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i

ONSOZ

Aflatoksikozisler, ¢ok sayida arastirmaya ragmen giiniimiizde hayvanlarda devam eden bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan arastirmalarda yem ve yem hammaddelerinde
sirekli mikotoksinlere rastlanmakta ve uygun sartlarda hazirlanmadiginda bu tiirden

kirliliklerin stirekli var olmaya devam edecegi bildirilmektedir.

Nitrat- nitritler ise dogal olarak toprak, su, atmosfer, tiim bitki kisimlar1 ve ette
bulunmaktadir. Bu kadar yaygin sekilde rastlanmasimnin sebebi atmosferik azot-toprakta
bakteriyel nitrat halinde tutulma, bitki proteinlerine ¢evrilme, bitki ve hayvansal metabolizma
artig1 ve atig1 olarak atilma, nitrat ve amonyaga c¢evrilme ve tekrar atmosfere saliverilme
asamalarindan olusan dogal azot dolanimidir. Nitritler yemlere koruyucu olarak katilirlar.
Gilicli  oksitleyici maddeler olmalar1 nedeniyle methemoglobinemiyle seyreden akut

zehirlenmelere sebep olurlar.

Bu tez calismasinda iilkemizde kedi ve kdpek beslenmesinde son yillarda daha ¢ok
kullanilmaya baglanilan kuru mamalarimin i¢inde bulunmasi olast AFBI1, nitrat ve nitrit

diizeylerinin incelenmesi amag¢lanmaistir.

Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Baskanligina, tezimin savunmasinda beni
degerlendiren TIK Uyelerine, doktora tezimin ¢alismalar1 sirasinda degerli zamanini ayirarak
temel kavramlari anlamam ve uygulamam konusunda her zaman ihtiya¢ duydugum bilgileri
bana sunan damigmamm Prof. Dr. Ayhan FILAZI’ye, laboratuar calismalarimda bilgi ve
emegini esirgemeyen Kimyager Slireyya KARAASLAN’a, her zaman ilgi ve destegini
gordiiglim deneyim ve yardimlariyla beni yonlendiren tiim Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyeleri'ne, Anabilim Dali ¢alisanlarina, doktoraya baslamam
konusunda beni tegvik eden ve tezimin her asamasinda ilgi ve destegini eksik etmeyen annem
Rabia ve babam Halil Ibrahim BECER’e, kardesim Abdullah BECER’e, ve sonsuz

sabirlarindan dolay1 tiim arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRiS

Ev ve siis hayvani olarak en fazla tercih edilen hayvanlar arasinda kedi ve kdpeklerin
yer aldig1, ancak bunlara gereksinimlerini karsilayacak uygun besin maddelerinin her
zaman verilemedigi bilinmektedir. Her canlida oldugu gibi kedi ve kopeklerin de
temel bir enerji gereksinimi vardir. Dogalar1 geregi etobur olan kedi ve kdpeklerin
beslenmesindeki bilgiler uzun siire yetersiz kalmistir. Buna ragmen pismis tahil,
sebze v.b. etsiz besinlerin de gidalarinin bir pargasi haline getirilmesinde basarili
olunmustur. Besin maddelerinin teknolojik yonden gelistirilmesiyle kedi ve kopekler
icin 0zel hazir mamalar {iretilmistir. Glinlimiizde endiistriyel anlamdaki gelismelerle
beraber yeterli ve uygun hale gelmis olan hazir mamalar bir sektor haline gelmis,
cesitlilik, kalite ve igerik agisindan farklilagsmalar1 da saglamistir. Bu cesitlilik
icerisinde kalitenin belirlenmesi ihtiyact s6z konusudur. Hazir mamalarin icerdigi
besin maddelerinin saptanmasinin yan sira hijyenik kalitesi de iyi olmalidir. Bu
nedenle her tiirlii yem maddesinin bilimsel 6lgiiler ve kurallar iginde iiretilmesi,
tasinmasi, saklanmasi ve yedirilmesi gereklidir ( Ozpnar, 1995 ).

Tiirkiye’ de, son yillarda, veteriner hekimligin sorumlulugu alanina, kedi ve
kopeklerin bakim ve tedavisi yaninda, bilingli, saglikli bir bi¢imde beslenebilmeleri
acisindan Tiretilen, ayrica ithal edilen kuru mamalarin kullanimi da girmistir.
Ekonomik degeri nedeniyle inek, koyun, tavuk, hindi, 6rdek gibi canlilarin
yemlerindeki toksik maddelerle ilgili birgok arastirmaya rastlanirken, insani
amaclarla gilinliik ev hayatinda beslenen kedi ve kopeklerin hazir kuru
mamalarindaki olumsuzluk faktorleri ile ilgili ¢alismalar az miktardadir.

Yasamin temelini teskil eden beslenme ihtiyaci karsilanirken gida maddelerinin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yonden giivenilir nitelikte olmasi1 gerekir. Yem ve
gida hijyeni, yem ve gidanin iiretimi, depolanmasi ve tiiketiminin sagliga uygun
kosullarda yapilmasi olarak tanimlanmaktadir. Hijyenik kosullarda gerceklestirilen
iiretim sonunda yem ve gida maddelerinin raf dmiirlerinin uzatilacagi, saglikla ilgili
risklerin olusmayacagi ve yem ve gida isletmelerinin veriminin artacagi ileri
stiriilmektedir. Aksi takdirde, yem ve gida kaynakli mikrobiyal bozulma sonucu

olusacak enfeksiyon ve zehirlenmelerin, sagligi olumsuz ydnde etkileyerek ayni



zamanda ekonomik kayiplara yol agacagi bildirilmektedir (Aran, 1993; Dinger,
1995).

Yemlerin degerlendirilmesi ve kontroliinde duyusal, kimyasal, mikrobiyolojik,
biyolojik, mikroskobik yontemler kullanilir. Organoleptik yontemler ise yemlerin
renk, dokunma, yabanci maddeler, koku ve goriiniis bakimindan incelenmesi
konusuyla ilgilenir (Akkilic ve ark., 1979; Akyildiz, 1968). Yem kalitesinin
belirlenmesinde sadece icerdikleri besin maddelerinin miktarinin saptanmasi yeterli
degildir. Ayni zamanda mikrobiyolojik ve kimyasal bulasma olasiliklarinin da

degerlendirilmesi gerekir (Bhat ve ark., 2003).

1.1 . Mikotoksinler

Mikotoksinler, kiifler tarafindan olusturulan ikincil toksik bilesiklere verilen genel
isimdir. Mikotoksinler, gida ve yemlerde bulunan kimyasal etkenler icerisinde insan
ve hayvan sagligini tehdit eden en ciddi tehlikelerden biridir.

Hayvan yemi ve insan gidasi olarak iiretilen bitkisel iiriinlerin iiretimi, hasadi,
islenmesi ve depolanmasi sirasinda sekillenebilen mikotoksinler, yem ve besin
maddelerinde fark edilebilir bir kiiflenme olmadiginda bile tehlikeli diizeyde
bulunabilirler. Mantarlar 6ldiikten sonra da yem ve besinlerde uzun siire kalabilirler.
Mikotoksinlerle bulagmis yemlerle beslenen evcil hayvanlarda meydana getirdikleri
karmagik nitelikli karaciger, bobrek, deri, sinir sistemi ve hormonal denge
bozukluklariyla kendini gdsteren akut ve kronik zehirlenmeler, verim kaybi, agirlik
artisinda azalma ve immunosupresyon gibi etkilerinin yan1 sira; genotoksik etkileri
ve aflatoksin, okratoksin ve fumonisin gibi toksinlerin insanlarda cesitli kanser
tiplerinin olusumunda rol oynamasi halk saghigi agisindan onemlidir. Insan ve
hayvanlarda toksik etkiler meydana getiren mikotoksinlerle ilgili olarak yapilmis
caligmalarin biiyiik kismini aflatoksinler olusturmaktadir (Fink-Gremmels, 1999;
Kaya, 1984b).

Kiif iremesi ve mikotoksin olusumu, iriiniin icerigi, sicaklik, nem,
havalandirma, insektlerin verdigi zararlar, kiifiin spor sayist gibi faktorlerin
etkilesimlerine bagli olarak sekillenebilmektedir. Mikotoksinler ¢esit ve miktarina
bagl olarak temas ettikleri gidalar1 ve yemleri tiiketen insan ve hayvanlarda saglik

problemleri olusturabilmekte, ayrica bu iiriinlerin ihracat1 ve ithalati olumsuz yonde



etkilendiginden biiyiik ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Bu nedenlerle,
mikotoksinlerin rutin kontrollerinin yapilmasi, mikotoksinlerin 6neminin ve tani
yontemlerinin iyi bilinmesi gereklidir (Orug, 2005).

Mantarlarin gelismesi ve mikotoksin iiretebilmeleri, sicaklik, pH degeri, oransal
rutubet, oksijen ve karbondioksit diizeyleri, mikroorganizma rekabeti, mekanik
hasar, mantarin tiirii gibi kompleks etkilesim kosullarina baglidir. Ayrica, mantarin
gelismesi gida ve bilesimine de baglidir (Ominsk ve ark., 1994).

Mantarlarin gelismesi gida maddesindeki mevcut elementlerin yogunluguna,
organik karbon ve enerji kaynaklarina bagimlilik gosterir. Mantarlar, glikoz ve
monosakkaritler gibi suda ¢6ziinen diisiik molekiillii maddeleri kisa siirede tiiketirler.
Ayrica K, Ca, Fe, Mg, P, Zn gibi elementlerle, azot kaynag1 olarak da pepton,
polipeptit, aminoasit gibi organik maddelerden yararlanirlar (Kaya, 2002).

Mantarlar genellikle ortamin nisbi neminin % 50-60, gidalarin nem oraninin > 9
oldugu durumlarda kolayca geliserek mikotoksin sentezleyebilirler. Ornegin
Aspergillus flavus ve diger Aspergilluslar % 13- 18 rutubet iceren gidalarda kolayca
geliserek ¢ogalirlar. Sicaklik olarak ise mantarlar genellikle 20 — 30 °C ’de gelisirler
ve mikotoksin sentezlerler. Mantarlarin tiirline bagli olarak gelisebilmeleri i¢in
gerekli olan uygun sicakliklar degiskendir. Ornegin aflatoksin olusturan mantarlar 10
— 45 °C arasinda gelisirken, okratoksin A sentezleyen mantarlar 30 °C de kolayca
gelisebilmektedirler (Marquardt ve ark., 1992).

