etkisinin arastirildigi bir diger calismada
her iki degiskenin etkisi de a=0,01 énem diizeyinde 6nemli bulunmustur. 0,98 aw’de
20°C’de 14 giin sonunda 1876 ng/g ile en yiiksek CPA iiretimi sekillenirken 0,90
aw’de 30°C’de en diisiik olmustur. 0,98 su aktivite degerinde 30°C’de 14 giinde
20°C’den daha diisiik olmasina ragmen iretim (1614 ng/g) vardir. Genel olarak sabit
su aktivitesinde 20°C’de 30°C’ye gore CPA iiretimi yiiksek olmakta ve su aktivitesi
arttikca toksin iiretimi artmaktadir. Calismadaki bulgular bu bulguyu
desteklemektedir. Yukaridaki ayni ¢alismada arastirilan P. commune A. flavus’tan
daha yiiksek miktarda CPA tiretme 6zelligi ile farklilik géstermistir. P. commune igin
optimum degerler, 0,98 aw 20°C’de 14. giinde 7678 ng/g ile en yiiksek ve. 0,98
aw’de 30°C’de yar1 yariya diisiik olarak belirlenmistir (4761 ng/g). A. flavus ve P.
commune icin yiiksek su aktivite, diisiik sicakligin CPA {iretimini arttirdig1 ve diisiik

su aktivite, yiiksek sicakligin ise azalttig1 belirlenmistir.
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Bagka bir Penicillium tiirii olan P. camembertii ile yapilan bir baska ¢alismada da

CPA iiretimi igin optimum sicaklik 25°C olarak belirlenmistir (Le Bars, 1979).

Vaamonde ve dig. (2006), tarafindan yer fistiginda A. flavus tiirlerinin CPA iiretimi
tizerine sicaklik ve su aktivitesinin etkisinin aragtirildig1 ¢alismada ise CPA miktari
0,94 aw’de 25°C’de 28 giin sonra 4469,2 ng/kg ile maksimum seviyeye ulagmis fakat
20°C’de 21. giinde 2690 ng/kg miktarinda daha diistik iiretim gézlenmistir.

Calismada kullanilan A. flavus izolatlar1 Gqaleni ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada
kullanilan A. flavus izolatlar ile benzer sekilde aflatoksin ve CPA’y1 birlikte iiretme
ozelligindedir. Bu toksinlerin bir izolat tarafindan birlikte tiretimleri sicaklik gibi
cevresel faktorlerin ve inkiibasyon siiresinin yanisira analizde kullanilan kiiltiirel
sisteme (besiyeri, gida rnegi) gore de gok farklilik gostermektedir. Ornegin YES
besiyeri veya sivi besiyeri kullanildiginda yiliksek su aktivitesine sahip olmasina
ragmen 30°C’de 21 giinde ¢ok diisiik miktarda aflatoksin liretimi sekillenmektedir
(Vaamonde ve dig., 2006). Fakat ¢alismanin benzeri otoklavlanmis misir tanelerinde
yapildiginda su aktivite degeri 0,992 olmasina ragmen her iki toksininde iiretim

miktarlar1 ve oranlar1 ¢ok yliksek olmaktadir (Gqaleni ve dig., 1996).

Yer fistiginda kuraklik stresi altinda 29,6°C sicakligin A. flavus kolonizasyonu ve
aflatoksin olugumununu arttirdig1 belirlenmistir. 2007 yil1 kuru incir hasatinda ocak-
temmuz aylar1 arasinda 2002-2006 yillarina nazaran 1-2°C daha yiiksek sicaklik, 300
mm daha az yagis ve % 10-15 diisiik bagil nem goriilmiistir. Yaz doneminin
ortalama sicakligi 29,1°C olarak belirlenmistir. Ve bu yilin iirliniinde aflatoksin
varligt ve Avrupa Birligi iilkelerinden gelen hizli alarm sayilarinda ciddi artig
sekillenmistir. Bu durum 2007 yilinda goriilen kuraklikla iligkilendirilmis ve kuraklik
stresi neticesi kuru incirler A. flavus tiirleri ile kontaminasyona hassas duruma
gelerek daha yiiksek konsantrasyonda aflatoksin iiretimi sekillenmistir. Bu durumu
aciklamak tizere ileri siiriilen teorilerden biri kuraklik ile iiriinde prolin, asparagin
gibi aflatoksin biyosentezini tetikleyen serbest aminoasitlerin artisinin olabilecegi,
bir digeri ise bitkinin sahip oldugu fitoaleksinler gibi dogal direng¢ bilesenlerinin

kuraklik stresi altinda kaybolabilecegidir (Bircan ve dig., 2008).
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9. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada Ege Bolgesi’nden kurutma asamasinda toplanan incir 6rneklerinden
izole edilmis 57 adet Aspergillus section Flavi tiyesi kiif tiiriiniin molekiiler yontemle
identifikasyonu gergeklestirilmistir. Besiyerinde aflatoksin, siklopiazonik asit ve -
nitropropionik asit olusturma ozellikleri belirlenen izolatlarin arasindan segilen 5
izolatin incirde aflatoksin ve siklopiazonik asit olusturmasina sicaklik ve siirenin

etkisi belirlenmistir.