Kiiflenme sonucu kirlenmis besinleri tiikketen insan ve hayvanlarda gelisen
zehirlenme olgular1 mikotoksikozis olarak adlandirilir. Mikotoksinler canli viicuduna
biiylik cogunlukla sindirim sisteminden alinir ve diisiik miktarlarda bile hastaliklara
veya Oluimlere yol agabilirler. Mikotoksikozis adi verilen mikotoksin
zehirlenmelerinin insan ve hayvanlarda mikotoksin ¢esidine, miktarina, hayvanin
tiirline, duyarlilik derecesine ve maruziyet siiresine gore latent, akut, subakut ve
kronik karakterde olabilecegi gibi, kromozomlar {izerinde mutajenik etkilerinin
goriilmesinden dolay1 daha sonraki kusaklara taginabilecek kalic1 bozukluklara da yol
acabilecekleri goriilmektedir (House, 1990).

Mikotoksin ¢esitlerinin yayginlik bolgeleri farkli olmakla beraber pek ¢ok iilkede
yem hammaddelerinin biiyiik bir kisminin ithal {iriinlerden saglanmasi risk boyutunu

arttirmaktadir. Avrupa’da diizenli olarak yapilan kontroller nedeniyle Avrupa’dan



Tirkiye’ye ithal edilen yem ve yem hammaddelerindeki bulasmadan kaynaklanan
tehlikeler biiyilik oranda engellenmistir (Fink-Gremmels, 1999).

Mikotoksinlerin yemle birlikte alim siireci ve aliman mikotoksin miktari
degerlendirildiginde, canlilarda c¢esitli etkilerinin goriilebilecegi ve bu nedenle en
giivenli tolerans diizeyinin sifir olmasi1 gerektigi kabul edilir. Fakat giiniimiizde
mikotoksinlerin ¢esitli iirtinlerde dogal olarak yaygin bir sekilde bulunmasi nedeniyle
bu diizeyin uygulanmasi miimkiin olmayacagi i¢cin maksimum tolerans diizeyleri
kullanilmaktadir.

Onceleri besin maddelerinin estetik olarak bozulmas: seklinde degerlendirilen bu
sorun 1960°da Ingiltere’de 100.000’den fazla hindinin toplu 6liimiiyle daha ¢ok bir
zehirlenme kaynagi olarak dikkat cekmistir. Ingiltere’de Tarimsal Bilim ve Teknoloji
Konseyine ve bu konuda arastirma yapan bilim adamlarina gore, diinya besin
tirtinlerinin yilda en az % 25’inin mikotoksinler tarafindan etkilendigi (House, 1990)
ve yalnizca Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1.4 milyar dolardan daha fazla
ekonomik kayba yol a¢tig1 bildirilmistir (Anonim, 2003; Taylor, 2001).

Bugiin bilinen 300’den fazla mikotoksin olmasina ragmen, bunlardan bes veya
alt1 tanesi ¢ok Onemlidir. Onem derecesine gore siralama iilke ve bolgelere gore
farklilik gostermekle birlikte aflatoksinler, okratoksin A (OTA), fumonisinler,
trikotesenler ve zearalenonun birinci derecede Onemli mikotoksinler oldugu
konusunda arastiricilar goriis birligindedirler (Anklam ve ark., 2002; Park, 2002).

Mikotoksinler arasinda {lizerinde en ¢ok calisilani ve en ilgi ¢ekeni
aflatoksinlerdir (Bhat ve ark., 2003). Aflatoksinler hemen hemen tiim hayvan tiirleri
ve insanlar icin zehirli olmalari, ayrim goézetmeksizin her cesit yem ve gida
maddesinde yaygin kirlenmeye yol agmalari, potansiyel karsinojen olmalari, kiiflii
rasyonla beslenen hayvanlarin irilinlerinde kalintilarina rastlanilmasi nedeniyle
yogun bi¢imde arastirilmaktadir (Kaya, 2002).

Aflatoksinler (AF’ler) Aspergillus tiirii bazi mantarlarin {irettikleri son derece
zehirli toksinleridir. Yemlerde, yem hammaddelerinde ve islenmis veya islenmemis
gidalarda bulunabilirler (Anonim, 1979). Insan, sigir, kopek, kedi, domuz, kanathlar
ve deney hayvanlarinda hepatik sendrom, karaciger kanseri, hemoraji, yemden

yararlanma ve biiylime hizinda yavaglamaya yol agarlar (Sanli, 1995).



Aflatoksinler yapisal yonden birbirlerine ¢ok benzeyen furanokumarin tiirevidir.
Genellikle aflatoksin terimi dogal ortamda en fazla bulunan ve en sik karsilasilan
tiirevler olan aflatoksin Bi1, B2, Gi ve G2’ yi karsilar. Bunlarin igerisinde en fazla
sentezlenen ve dolayisiyla besinlerde en yogun bulunan tiirev aflatoksin B1’dir. Diger
tiirevlerinin yogunlugu Gi, B2 ve G2 sirasini izleyerek azalir (Sanli ve ark., 1982a).

Aflatoksinlerin insan, hayvan ve cevre iizerinde dogrudan ve dolayl toksik
etkileri vardir. Hayvanlarda yemden yararlanma ve viicut agirliginda azalma, immun
sistem islevlerinin baskilanmasi, karaciger hasari, kanda koagiilasyon bozukluklar
ve 0liime neden olabilmektedir (Quist ve ark., 2000).

Gerek iilkemizde gerekse yurt disinda besin maddelerindeki mikotoksinlerin
saptanmast ve etkileri konusunda oldukca fazla sayida literatiire rastlanmaktadir.
Ulkemizde de aflatoksinler iizerine birgok benzeri galisma yapilmustir.

Sanli ve ark. (Sanli ve ark., 1982b) tarafindan tavuk yemlerinde ve yem ham
maddelerinde ince tabaka kromatografisi (ITK) ile aflatoksin analizlerinin yapildig
calismada, toplam 96 kanathi yemi Ornegi incelenmis; yumurta tavugu yeminde
9.297+2.668 ng/kg, broiler yeminde 4.018+1.114 pg/kg ve yem ilkel maddelerinde
6.042 £1.557 ng/ kg diizeylerinde bulunmustur. Kaya ve ark. (Kaya ve ark., 1996),
48 yem fabrikasindan aldiklari 1200 yem ve yem hammaddesinde mikotoksin
raslant1 oraninin % 1.08 oldugunu; mikotoksin saptanan yemlerin % 41’inde 8-320
ppb miktarlarinda aflatoksin kalintis1 bulundugunu bildirmislerdir.

Polonya’ da hayvan yemlerinde (625 yem ve 1120 yem hammaddesi) mikotoksin
kirlilik diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir calismada (Juszkiewicz ve
ark., 1992), karma yemlerin hububattan daha fazla kirlenmis oldugu ve karma
yemlerin % 13 oraninda aflatoksin icerdigi; tavuk yemlerinde mikotoksinlerle
kirlenme diizeyinin diger yem tiirlerine gore daha diisiik oldugu (%4) bildirilmistir.

Brezilya’da kedi ve kopek mamalarinda aflatoksin analizi yapilmis olan bir
calismada hayvan saglig1 lizerine olusan riskler degerlendirilmistir. Kirkbes kdpek
mamasi, 25 kedi mamasi1 ve 30 kusyemi olmak iizere 100 mama ornegi Alfenas
sehrindeki pet reyonlarindan toplanmis ve ITK ile analiz edilmistir. Alinan
orneklerden i¢inde fistik ezmesi ihtiva eden 12 mamanin hepsinde aflatoksin pozitif

bulunmustur. Boylece, aflatoksinin kanserojenik etkisinin hayvan sagliginda risk



ihtiva ettigi ve aflatoksin varliginin mamalarda kalite kaybmma neden oldugu
belirtilmistir (Penido ve ark., 2002).

Tiirkiye’de kopek mamalar1 ve at yemleri {izerine yapilan bir g¢alismada
aflatoksin diizeyleri ELISA ile saptanmistir. Onsekiz ticari kdpek mamasi ( 7 irka
ozel, 5 geng kopek, 6 eriskin mamasi) ve 20 ticari at yemi 6rnegi Tiirkiye’deki farkli
firmalardan 2000 yil1 Haziran ay1 ile 2001 yi1li Haziran aylar1 arasinda toplanmustir.
Kopek mamalarinda <1.75 — 20 pg/kg, at yemlerinde <1.75 — 14 pg/kg minimum ve
maksimum total aflatoksin miktarlart belirlenmistir. Bu analizlerin yapildig1
donemde Tiirkiye’deki aflatoksin tolerans limiti herhangi bir yem i¢in 10 pg/kg
olarak belirlenmistir. Bu limitlere goére 18 kopek mamasi 6rneginden 3’1 (%16.7),
20 at yemi Orneginden 2’ si (%10) tolerans limitinin {lizerinde bulunmustur. En
yiiksek total aflatoksin miktar1 20 pg/kg olarak gen¢ kopek mamasinda bulunmustur
(Gtinsen ve ark., 2002).

Akut ve kronik aflatoksikozis olgularinda ortaya cikan klinik belirtiler ve
patolojik bozukluklar seckin nitelikli olmadigindan, tanilar1 da giicliikle yapilir.
Ozellikle kronik olaylar her zaman gdzden kagabilir. Klinik belirtiler, cogu karaciger
bozuklugu ve yetersizliginde goriilebilen tiptendir. Patolojik bozukluklar da
hemorajik ve septisemik hastaliklarla karistirilabilir. Mantar invazyonlari her zaman
icin toksijenik nitelikli olmadigindan, sadece hasta hayvanlara verilen besinlerdeki
goriilebilir kiiflere dayanilarak taniya varmak da giivenli bir uygulama sayilamaz. Bu
nedenle belirtilen zehirlenmelerin tanisinda giivenilir bir uygulama olarak
aflatoksinlerin varligim1 ortaya koyabilen yontemlere basvurulur (Sanhi ve ark.,
1982a).