Calismada kullanilmis olan molekiiler metodoloji kuru incir 6rneklerinde 6zellikle
toksin olusumu agisindan O6nem tasiyan kif tiirlerinden Aspergillus flavus ve A.
parasiticus varliginin belirlenmesinde kullanilabilir. Fakat bu metodoloji toksijenik
ve atoksijenik izolatlar1 birbirinden ayirmada yetersiz kalmaktadir. Toksijenik
izolatlarin belirlenmesi toksin iiretiminde rol oynayan genlerin hedeflenmesi gibi
daha ileri calismalar1 gerektirmektedir. Bu calisma molekiiler teknikler kullanilarak
incir 6rneklerinden izole edilen A. section Flavi tiirlerinin ITS bolgesi kullanilarak

belirlendigi bilgimiz dahilindeki ilk ¢aligmadir.

Calismada A. section Flavi tiyelerinin A. flavus, A. parasiticus ve A. tamarii kif
tirlerinden olustugu belirlenmistir. Tanimlanan kif tiirleri 6zellikle en toksijenik
Ozellikteki mikotoksin olan aflatoksinlerin baglica iireticisi olmalar1 ile Gnem
tagimaktadir. Kuru incirde bu kiif tiirlerinin bulunmasi ayni zamanda aflatoksin
mevcut olabileceginin de gostergesidir. Fakat dogada ayni kif tiirlinlin toksijenik
Ozellikte olanlar1 oldugu gibi olmayanlari1 da mevcuttur. Toksijenik ve atokisjenik sus
dagilimi cografik bolgelere ve gida tipine gore farklilik gostermektedir. Biitiin
bolgelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de kuru incirde hangi tiirlin baskin oldugu ve
tirlerin toksijenite bilgisi 6zellikle mikotoksinlere yonelik hasat oncesi Onleyici
tedbirlerin alinmasi yoniinden Onem tasimaktadir. Ayrica daha ileri caligmalar
yapilarak atoksijenite fenomenonunun anlasilmasi etkili biyokontrol yontemlerinin

gelistirilmesi adina yarali olacaktir.

Caligmada 57 adet izolatin besiyerinde toksijenik 6zellikleri aflatoksin, siklopiazonik

asit ve B-nitropropionik asit iiretme potansiyellerinin analizi ile belirlenmistir.
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Izolatlarin % 96,5’i aflatoksin, % 93’ii siklopiazonik asit ve % 28’i ise P-
nitropropionik asit {ireticisi olarak belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde tim
izolatlarin kuru incir Orneklerinden izole edilmis olmasi ve yiiksek toksijenik
Ozellikte olmasi 6nemlidir. Bu durum kuru incirde aflatoksin, siklopiazonik asit ve p-
nitropropionik asit toksinlerinin kontaminasyon riskine isaret etmektedir. Fakat soz
konusu izolatlarin gida iizerindeki davranislari besiyerindekinden ¢ok daha farkli
olmaktadir. Bununla beraber kiiflerin toksijenik potansiyellerinin tarimsal
tirinlerdeki dogal mikotoksin kontaminasyonunu etkileyen énemli bir faktér oldugu

distiniilmektedir.

Sicaklik, nem, depolama kosullar1 gibi ¢ok sayida faktor kiiflerin tiriinde gelisip
toksin olusturma ozelliklerini belirlemektedir. Dolayisiyla kuru incirden izole edilen
toksijenik kiiflerin hangi kosullarda gelisip s6z konusu toksinleri iirettiginin

belirlenmesi mikotoksinlerin 6nleme ¢alismalari igin yararl olacaktir.

A. flavus, A. parasiticus ve A. tamarii izolatlarinin kuru incir’e asilanarak aflatoksin
ve siklopiazonik asit iiretimlerine sicaklik ve siirenin etkisinin belirlendigi ¢alismada
Kuru incirde aflatoksin kontaminasyonunun sorumlu iireticisi A. parasiticus olarak
belirlenmistir. A. flavus izolatlari daha zayif toksijenik Ozellik gdstermistir.
Aflatoksin kontaminasyonunun baslica aflatoksin B; tarafindan olustugu ve bu
nedenle B;’in standart olarak alinmasmin ve takibinin dogru bir yaklasim oldugu

diistiniilmektedir.

Kuru incirde CPA iretiminden ise baslica A. flavus tiirleri, daha az olarak da A.
tamarii izolat1 sorumlu olarak belirlenmistir. Kuru incirde aflatoksinden daha yiiksek
miktarda CPA olusmaktadir. Sonug¢ olarak iiretim miktarlar1 degismekteyse de
calismamizdaki A. flavus ve A. parasiticus izolatlar1 kuru incirde aflatoksin ve
siklopiazonik asit olusumundan sorumlu tiirlerdir. Ayrica elde edilen veriler iiriinde
toksin olusumunun sicaklik dalgalanmasindan Onemli derecede etkilendigini

gostermektedir.

Mikotoksin iiretimini etkileyen ¢evresel faktorlerin basinda sicaklik ve bagil nem
gelmektedir. Bunlara ilave olarak su aktivitesi, nem, depolama siiresi, hasereler veya
kabugun olup olmamasi da kiif gelisimi ve mikotoksin iiretimi iizerine etkilidir.
Fakat bu faktorlerin, ayn1 substrat iizerinde dahi olsa kiif gelisim ve mikotoksin

tiretimi iizerine farkli sonuglar dogurdugunu belirtmek gerekmektedir. Ayrica
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kosullar toksin iiretimi i¢in kif gelisiminde oldugundan ¢ok daha simirlayicidir ve
ayni tiirtin farkli mikotoksin iiretimleri igin farklilik gosterebilecegi gibi ayni

mikotoksini iireten farkl kiif tiirleri i¢inde farklilik géstermektedir.

Gida giivenligi agisindan bakilacak olursa elde edilen veriler kurutma teknolojisinin
gelistirilmesinde kullanilabilir. Kuru incirde yiiksek su aktivitesinde 25-30°C’ler
toksin olusumunu arttirmaktadir. Ulkemizde geleneksel olarak giineste kurutma
yapilmakta fakat bu ¢alismadaki verilere gore 35°C’nin iistiinde kurutma teknolojisi
kullanilarak hizli bir sekilde kurutma yapilacak olursa, prosesin giivenilir olacagi
diisiiniilmektedir. Fakat kurutmada su aktivitesi ¢cok o©Onemli yer tutmaktadir.
Dolayisiyla ayrica su aktivitesinin kuru incirde toksin olusumuna etkisinin
arastirilmasi 6zellikle uygun kurutma teknolojilerinin gelistirilmesi agisindan énem

tagimaktadir.
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EKA

Cizelge A.1 : Kuru incirde izolatlarin farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde toplam aflatoksin tiretimi.

Kiif Siire  Toplam Aflatoksin Konsantrasyonu (ng/g)
(giin) 29°C 25°C 27,5°C 30°C 35°C 40°C
AF1 1 0,2334+0,0018 0,4067+0,0025 0,26060,0065 0,253+0,0047 nd nd
3 0,5238+0,005 1,1569+0,0104 0,7708+0,0017 0,9457+0,0083 nd nd
7 0,5256+0,0058 2,1241+0,0002 27,6764+0,2746 0,7404+0,0093 0,1946+0,0033 nd
14 5,4682+0,0027 2,5345+0,0047 2,779+0,0124 0,6874+0,0054 nd nd
AF2 1 0,4805+0,0046 1,7368+0,0185 0,6797+0,0004 0,710,011 nd nd
3 nd 46,4494+0,1776 14,6173+0,0771 70,2008+0,9461 nd nd
7 nd 27,6352+0,3297 95,6928+0,2024 114,8316+0,2444  0,4254+0,0016 nd
14  nd 23,3606+0,3398  1,7486+0,0127 197,996+0,0281  0,2408+0,0018 nd
AP1 1 nd 3,0815+0,0128 1,5397+0,0056 2,239+0,0016 nd nd
3 nd 809,4546+1,2812  64,0333+0,1365  954,3103+0,135  nd nd
7 nd 762,1126+1,1659  44,9259+0,6683  793,2557+0,3842  0,3136+0,0017 0,6989+0,0107
14 nd 812,6977+1,3184 632,5966=+0,757 896,4215+1,0273  0,0956+0,001  0,522+0,0045
AP2 1 nd 0,3562+0,0045 0,3039+0,0029 0,1875+0,0035 0,2547+0,0023 nd
3 1,247+0,0098  1216,8914+1,5229 6,3142+0,0192 1081,27+1,8316 nd nd
7 0,7716+0,0069 1231,5758+3,6383 2,1524+0,0474 984,8382+1,2997  0,1472+0,0086 0,8118+0,0008
14  0,6005+0,0023 1175,1169+1,3695 211,7283+0,0879 707,0454+1,4103 0,1213+0,002  0,5117+0,009

nd: Mikotoksin iiretimi belirlenmemistir.
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