Cok sayida arastirmaya ragmen aflatoksikozis olgular1 kopeklerde bir sorun
olmaya devam etmektedir. Giiniimiize kadar literatiirlere yansiyan pek c¢ok
zehirlenme olgusu bildirilmistir. ABD’nin Teksas eyaletinde 1998°de goriilen
zehirlenmede ayni firma tarafindan {retilen 17 farkli marka ticari kopek yeminde
150-300 ppb AFBI’e rastlandigi ve bu yemleri 90-120 giin boyunca yiyen 55
kopegin 6ldigl, hatta bildirilmeyen vakalarla birlikte bu saymin daha yiiksek
olabilecegi kaydedilmistir. Arastirmalarda kopek yemine katilan misirin aflatoksinle

kirlendigi bildirilmistir (Bingham ve ark., 2004).



Bastianello ve ark. (1987), Giiney Afrika Cumhuriyeti’nde kopeklerde dogal
olarak olusan 1 akut, 7 subakut ve 2 kronik aflatoksikozis vakasini bildirmislerdir.
Greene ve ark. (1977) yine kopek mamasindan bulasan AFB1 nedeniyle bir kopegin
kronik karaciger hastaligindan Oldiigiinii, Hagiwara ve ark. (1990) 2 kopegin
aflatoksin igeren kopek mamasi nedeniyle dissemine intravaskular koagulasyon
nedeniyle Sao Paulo’da 6ldiigiinii, Krisnamachari ve ark. (1975), Hindistanin Bati
kisimlarinda yogun bir sekilde Aspergillus flavus ile kirlenmis misirlar tiiketen insan
ve kopeklerde 1 ay boyunca 2-6 mg arasinda aflatoksin alanlarda hepatitisten dolay1
olim vakalariyla karsilasildigini, Stenske ve ark. (2006) ise yine ABD’de Aralik
2005’te 2 kopegin aflatoksin bulagsmis kdpek mamasi yedikten sonra akut karaciger

yetmezliginden dolay1 61diigiinii bildirmislerdir.

1.1.1. Mikotoksin Analiz Yontemleri

Mikotoksinlerin analizinde, Ince tabaka kromatografisi (TLC), Yiiksek basingli siv1
kromatografisi (HPLC), Gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS), Enzim
baglanmis immunoabsorbant yontemi (ELISA) ve enzim aktivitesine bagh
immonuteknik (Enzyme Multiplied Immunotechnique/EMIT) uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda, Flouresans Polarization Immunoassay (FPIA)
yontemi de mikotoksinlerin 6l¢iimiinde deneme asamasindadir ve kullanilabilecegi
yoniinde olumlu sonuglar bildirilmistir (Bonwick ve ark., 2004; Bozoglu, 2005; Nasir

ve ark., 2003; Shim ve ark., 2004).

1.2.  Nitrat ve Nitritler

Nitrat ve nitritler, tatli sularda, sebzelerde, meyvelerde, yem bitkilerinde, et ve
cliriyen organik maddelerde dogal olarak bulunur. Et endiistrisinde sucuk, sosis,
salam ve salamura edilmis et {iriinlerinin {iretiminde koruyucu madde olarak
kullanilir (Ceylan, 1998; Hall ve ark., 1997; Schneider ve ark., 1997).

Gida sektoriinde degisik iiretim tekniklerinin gelismesi, {iriin ¢esitliligi ve
kalitede standardizasyonun gerekliligi, gida katki maddelerinin kullanimini zorunlu
hale getirmistir (Saldamli, 1998). Bu maddelerden nitrat ve nitrit; sucuk, sosis,
salam ve pastirma gibi kiirlenmis et iirlinleri ve balikta renk, tat, koku ve goriiniim

yoniinden arzu edilen nitelikleri verebilmek ve mikrobiyal sabiteyi kontrol amaciyla



yaygin olarak kullanilmaktadir (Saldamli, 1998; Cakmake1 ve ark., 1995; Yiicel ve
ark., 1987; Anonim, 1996).

Nitrat ve nitritler yiizey sularinda, igme sularinda, bitkilerde ve alinan diger besin
maddelerinde belirli diizeyleri astiginda, dogrudan veya dolayli olarak etkilerini
gevre, insan ve hayvan sagligi iizerinde gosterirler.

Besinler vasitasiyla siirekli olarak yiiksek miktarlarda nitrat ve nitrit alinmasi
sonucunda olusan nitrozaminler sindirim sisteminde bozukluklara neden
olabilmektedir. N-nitrozamin bilesiklerinin deney hayvanlarinda kansere yol actig1,
bir kisminin da mutajenik ve teratojenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Giiniimiizde yapilan epidemiyolojik ve klinik arastirmalar yiiksek diizeydeki nitrat ve
nitritlerin insanlarda kanser riskini artirdigi yoniinde yeterli kanita sahip degillerdir
(Environmental Health Criteria 5, 1977; Brunning-Fann ve ark., 1993a; Brunning-
Fann ve ark., 1993b).

Hayvanlar tiir ve yasa bagl olarak nitrat ve nitritle zehirlenmeye kars1 farkl
duyarliliklara sahiptir. Geng hayvanlar genellikle daha duyarlidir. Bu zehirlenmelerin
en sik olarak rastlanan kaynagi yem maddeleridir. Hayvanin saglik durumu da
onemli bir faktordiir. Saglikli hayvanlar daha az etkilenirler. Beslenme yetersizligi,
anemiye neden olan faktorler, solunum sistemi ve paraziter hastaliklar zehirlenmeye
kars1 duyarlilig1 arttirir (Hibbs ve ark., 1978).

Nitrat hayvanlar tarafindan alindiktan sonra sindirim kanalinda bakteriyel
etkinlikle amonyaga indirgenirken ara metabolizma {iriinii olarak nitrit sekillenir.
Asirt miktarda nitrat alinmasi durumunda nitrit sekillenme hiz1 nitrit yikimindan
fazla olmakta ve sonucta sindirim kanalinda nitrit yogunlugu artmaktadir (Geurink
ve ark., 1979; Geurink ve ark., 1982; Hatch, 1987; Kemp ve ark., 1977; Nakamura ve
ark., 1979).

Nitratlarin sindirim sisteminde indirgenmesinde nitrit ilk ara lriindiir. Hayvanlar
icin nitrata gore yaklasik 10 kat daha toksik olan nitrit, hemoglobini oksijen
tagtyamaz formu olan methemoglobine ¢evirir (The Merck Veterinary Manual, 1998;
Osweiler ve ark., 1985; Cowley ve ark., 1977).

Yiiksek diizeylerde nitrat igeren yem ve diger besin maddeleri insan ve
hayvanlar tarafindan tiiketildikten sonra nitratin sindirim kanalinda mikrobiyel

hareketlilik sonunda nitrite doniismesi zehirlenme olusturabildigi gibi, bu tiir besin



maddeleri tiiketilmeden 6nce uygunsuz kosullarda uzun siire depolanmalar1 halinde
de icerdikleri nitrat nitrite doniisebilmektedir. Bu gibi durumlarda yem ve diger besin
maddelerinin zehirliligi artabilir (Buck ve ark., 1976; Deeb ve ark., 1975; Jones ve
ark., 1965; Phillips, 1968).

Akut nitrit zehirlenmesi nitrit iyonlarmin iki sekilde etki etmesine baglidir.
Bunlardan birincisi direkt olarak diiz kaslar1 06zellikle damar diiz kaslarim
gevsetmeleridir. Sistemik arteriyel kan basincinda diisme ve doku perfiizyonunda
azalma gozlenir (Hatch, 1987; Vermut ve ark., 1987). Ikinci etki sekli ise
hemoglobin ile etkilesmesidir. Bir molekiil nitrit iki molekiil hemoglobini etkiler. Bu
etkilesme sonucunda iki degerli demir lic degerli demire oksitlenmek suretiyle
methemoglobin olugsmasina neden olur. Olusan methemoglobinin oksijen baglama ve
nakletme yetenegi yoktur. Kandaki methemoglobin diizeyi %50’yi gectiginde
ozellikle hareketli hayvanlarda o6liim goriilebilir; % 80-90 arasinda ise anoksiden
Olim olusur (Buck, 1970a; Horio, 1982). Nitratla akut zehirlenme normal sartlarda
nadiren olugsmaktadir. Kisa siire i¢inde asiri miktarda nitrat iceren yemlerle beslenme
sonucu akut zehirlenme kolayca olusur. Yemlerde akut zehirlenmeye neden
olabilecek potansiyel nitrat miktarlar1 Tablo-1’de goriilmektedir (Osweiler ve ark.,

1985; Rasby ve ark., 1996).

Cizelge 1.2.1. Yemlerde toksik olabilecek nitrat diizeyleri ( kuru maddede).

Potansiyel toksik diizeyler
Nitrat birimleri

% ppm
Nitrat azotu (NO; N) >0.22 >2260
Nitrat iyonu  (NOs’) >1.00 > 10000
Potasyum nitrat ( KNO3") | >1.6 >16300

Nitratla akut zehirlenmenin klinik belirtileri tlirlere gore farkliliklar gosterir.
Genellikle tek mideli hayvanlarda siddetli gastritisle seyreder. Nitrattan farkli olarak
nitrit methemoglobinemi olusturabilir. Dolasan kanda sekillenen methemoglobin

dokulara oksijen taginmasini engeller. Methemoglobin diizeyleri  %30-40’a
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ulastiginda klinik belirtiler goriilmeye baslar. Belirtiler ani bir sekilde baslar ve
dispne, hizli ve zayif kalp atis1, kopiiklii salivasyon, siirgiin, sik idrar yapma, hareket
bozuklugu, halsizlik, kasilma, tremor, mukoz zarlarin mavi kahverengimsi koyu bir
renk almasi, pupillalarda belirgin bir genisleme, viicut 1sisinda diigme ve koma
goriiliir. Oliim bir saat iginde veya solunum giicliigiiniin baslangicindan itibaren 3—4
saat icinde sekillenebilir (Osweiler ve ark., 1985; Cowley ve ark., 1977; Yeruham ve
ark., 1997; Hibbs ve ark., 1978).

Otopside kan koyu cikolata renginde goriiliir ve pithtilagma normaldir. Ayrica
perakut bir durum s6z konusu ise karakteristik lezyonlar goriilmeyebilir. Diger
durumlarda ise kanamal1 mide bagirsak yangisi, i¢ organlarda kanama, bobreklerde
ve idrar kesesinde yang goriilebilir (The Merck Veterinary Manual, 1998; Bartik ve
ark., 1981; Brunning-Fann ve ark., 1993).

Subletal dozlarin alinmasina bagl olarak sekillenen kronik nitrat zehirlenmesinde
ise A-E vitamin eksikligi ve tiroid metabolizmasinin bozulmasi, dis gicirdatma,
huzursuzluk, kan basincinda diisme, canli agirlik artis1 ve yemden yararlanmanin
azalmasi, kondiisyon bozuklugu, erken ve 6lii dogumla birlikte yavru kayiplar1 gibi
belirtiler gozlenir (Buck, 1970b; Dollahite ve ark., 1970; Lee ve ark., 1970; Ridder
ve ark., 1974).

Nitratla subakut ve kronik zehirlenmede yemlerde 8002000 ppm nitrat azotu
(% 0. 6 — 1. 5 potasyum nitrat) bulunmasi gerekmektedir. Hayvanlarin genel
performansinda da azalma goriiliir (Bartik ve ark., 1981). Baglica semptomlar istah
kaybi, gelismede gerileme, agirlik artisinda azalma, siit veriminde diisme, gebeligin
ilerleyen déneminde nadiren abort, lireme problemleri, verimde azalma ve bazen de
A vitamini yetersizligidir (Osweiler ve ark., 1985; Hibbs ve ark., 1978; Brunning-
Fann ve ark., 1993).

Nitrat ve nitritle zehirlenmede semptomlarin siddeti methemoglobin diizeylerine
bagli olarak degisir. Hayvanlardaki methemoglobin diizeyleri genellikle % 0-3
arasinda degismektedir. Bu diizeyler kopekte %0.90, kedide %1.10’dur (Watanabe
ve ark., 1973).

Nitrat ve nitritlerin yar1 Omiirlerinin saptanmasi amaciyla bazi c¢aligsmalar
yapilmustir. Schneider ve Yeary, (1975), damar i¢i olarak kopeklere verilen nitrat ve

nitritin yar1 Omiirlerini sirastyla 44.681 ve 0.499 saat olarak belirlemislerdir.
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Nitrat, nitrit ve bilesiklerinin besin maddeleri ve ¢evre tlizerindeki etkileri
nedeniyle diizeylerinin yakindan izlenmesi ve siirekli kontrol altinda tutulmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde, nitrat ve nitrit bilesikleriyle akut ve kronik
zehirlenmeler ortaya ¢ikmakta ve kayiplara yol acabilmektedir. Nitrat ve nitritlerin
canlilar iizerindeki etkilerinin yeterince aydinlatilabilmesi amaciyla birgok ¢alisma
yapilmaktadir. Bu ¢alismanin planlanmasinda kedi ve kopek mamalarinin marka ve
miktar bazinda ithalatindaki artig, ev gidas1 yerine kuru mama kullanma payinin
bliylimesi ve bu konuda kapsamli bir arastirmanin bulunmamasi baglica rol
oynamistir.

Ulkemizde iiretilen karma yem ve yem hammaddelerindeki nitrat ve nitrit
iceriginin cesitli faktorlere gore degisimi lizerine yapilan bir ¢alismada Yavuz,
(1992), hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yem ve yem hammaddelerinin farkli
ortamlarda ( aydinlik, karanlik ve nemli) 5 ay siireyle tutulmasi sonucu nitrat ve nitrit
iceriklerinin  degisip degismedigi arastirllmigtir. Ayrica yem ve yem
hammaddelerinin nitrat ve nitrit igeriklerinin yillara gore karsilastirilmasi da
yapilmistir.

Bu amagla illerdeki yem fabrikalarindan temin edilen 1988 yili {iriinii 161
numune ve 1989 yili iirlinli 70 numune ve yem hammaddesinin nitrat ve nitrit
yoniinden analizleri yapilmistir. 1989 yili iirlinli yem ve yem hammaddeleri kendi
aralarinda gruplandirildiktan sonra 5 ay siireyle aydinlik, karanlik ve nemli
ortamlarda tutulup siire sonunda nitrat ve nitrit yoniinden tekrar analizleri yapilarak
ilk degerleri ile karsilagtirmasi yapilmistir.

Analiz sonuglarinda toplam 70 numuneden 52’sinde (%74. 3) degisen oranlarda
nitrat nitrite indirgenmistir. Tutulma ortamlarina gore nitratin nitrite doniismesi su
sekilde dagilim gdstermektedir: Aydinlik ortamda tutulan numunelerin %20’si,
karanlik ortamda tutulan numunelerin % 17.1°’i ve nemli ortamda tutulan
numunelerin % 37. 1’inde nitratin nitrite doniismesi saptanmistir. Sonug olarak,
hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yem ve yem hammaddelerinin uzun siire
degisik kosullar altinda depolanmalar1 halinde ig¢erdikleri nitratin bir kisminin nitrite

indirgenecegi, bu indirgenmenin nitrat1 nitrite indirgeyen bakterilerin gelisimi ve
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aktivasyonunu artiran uygunsuz depolama kosullar1 altinda yiliksek diizeylerde

olabilecegi kanisina varilmistir (Yavuz, 1992).

Yapilmis olan bir bagka calismada Anonim, (1988), ise ton balik konservelerinde
nitrat ve nitrit diizeyleri arastirilmistir. Kutulanmis balik konserveleri taze baliklarin
kalite niteliklerine sahip, ¢esitli 6n islemler uygulanmis balik veya balik kisimlarina
tuz, yemeklik bitkisel yag ve sos gibi lezzet verici maddeler ilave edilerek
hazirlanmis, hermetik kaplarda 1s1 islemiyle dayanikli hale getirilmis {irtinlerdir.

Son yillarda iilkemizde degisen yasam kosullart ve beslenme aligkanliklarina
paralel olarak, bu cesit hazir ve yar1 hazir gidalara talep artmistir. Yapilan bu
arastirma kapsaminda, {ilkemizde yaygin olarak tiiketilen ton balik konserveleri nitrat
ve nitrit diizeyleri yoniinden incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda, 6rneklerin
tamaminin farkli diizeylerde olmak iizere nitrat ve nitrit icerdigi tespit edilmistir.
Orneklerde nitrat diizeyi 4.27-116.17 ppm arasinda ( 46.88 + 4.89 ppm), nitrit diizeyi
ise 2.06- 17.60 ppm arasinda (6.23 + 2.06 ppm) saptanmistir (Agaoglu ve ark.,
2002).

Gida zehirlenmelerinin nedeni olan organizmalarin gelismesinin engellenmesi ve
mikrobiyel bozulmanin 6nlenmesi i¢in kedi ve kopek mamalarina preservatif olarak
nitritler sik¢a katilir. Nitritlerin kullanimiyla islenmis et iirlinleri renklerini ve
lezzetlerini korurlar, Clostridium botulinum’un gelismesi ve toksin olusumu 6nlenir,
oksidasyona karsi yaglarin stabilitesi saglanmis olur.

Nitrit zehirlenmesiyle ilgili kamuoyuna yansiyan bir olayda Yeni Zelanda’da 2
ayr1 evde yasayan 3 kedi, ticari kedi mamasina koruyucu olarak katilan sodyum
nitrit’in  toksik yogunluklarina maruz kalmak suretiyle oOldigi bildirilmistir.
Kedilerin 2850 mg/kg toplam nitrit iceren ayn1 mamalardan yedikleri anlasilmistir.
Ayni marka kopek mamas1 yiyen 4 kopekten 2 tanesi 0lmiis, diger iki tanesi ise

tedavi edilmistir (Worth ve ark., 1997).

1.2.1 Nitrat ve Nitrit Analiz Yontemleri
Iki farkli yontem ile degisik besin maddelerinde bulunan nitrat ve nitrit iceriklerinin
Olciilmesi miimkiindiir. Besin maddelerinde bulunan nitrat ve nitrit icerikleri nitratin

nitrite indirgenmesi ya da nitritin nitrata oksitlenmesi esaslarina dayanir. Bunlardan
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total nitrat 0l¢limii esasina dayanan yontemlerin 6zellikle diisiik diizeylerde nitrat ve
¢Oziinebilir organik madde iceren Orneklerde hatali sonuglar verme olasiliginin
yiiksek olmasi nedeniyle, son yillarda nitrit 6l¢iimii esasina dayanan yontemlere daha
fazla itibar edilmektedir (Usher ve ark., 1975). Bu nedenle biitiin diinyada yaygin
bicimde kullanilmaktadir (Environmental Health Criteria 5, 1977).

Toplam nitrit Ol¢limiinde kullanilan yontemlerde ilke olarak bakir, c¢inko,
hidrazin stilfat, kadmiyum gibi ¢esitli indirgeyiciler kullanilarak ortamdaki nitrat
icerigi nitrite indirgenir. Bdylece olusturulan toplam nitrat igerigi diazolama ve
kenetleme  belirtegleriyle  renkli  bilesiklere  doniistiiriilmek  suretiyle
spektrofotometrik ol¢iimlerde kullanilir. Ancak, yukarida siralanan indirgeyicilerin
cogunlugu ya yetersiz indirgeyici etkinlik gosterebilmekte ya da nitriti amonyaga
kadar indirgeyebilmektedir. Bu alanda yapilmis arastirmalarin hemen hepsinde
stingerimsi kadmiyum ile yapilan indirgeme isleminin en giivenli secenegi
olusturdugu goriisiinde birlesilmektedir (Schneider ve ark., 1997; Usher ve ark.,
1975).

Nitrat analizi, dogrudan nitrat olarak veya nitratin kadmiyum, hidrazin gibi
maddelerle nitrite indirgenmesiyle dolayli olarak yapilmaktadir. Baslica nitrat ve
nitrit analiz yontemlerinden biri olan Ultraviyole Spektrofotometrik Yontem, diisik
inorganik maddeye sahip, kontamine olmamis numunelerin analizi i¢in oldukca
uygundur (APHA, 1992; Anonim, 1996). [yon Kromatografi Yonteminde duyarlilik
limiti 0.1 - 0.5 mg/L nitrat iyonu arasindadir (Edgell ve ark., 1994; Boermans, 1990).
Nitrat Elektrod Yontemi, temiz ve atik sularin ve bitkilerin analizinde
kullanilmaktadir (APHA, 1992; Carlson ve ark., 1986). Kadmiyum Indirgeme
Yénteminin duyarlilik limiti 0.01 - 1 mg/L nitrat azotu arasindadir. Diger yontemlerin
yeterince duyarli olmadigi durumlarda 0.1 mg/L’nin altindaki nitrat yogunluklari igin
ozellikle tavsiye edilmektedir (APHA, 1992;Anonim, 1990; Beljaars ve ark., 1994;
Hyde ve ark., 1977). Nitrat azotu olarak yontemlerin duyarlilik limitleri Ofomatik
Kadmiyum Indirgeme Yénteminde 0.5-10 mg/L (APHA, 1992; Anonim, 1996;
Beljaars ve ark., 1994); Titan Kloriir Yonteminde 0.01-10 mg/L. (APHA, 1992);
Hidrazin ve Otomatik Hidrazin Indirgeme Yontemlerinden otomatik hidrazin
indirgeme yonteminde 1.01-10 mg/L (Anonim, 1990; Hyde ve ark., 1977); Otomatik
fenat Kolorimetrik Yonteminde 0.05-2 mg/L arasidir (APHA, 1992).
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1.3. Simir degerler
Tiirkiye’de 20.09.1991 tarih ve 20997 sayili Resmi Gazetede yaymlanan Karma Yem

Beyan ve Tescil islemleri Hakkinda Teblige (Teblig No: 91/14)gére AFB1’in gida
degeri olmayan yemlerde bulunmasina izin verilen en yliksek miktar1 (diger yemler
siifinda verilmistir) 20 ppb olarak verilmis ve yillarca bu sinir uygulanmistir. Ancak
5.2.2005 tarih ve 25718 sayili Resmi Gazetede yaymlanan 2005/3 sayili Yemlerde
Istenmeyen Maddeler Hakkinda Teblige gére bu smir deger kaldirilmistir. Gerekge
olarak da Avrupa Birligi’'ne(AB) uyum caligmas1 gosterilmistir. Gergekten de AB
mevzuatinda giiniimiizde kedi veya kopeklerin yemlerinde aflatoksinler i¢in herhangi
bir sinir deger verilmemektedir. Ayrica, nitrat degeri i¢in de higbir simir deger
verilmezken nitrit i¢in verilen sinir degerler 1991°den itibaren giincelligini
korumaktadir. Son olarak 11.06.2008 tarih ve 26903 sayili Resmi Gazetede
yaymlanan 2008/34 sayili “Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde
Degisiklik Yapiimasina Dair Teblig”de de bu degerler ayn1 kalmistir (Cizelge 1.3.1).
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Cizelge 1.3.1. Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hakkinda Teblige gore yemlerde

bulunmasina izin verilenen yiiksek nitrit ve AFB1 miktar1 (Teblig No: 2005/3)

Istenmeyen Maddeler

Hayvan Beslemede

Kullanilan Yemler

Kabul Edilebilir En Cok
Miktar (% 12 rutubet
igeren yeme gore) (mg/kg)

Nitritler

Aflatoksin B1

Balik unu 60 (sodyum nitrit olarak
ifade edilir)
Kus ve akvaryum baligi 15 (sodyum nitrit olarak

yemleri disindaki ev
hayvanlar1 yemleri haricg,
tam yemler

ifade edilir)

Yem maddeleri 0.02
Sigir, koyun ve kegi tam 0.02
yemleri; asagidakiler

disinda

-Siit sigirlar1 i¢in tam 0.005
yemler

-Buzagi ve kuzular i¢in 0.01
tam yemler

Kanatli ve domuz tam 0.02
yemleri (gen¢ hayvanlar

haric)

Diger Tam Yemler 0.01
Sigir, koyun ve kegi 0.02
tamamlayici yemleri (siit
hayvanlari, buzagi ve

kuzu yemleri haric)

Kanatli ve domuz 0.02
tamamlayict yemleri

(geng hayvanlar haric):

Diger Tamamlayici 0.005

Yemler

Kaynak: Anonim, 2005
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1.4.Cahsmanin Amaci ve Onemi

Glintimiizde gerek kullanim kolayligi ve gerekse saglik acisindan uygunlugu
dolayistyla tercih edilen ve onerilen hazir kedi ve kopek mamalarinin kullanimi ¢ok
yayginlagmustir. Ticari olarak iiretilen kedi ve kopek mamalarindaki aflatoksin, nitrit
ve nitrat diizeyleri ile ilgili bildirilmis ¢alismalar yeterli degildir. Daha ¢ok besi
degeri olan hayvanlar, bitkiler ve dogrudan insan sagligini etkileyen olgular iizerine
calismalar yapilmistir. Bu arastirmada ise tiiketime sunulan yerli ve ithal kedi ve
kopek mamalarindaki aflatoksinler, nitrat ve nitrit diizeylerinin belirlenmesi, elde

edilen bulgularin kedi ve kopeklerin sagligi yoniinden irdelenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

Arastirma materyali olarak, Ankara bolgesinde 6zel kuruluslara ait 50 kedi (25° i
ithal ve 25° 1 yerli liretim) ve 50 kopek (25° 1 ithal ve 25’ 1 yerli liretim) mamasi
olmak iizere toplam 100 mama 6rnegi AFB1, B2, G1, G2, nitrat ve nitrit yoniinden
analiz edilmistir. Ornekler degisik kilogramlardaki (2 kg, 3 kg, 15 kg) kapal
paketlerden, deneme boyu olarak iiretilen kiiciik (100 g) paketlerden ve agikta satilan
kuru mamalardan 100’ er gram miktarinda alindi.

Kedi ve kopek kuru mamalar: tavuk eti, hindi eti ve kuzu etinden iiretilmektedir.
Bu ana maddelerle beraber hazirlaniginda 6giitiilmiis misir gluteni unu, kurutulmus
pancar kiispesi, 0giitiilmiis piring, 0giitlilmiis arpa, balik yagi, kurutulmus biitiin
yumurta, keten tohumu, havug, bezelye, domates posasi, vitaminler ve mineraller
ilave edilmektedir.

Bir kuru mamanin igerisinde sayilan et tiirlerinden bir ¢esit veya tavuk ve hindi
eti karisimi birlikte bulunabilir.  Yukarida belirtilen maddelerin oranlart da
degiskendir. Bu maddelerin miktarlar1 kuru mamanin kedi veya kdpek kuru mamasi
olmasina, iirlinii tiikketecek canlinin yas araligina gére degisken standartlarda iiretilir.

Numuneler 2007 yili aralik ayr ile 2008 yili nisan aymi kapsayan donem
icerisinde alindi ve analizleri yapilmistir. Numuneler alinmalarini takiben hemen

analiz edilmistir.

2.1. Aflatoksin Analizi

Numunelerdeki mikotoksin kalintilarinin belirlenmesi i¢in karma yemlerde aflatoksin
kalintilarinin aranmas1 amaciyla kullanilan Roberts ve Peterson’dan (Robertson ve
ark., 1979) Sanli ve ark. (Sanh ve ark., 1982) tarafindan modifiye edilmis olan
yontemden yararlamldi. ince tabaka kromatogramindaki lekelerin dogrulanmasi
amaciyla aflatoksinler i¢in siilfiirik asit kullanildi (Siriwordene, 1977). Sonuglar ppb

olarak degerlendirildi.
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2.1.1. Adsorbanlar
1. Silikajel-G 60 (Merck, 20x20 cm?, absorban kalinlig1 0.2 mm)
2. Silikajel (kolon kromatografisi i¢in, 70-230 mesh)

2.1.2. Ayiraglar:

1- Sodyum siilfat: (Anhidr, graniillii, Merck, Art. 1.06643 ).

2- Kursun asetat ¢ozeltisi: ( Merck, Art. 1.07375) 20 g nétral kursun asetat
trihidrat, balon jojede bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra, 0.3 ml glasiyal
asetik asit katild1 ve distile su ile hacmi 100 ml’ye ulastirildi.

3- Doymus sodyum kloriir ¢ozeltisi ( Merck, Art. 1.06404).

4- Siilfiirik asit (% 25 ‘lik) ( Merck, Art. 1.00713).

5- Formik asit ( Merck, Art. 1.00264 ).

6- Potasyum kloriir ¢ozeltisi (% 4 ‘lik sulu ¢ozeltisi) (Merck, Art. 1.04936).

7- Aflatoksin standartlari: Ozel ambalajlar igerisinde saglanan kuru, kristalize toz
halindeki aflatoksin Bi, B2, G1 ve G2 standartlar1 ( Sigma Chemical Company),
etiketleri tizerindeki agirliklar1 dikkate alinarak 8-10 pg/ml’lik yogunluk saglayacak
sekilde benzol: asetonitril (98:2) karisiminda ¢ozdiiriildii. Ayn1 ¢ozeltinin uygun bir
boliimii benzol: asetonitril karisimiyla 0.5 pg/ml yogunluguna kadar seyreltilmekle
ince-tabaka kromatografisine uygulama ¢ozeltisi hazirlandi.  Denemelerde
kullanilmak iizere, uygulama ¢ozeltisinden belli bir miktar ayrildiktan sonra geri
kalan standart depo ¢ozeltisi ile birlikte ayri ayr1 mg diizeyine kadar tartilarak
agirliklar referans amaciyla kaydedilip, siseleri alliminyum folyo ile sarilmis halde
sogutucuda saklandi. Calismalar sirasinda sogutucudan ¢ikartilan standart 1sisinin

oda 1s1sina gelmesi i¢in yeterli siire bekletildi.

2.1.3. Coziiciiler
1- Asetonitril ( Merck, Art. 1.00030).
2- Benzol ( Dop, 71-43-2).
3- Izooktan ( Merck, Art. 1.04727).
4- Diklorometan ( Merck, Art. 1.06050).
5- n-Hekzan ( Merck, Art. 1.04368).
6- Metanol ( Merck, Art. 1.06008).
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7- Toluol ( Merck, Art. 1.08323).
8- Etil asetat ( Merck, Art. 1.00864).
Analizde kullanilan tiim ¢oziicli ve ayiraclar kromatografik analiz kalitesinde

segcildi.

2.1.4. Aygitlar
1
2
3
4
5

Ince-tabaka kromatografisi aygit1 ve ekleri (Desaga).
Ultraviyole (UV) lambalar1 ( CAMAG UV- CABINET II).

Rotatif evaporator (Buchi).

Homojenizator (Virtis, Model-23).

Etiiv, desikator, sa¢ kurutma makinesi, ayirma hunileri, santrifiij tlipleri ( ml
boliimli).

Calismaya baslarken 1 saat onceden iyice doymasi i¢in mikotoksin tanki
hazirlandi. Mikotoksin i¢in development tanki Toluol (60 ml) + Etil Asetat (30 ml) +
Formik Asit (10 ml) konularak hazirlandi.

2.1.5. Oziitleme

Kuru mama numuneleri sert, sekil verilmis ve iri taneli halde bulundugu i¢in 6nce
numuneden bir kisim alinip havanda ezildi. Ezilen numuneden hassas terazide 25 g
tartilip behere alindi. Bu numuneye 90 ml asetonitril + %4 potasyum kloriir ¢ozeltisi
karisim halinde toplam 100 ml olarak ilave edildi. Bu karisim yem igindeki
mikotoksinlerin solvent i¢ine geg¢mesi i¢in kullanildi. Asetonitril- potasyum kloriir
mikotoksinleri ¢ozerek icine aldi.

Mekanik ve manyetik karistiricida 3 dk g¢alkalandi. Whatman No 41 siizgeg
kagidindan siizlildii. 50 ml siiziintii behere alindi. Bu siiziintiiye 5 ml %20 kursun
asetat ilave edildi ve 2 dk calkalandi. 5 dk bekletildikten sonra 5 ml doymus NaCl
cozeltisi ilave edildi. Kursun asetat ve potasyum kloriir sodyum asetat olusturarak
proteinleri ¢oktlirdli. 2 dk calkalandi. 5 dk bekletildikten sonra 25 ml 0. 1’lik
NaHCOs3 ilave edildi, karigtirildi.  Karigim siizge¢ kagidindan ayirma hunisine
stiziildii.

Ayirma hunisindeki karisima 25 ml izooktan ilave edildi. Ayirma hunisinde

calkalama islemi yapilinca iki faz halinde karisim goriildii. Bu karisimda altta
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bulunan 2. faz mezure alindi. Ustteki faz izooktan kismi olup atildi. Mezure alman
faz ise tekrar ayirma hunisine konup ikinci kez 25 ml izooktan ilave edilip
calkalanilarak alttaki kistm mezure alinip iistteki kisim atildi. Mezurdeki faz tekrar
ayirma hunisine kondu. Izooktan asamasi ¢dzeltiyi yaglardan arindirmak igin yapildi.
[zooktan ¢ozelti igindeki yaglart aldi. Ayirma hunisine toplam 50 ml izooktan
konulup bu islem tek asamada da bitirilebilir. Tek asamada yapildiginda yine alttaki
faz mezure alinip tstteki faz atilir.

Ayirma hunisine konulmus olan karigima 25 ml diklorometan ilave edildi ve 5
dakika stireyle karistirildi. Aflatoksinler diklorometan fazina gecti. Alttaki faz
diklorometan faz olup susuz Na2SOa4’ I1 slizge¢ kagidindan yavas yavas cam balona
stiziildii.

Balonlar rotavaporda 45- 50°C ‘de 0. 5 — 1 ml kalacak sekilde veya tamamen
ucuruldu. Balonlar ugurulduktan sonra i¢ine ugurulan madde ( diklorometan) 1 ml
kondu. Elde ettigimiz her ekstrattan silika jel plaka lizerine 10 pl uygulandi. Yanina
yine ayni1 miktarda aflatoksin standartlar1 damlatildi. Sonra plaka 6nceden hazirlanan
mikotoksin tankina yerlestirildi. Plaka isaretli ¢izgiye yiikselinceye kadar beklenilip,
cikartilip ve kurutuldu. Once Uv 1sikta incelendi (mavi, yesil floresan lekeler
goriiliir). %25’lik siilfiirik asit piiskiirtiildii. Kurutuldu. Uzun veya kisa dalga UV 151k

altinda incelendi.

Cizelge 2.1.5.1. ITK plakasmin incelenmesi ve degerlendirilmesi.

Mikotoksin Piiskiirtme ayiraci Goriiniist

AFB1,B2, AFG1,G2 Ayirag plskiirtmeden Kisa dalga UV 1gikta AFB1 mavi, AFG1

yesil floresans

Siilfiirik asit Mavi ve yesilden sar1 renge doniis
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2.1.6. Hesaplama
Hesaplama yapilirken dikkat edilecek nokta 50 ml behere siiziilerek alinmis olan
miktar numunenin yaris1 olup ekstraksiyon i¢in numunenin yarisinin hesapta

kullanilmasidir. Buna gore hesaplama asagidaki formiile gore yapilmstir.

S.Y.VA

ug/ g (ml) = = ppm
X.W

A = Numunenin ITK da standarta oram
S = Uygulanan standartin miktar1 (ml)
Y = Mikotoksin yogunlugu (pg /ml)

V = Numunenin son sulandiricist (ml)
X = Numunede ekilen miktar (ul)

W = Ekstraksiyon i¢in alinan numunenin miktari

2.2. Nitrat ve Nitrit Analizi

Nitrat ve nitrit birgok yontemle analiz edilebilir. Bu arastirmada kuru mamalarin
nitrat analizinde diinyanin bir¢ok yerinde hala en ¢ok yararlanilan yontemlerden biri
olan kadmiyum indirgeme yontemi tercih edildi.

Kedi ve kopek kuru mamalarindaki nitrat ve nitrit analizi i¢in, temel olarak Sen
ve Donaldson (1978) tarafindan bildirilen, Yavuz (1992) ve Orug (1999) tarafindan
modifiye edilen kolorimetrik yontem kullanildi. Yontem homojenize edilmis veya
ogitiilmiis numunelerden nitrat ve nitritin distile su ile ekstrakte edilmesi esasina
dayanir. Ekstrakte edilen nitrat, kadmiyum kolonundan gegirilerek nitrite indirgenir.
Asidik pH’daki nitrit igerigine renk ayiraci olarak stilfanilik asitle karigtiritlan N- (1-
Natftil ) etilen daimin (NED) dihidroklorid ilave edilerek kirmizi azo boyasi formuna

doniistiiriilen nitrit kolorimetrik bir yontemle 6lgiiliir.
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2.2.1. Aymraglar

1- Amonyum Kkloriir tampon c¢ozeltisi (pH 9.6-9.7): 20 ml HCI, 500 ml distile
su ve 50 ml NH4OH (Merck, Art. 1.05423) ile karigtirilir. 1 litreye tamamlanir. Tyice
karistirtlir. pH kontrol edilir. pH yiiksek ise HCl ile, diisiik ise NH4OH ile 9.6-9.7 5°
e olacak sekilde ayarlanir.

2- Cinkao siilfat ¢ozeltisi (0.42 M): 120 g ZnSO4.7H20 ( Merck, Art. 1.08883 ) 1
litrelik bir balon jojeye tartilip bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 1 litreye
tamamlanir.

3- Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Sodyum hidroksitin (Merck, Art. 1.06498) distile
su ile % 2’lik ¢ozeltisi hazirlanir.

4- Kadmiyum siilfat (0.14M): Litrede 37 g 3CdSO4 H20 (Merck, Art. 1.02027)
iceren ¢ozeltisi distile su ile hazirlanir.

5- Cinko graniilii ( Merck, Art. 1.08755). 40-60 mesh

6- N-(1-Naftil) etilen daimin dihidrokloriir (NED) c¢ozeltisi: NED (SIGMA-
N-9125 Lot 39HO0711) % 60’lik glasiyal asetik asit igerisinde %0.1°lik olarak
hazirlanir. Cozelti agz1 cam kapakli bir sise de saklanir. Buzdolabinda bir hafta
dayanir ve hafta da bir yenilenir.

7- Siilfanilamid ¢ozeltisi: 2. 5 g siilfanilamid (Merck, Art. 1.11799) 175 ml
distile suda ¢ozdiiriiliir ve iizerine 75 ml glasiyel asetik asit eklenir. Agz1 cam kapakli
bir sisede oda 1s1sinda saklandi.

8- Hidroklorik asit ¢ozeltisi (0.1 N): Derisik HCI’den (Merck, Art. 1.00314)
4.14 ml alimip distile suyla 500 ml’ye seyreltilmek suretiyle hazirlandi.

9- Siilfanilik asit ¢ozeltisi: 10 g siilfanilik asit (Merck, Art 685) 700 ml distile
suda ¢ozdiiriildii ve tizerine 300 ml glasiyal asteik asit eklendi. Agz1 cam kapakli bir
sisede oda 1s1sinda saklandi.

10- Renk ayiraci: Kullanmadan once esit hacimde siilfanilik asit ¢ozeltisi ile

NED c¢ozeltisi karistirildi.
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2.2.2. Aygitlar
1- Kadmiyum indirgeme kolonu ( Sekil 1).
2- Spektrofotometre: SHIMADZU-UV-1601.
3- Deiyonize su cihazi.
4- Homojenizator: Virtis- 23 Model.

5-Su banyosu ve gerekli cam malzemeler.

2.2.3. Kadmiyum indirgeme kolonunun hazirlanmasi

500 ml kadmiyum siilfat ¢ozeltisi igeren bir erlenmayere yeterli miktarda ¢inko
graniilii konularak 7 saat siireyle bekletildi. Bu siire sonunda siv1 igerigi dokiildi ve
c¢inko graniilleri iki kez 500 ml distile su ile yikandi. Erlenmayere 200 ml distile su
konularak su altinda ¢alismak kosuluyla ¢inko graniilleri iizerinde biriken siingerimsi
yapidaki kadmiyum presipitatt1 ayrildi. Kadmiyum igerigi karigtirict kabina
aktarilarak su icerigi ile birlikte 5—10 saniye siireyle yiiksek devirde karistirildi. Islak
halde iken uygun elekten gecirildi. Uygun bir beherglas igerisinde araliklarla
calkalanarak 0. 1 N HCI ile yikand1 ve asit igerisinde bir gece birakildi. Belirtilen
islemden sonra seyreltik asit igerigi dokiilerek distile su ile yikama islemi iki kez
tekrarland1. Indirgeme kolonunun hazirlanmasi i¢in Sekil 2.2.3.1°de gériilen kolonun
alt ucuna kii¢ilk bir cam pamugu yumag vyerlestirildi. Kolon distile suyla
doldurulduktan sonra ortalama 12 cm yiikseklige kadar kadmiyum katmani
olusturacak sekilde slingerimsi kadmiyum tozu eklendi. Kolon muslugu ilimli bir
akinti saglayacak sekilde agilmak suretiyle kadmiyum katmaninin yerlesmesi
saglandi. Daha sonra kadmiyum katmaninin {ist kismina da uygun bir cam pamugu
yumagi yerlestirildi. Kolon kullanildig: siirece distile su ile dolu tutuldu. Etkili bir
indirgeme isleminin saglanabilmesi i¢in kolondan gegen siv1 akis hiz1 4.6 ml / dakika

olacak sekilde ayarlandi.
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Sekil 2.2.3.1. Kadmiyum indirgeme kolonu

mm

F

3mm Disve

imm ig Caph

=

12mm Disve
-+ .
10mm Ig Caph

Kadmiyum Kolon
100mm 40mesh

Cam Pamugu

Plastik Adaptdr
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2.2.4. Kadmiyum indirgeme kolonun aktive edilmesi

Kadmiyum indirgeme kolonunun giinliik uygulamalardan once aktive edilmesi
gereklidir. Bunun i¢in kolondan sirasiyla 2 defa 25 ml 0. 1 N HCI, 2 defa 25 ml
distile su ve 2 defa 25 ml amonyum kloriir tampon ¢ozeltisi gecirilir. Bu islemlerden

sonra Ornekler kolondan gegirilir.

2.2.5. Nitrat ve nitrit icin standart egrinin hazirlanmasi

Standartlarin, kadmiyum kolonunun duyarlilik sinirlar1 olan litrede 0.01 mg ile 1 mg
arasinda olmasina dikkat edildi. Nitrat i¢in litrede 1 mg ve 10 mg NOs; — N olacak
sekilde standartlar hazirlandi. Standartlar, 50 ml’ lik son hacimde 1pg/ml, 0.6 ug/ml,
0.3 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.05 pg/ml, 0.02 pg/ml ve 0.01 pg/ml olacak sekilde kullanildi
ve indirgeme iglemleri yapildi.

Nitrit i¢inde litrede 5 mg NO, — N azotu olacak sekilde standart hazirlandi. Bu
standarttan son 50 ml’ de 1pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.2 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.05 pg/ml, 0.02
png/ml ve 0.01 pg/ml olacak sekilde diliisyonlar yapildi.

Yoéntemde numuneler igin belirtilen sekilde islemlere devam edildi. Olgiim
sonucunda elde edilen absorbanslara gore hazirlanan nitrat ve nitrit standart egrileri

Sekil-1" de gosterilmistir.
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Sekil 2.2.5.1. Nitrat ve nitrit standart egrileri

Not: Nitrat ve nitrit konsantrasyonlari nitrat ve nitrit azotu {izerinden verilmistir. Absorbans degerleri

1000 ile ¢arpilarak yazilmistir.

2.2.6. Nitrat ve nitrit yogunluklarinin hesaplanmasi

Nitrat yogunluklar1 nitrat azotu olarak ve nitrit yogunluklart nitrit azotu olarak
kalibrasyon egrilerinden hesaplandi. Analiz asamasinda ekstrakte edilen filtratin bir
kismu dogrudan nitrit Sl¢limii icin kullanildi ve nitrit yogunlugu dogrudan nitrit
kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Ayni filtratin bir kismu da kadmiyum indirgeme
kolonundan gegirilerek filtratin i¢cindeki nitratin nitrite indirgenmesi saglandi. Ayni
filtratta baslangicta ayrilarak olgiilen normal nitrit de bulunmaktadir. Bu nedenle
kolondan gegirildikten sonra o6lgiilen nitrit yogunlugu, toplam nitrit yogunlugudur (
nitratin indirgenmesiyle elde edilen nitrit + baslangi¢ta numune de bulunan nitrit).

Nitrat konsantrasyonu, toplam nitrit konsantrasyonu absorbansindan baslangigtaki
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nitrit konsantrasyonu absorbansi ¢ikartilip, ortaya c¢ikan absorbansin nitrat

kalibrasyon egrisinden hesaplanmasiyla elde edildi.

2.2.7. Numunelerin ekstraksiyon ve aritma islemi

Numunelerden en az 5 g alinarak, havanda ezilip ufak pargalara boliindii. Ezilmis
numuneler hassas terazide 5 g olacak sekilde tartildi. Homojenizator kabina alinan
numunelerin iizerine 3540 ml distile su ve 0. 5 ml NaOH ilave edilerek 5 dakika
stireyle homojenizatdrde yiiksek devirde karistirildi. Bu karistirma igleminden sonra
pH kontrol edildi. Eger pH degeri 7’nin altinda ise pH 7-8 arasinda oluncaya kadar
dikkatlice % 2 NaOH soliisyonu ilave edildi. Cam balonlara aktarilan numuneler
sicak su banyosuna yerlestirilip banyonun sicakligt 50°C oluncaya kadar iginde
tutularak belirli araliklarla karistirildi. Istenilen sicakliga ulasildiginda her bir
numuneye 5 ml ZnSO4 soliisyonundan ilave edilerek karigtirildi. 10 dakika siireyle
50°C’ de sicak su banyosunda bekletildi. Bu siirenin sonunda sicak su banyosundan
oda 1s1sindaki soguk su banyosuna alindi ve sogutuldu. Numunelerin hacmi distile su
ilave edilerek 100 ml’ye tamamlanip iyice karigtirildi. 5 dakika beklenip siizgeg
kagidindan siiziildii. Bu siiziintiiniin ilk 20 ml’lik kismi atildiktan sonra siizme

islemine devam edildi. Elde edilen filtrat ile hemen ayn1 giin i¢inde analiz yapildi.

2.2.8.Nitrit ol¢iimii

Ornek filtrattan 5 ml 6lgiilerek 50 ml’lik 6lgii silindirine aktarildi. Uzerine sirayla 9
ml amonyum kloriir tamponu, 5 ml % 60’lik asetik asit, 5 ml siilfanil amid, 2 ml
NED ilave edildi. Distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Filtrat yerine distile su
kullanilarak ayn sekilde kor 6rnegide hazirlanildi. Hazirlanan 6rnek ve kor karanlik
ortamda 25 dakika bekletildi. Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda kor

ornegine kars1 absorbansi okundu.

2.2.9. Nitrat ol¢ciimii
Ornek filtrattan 2 ml &lgiilerek 50 ml’lik 6l¢ii silindirine aktarildi. Uzerine 5 ml
amonyum kloriir tamponu ilave edilip karistirildi. Nitrat tayini asamasina gegmeden

once aktive edilmis olan kadmiyum indirgeme kolonundan 4.6 ml/dakika hizla
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gecirilerek nitrat nitrite indirgendi. Her 6rnek filtrat kolondan gegtikten sonra 15 ml
distile su ile kolon yikandi.

Kolondan gegen numuneye sirastyla 5 ml % 60 asetik asit, 5 ml siilfanilamid ve 2
ml NED ilave edildi. Toplam hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Filtrat yerine
distile su kullanilarak ayn1 sekilde kor drnegide hazirlanildi. Hazirlanan 6rnek ve kor
25 dakika karanlik ortamda bekletildi. Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda

kor drnegine karst absorbansi okundu.

2. 3. istatistik

Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiki degerlendirmesi SPSS (13.00)
istatistik paket programu ile yapildi. Bu kapsamda, aritmetik ortalama, standart hata,
en alt ve en iist degerler belirlendi. Gruplar arasindaki farkliliklarin tespiti ise tek

yonlii varyans analizi ve Duncan’s testi ile gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

Analiz sonuglarma gore 50 kedi mamalarimin higbirinde aflatoksin kirliligine
rastlanmazken kopek mamalarinin yerli olarak tiretilen 2° sinde (2/25) 5.33 ppb ve 8
ppb, ithal olarak gelenlerin birisinde (1/25) 8 ppb diizeyinde AFB1 bulunmustur.
Buna gore kopek mamalarinda aflatoksinin rastlanma siklig1 toplam 50 mama 6rnegi
diikate alindiginda % 6, yerli olarak iiretilenlerde %8, ithal olarak gelenlerde ise %4
olarak belirlenmistir.

Nitrat ve nitrit yoniinden analiz edilen toplam 100 kedi ve kdpek kuru mamasinin
hepsinde c¢ok kiiciik degerlerde olmak kaydiyla nitrat ve nitrit varlig1 saptanmistir.
Bireysel analiz sonuglarina gore {iriin ayrimi yapilmaksizin en diisiik ve en yiiksek
degerler bakimindan incelenmesiyle nitrat yogunlugunun 0.001-0.047 ppm ve nitrit
yogunlugunun 0.001-0.053 ppm arasinda degistigi belirlenmistir. Boylece en diisiik
ve en yiiksek nitrat degerleri arasinda 47 ve nitrit degerleri arasinda 53 kat farkin
oldugu goriilmiistiir.

Ko6pek mamalarinda belirlenen nitrat ve nitrit diizeylerindeki fark istatistiksel
olarak Onemli bulunmazken (p>0.05), kedi mamalarinda yerli olarak iiretilen
mamalarin nitrat ve nitrit igerigi yoniinden ithal olanlardan daha yiiksek oldugu

(p<0.01) goriilmiistiir (Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Kedi ve kopek kuru mamalarinda bulunan nitrat ve nitrit diizeyleri, en

alt, list ve ortalama (Ort+ SEM) degerleri

Mama Nitrat (ppm) Nitrit (ppm)

Tipi Yerli (n=25) Ithal (n=25) Yerli (n=25) Ithal (n=25)

Kopek 0.009 +0.001* 0.007 £ 0.001 0.008 + 0.001* 0.011 +£0.002
(0.001-0.042) | (0.002-0.047) | (0.001-0.035) | (0.002-0.053)

Kedi 0.017 £0.002°¥ | 0.007 £ 0.001° | 0.015 + 0.002% | 0.009 + 0.001¢
(0.003-0.043) | (0.001-0.038) | (0.001-0.044) | (0.001-0.036)

abcd: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda fark 6nemlidir (p< 0.01)
xy: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir (p<0.01)
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H kopek

H kedi

yerli (n=25) ithal(n=25) ithal(n=25)

yerli (n=25)

nitrat nitrit

Sekil 3.1. Kedi ve kopek kuru mamalarinda bulunan nitrat ve nitrit diizeyleri (ppm)

Bireysel analiz sayisinin fazla olmasi ve oldukga dar deger limitleri arasinda
dagilim gdstermesi nedeniyle, nitrat-nitrit analiz sonuglarinin her birinin ayr1 ayri
verilmesi yerine belli gruplarda toplanarak Cizelge 3. 2 ve Cizelge 3. 3 ‘te goriildiigii
gibi genel araliklariyla ifade edilmistir. Buna gore en diisiik oranlarin ithal kedi kuru
mamalarinda, yerli olarak {iretilenlerden daha yiiksek siklikta goriildiigii, kopek kuru
mamalarinda ise bu sikligin hem yerli hem ithal olanlarda neredeyse ayni oldugu
anlagilmistir.

Cizelge 3. 2. Kedi kuru mamalarinda belirlenen nitrat ve nitrit miktarlarinin sayica

bulunma sikliginin degerlendirilmesi

Limitler Nitrat Nitrit

ppm Yerli Ithal Yerli Ithal
0.001-0.010 7 21 9 20
0.011-0.020 11 2 10 2
0.021-0.030 4 0 2 1
0.031-0.040 2 2 3 2
0.041-0.050 1 0 1 0
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Cizelge 3. 3. Kopek kuru mamalarinda belirlenen nitrat ve nitrit miktarlarinin sayica

bulunma sikliginin degerlendirilmesi

Limitler Nitrat Nitrit

ppm Yerli Ithal Yerli Ithal
0.001-0.010 21 21 17 16
0.011-0.020 2 3 7 5
0.021-0.030 1 0 0 2
0.031-0.040 0 0 1 1
0.041-0.050 1 1 0 0
0.051-0.060 0 0 0 1
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4. TARTISMA

Tiirkiye’ de kedi ve kdpek kuru mamalarinda aflatoksin kirliligi ve nitrat-nitritlerle
kirliligi tizerine siurlt sayida veri bulunmaktadir. Giinsen ve ark. (2002) Haziran
2000-Haziran 2001 déneminde Tiirkiye’deki farkli firmalardan toplamis olduklar1 18
kopek kuru mamasi ile 20 at yemi Orneginde yaptiklar1 analizlerde kopek
mamalarinda <1.75-20 pg/kg, at yemlerinde ise <1.75-14 pg/kg araliklarinda
AFB1’e rastladiklarini belirtmislerdir. K6pek mamalarinin 3° niin  (%16.7), at
yemlerinden 2’ sinin (%10) 10 ppb’nin lizerinde AFB1 igerdikleri ve en yiiksek
AFBI1 miktarinin 20 pg/kg olarak kopek mamasinda bulundugu kaydedilmistir.

Basalan ve ark (2004) ise Tiirkiye’nin bati1 bolgelerinden toplanan 20 at ve 21
kopek kuru mamasinda sirasiyla 1.98+0.71 ve 6.69+1.65 ng/kg AFB1 bulundugunu
ve yasal tolerans limitlerinin altinda oldugundan bunlarin hi¢birinin hayvanlarda risk
olusturmayacagini kaydetmislerdir.

Kopek ve kedi yemlerinde aflatoksinler, nitrat ve nitrit icerigine yonelik olarak
Tiirkiye’de yapilmis bunlardan bagka bir arastirmaya rastlanmamistir. Buna gore
aflatoksin igerigi yoniinden karsilagtirdigimizda bu c¢alismada bulunan AFBI
degerleri Basalan ve ark. (2004)’nin sonuglariyla paralellik gosterirken, Giinsen ve
ark. (2002)’nin bulmus olduklar1 degerlerden daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bu ¢alismada igeriginde misir bulunan mama orneklerinde AFB1 bulunmustur.
Tiirkiye’de yapilan bir¢ok arastirma musirin aflatoksinler ile kirlenmis oldugunu
ortaya koymaktadir. 1993- 1995 yillar1 arasinda Konya ve g¢evresinde yapilan bir
calismada 12 musir Orneginin 2 tanesinde 0.5 ve 5 pg/kg AFBi, degisik yem
orneklerinde ise <0.1 -25 ng/kg AFB1 ve 0.5-1 ng/kg AFG2 bulundugu bildirilmistir
(Nizamlioglu ve ark., 1996). 1989’da yapilan baska bir ¢aligmada ise Tiirkiye nin
degisik bolgelerinden toplanan 72 muisir 6rneginin % 54.2 ‘sinde aflatoksin kirliligi
belirlenmistir (Sungur ve Pamuk., 1989). 1986—1989 yillar1 arasinda Tiirkiye nin
cesitli bolgelerinden 306 yem ve yem hammaddesi drnegi toplayan Ozkazang ve
ark., (1992) yem ve yem hammaddelerinde 1-80 pg/kg AFB1, 10-150 png/kg AFGi
ve 1-150 pg/kg AFG2 ve bulundugunu bildirmislerdir.

Kaynaklara gore (Liggett, 1986), kopeklere iceriginde misir bulunan yiyecekleri
ile toplam 511 pg/kg miktarinda AFB1 ve AFB2 verildiginde sarilik, istahsizlik ve
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bitkinlik olusabilecegi belirtilmektedir. Vesonder (1991), igeriginde aflatoksin
bulunan (114 ug/kg AFB1, 10 ng/kg AFB2 ve 6 ng/kg AFM1) kiiflii misirin atlardaki
aflatoksikozis vakalarinda goriilen karaciger lezyonlarina neden oldugunu
bildirmistir.

Son 15-20 yillik siirecte konuya iliskin olarak ortaya konmus bilimsel veriler
islenmis et trlinlerine katilan nitrath ve nitritli bilesiklerin dogrudan akut ve kronik
etki yapmalarinin 6tesinde, olusumuna katildiklari nitrozamin tiirevleri araciligiyla
da genis Olcekte kanserojen etki riski yarattiklarini dogrulamaktadir (Panalaks ve
ark., 1973). Bunun i¢in ev ve siis hayvanlariin yemlerinin yalnizca aflatoksinler
yoniinden degil, aym1 zamanda nitrat-nitrit yoniinden de incelenmesi gerektigi
diisiiniilmektedir. Nitekim buna yonelik yapilan bir ¢calismada Orug ve ark. (2001)
Bursa’da satilan kus yemlerinin toplam aflatoksin, nitrat ve nitrit diizeylerine yonelik
yaptiklar1 bir ¢aligmada 0.0-9.2 pug/kg toplam aflatoksin, 0.0-3.1 pg/kg nitrat ve
0.0-1.3 pg/kg nitrit bulduklarini, aflatoksin ve nitratin bulunma oraninin %72.72,
nitritin bulunma oranmin ise %9 oldugunu bildirmisler ve sonug¢ olarak yem
orneklerindeki toplam aflatoksin, nitrat ve nitrit diizeylerinin kuslarin saglig
acisindan bir risk olusturmayacagi kanisina varmiglardir (Orug ve ark., 2001).

Orug ve ark. (2001)‘nin yapmis olduklar1 ¢alisma bulgulari ile yapilan bu ¢alisma
paralellik gostermektedir. Varilan sonuglar ile ayni kani ifade edilmistir. Kuru
mamalarda bulunan degerler benzeri sekilde kedi ve kopek sagligi acisindan
herhangi bir risk olusturmamaktadir.

Nitekim Worth ve ark. (1997), iki farkli ev ortaminda yasayan {i¢ kedinin 6liimii
lizerine yaptiklari bir arastirmada kedi ve kopek mamalarina koruyucu olarak katilan
sodyum nitritin 6liimiin nedeni oldugunu ortaya koymuslardir. Kedilerin yapilan
otopsisinde kanin rengindeki koyulagmanin methemoglobinemi sonucu olustugu ve
tiikkettikleri mamalarda da 2850 mg/kg miktarinda toplam nitrite rastlandigini
belirtmislerdir. Kedilerin 6liimiinden dort giin sonra goriilen benzer bir olayda da
ayn1 marka ticari kopek mamasiyla beslenen dort kdpekten ikisinin yine nitrite baglh
olarak zayiflama ve ataksi belirtileri goriildiigiinii bildirmislerdir. Kaynaklara gore
Kaya ve Akar (2002), kopeklere yiyecekleri ile %2 nitrat verilmesinin zararh

olmayacagi, kedide agizdan 30 mg/kg dozda nitritin bir saat icinde Hb’i %65
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oraninda mHb’e c¢evirebilecegi ve bu durumun da kedilerin oldukca duyarh

olduklarinin gostergesi oldugu bildirilmektedir.

Newman ve ark., (2007), 223-579 ppb araliklarinda AFB1 iceren ve aflatoksin
kirliligi nedeniyle piyasadan geri c¢ekilmis kopek kuru mamalarmin 9 kopege
yedirilmesiyle yaptiklar1 bir ¢alismada, bu ¢esitten mamalar1 yiyen kdpeklerin 6-10
hafta igerisinde 4 tanesinin 0ldiigiinii, 5 tanesinin karaciger yetmezligi olustuktan

sonra 6tanazi edildiklerini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma, biiyiik sehirlerde daha yogun olarak tercih edilen kedi ve kdpek kuru
mamalarindaki aflatoksinler, nitrat ve nitrit diizeylerini belirlemek amaciyla yapildi.
Calismada 50 farkli kedi kuru mama numunesi ve 50 farkli kopek kuru mama
numunesi materyal olarak kullamldi. Orneklerde saptanan nitrat ve nitrit diizeyleri
AB ve Tiirk mevzuatinda bildirilen kriterlere uygun bulundu. Elde edilen verilere
gore farkli firmalar tarafindan iiretilen kedi ve kopek kuru mamalarinda oSlgiilen
AFBI, nitrat ve nitrit i¢eriginin hayvanlarda saglik problemi olusturacak diizeylerde
olmadig1 belirlenmistir.

Yapilan degerlendirmede aflatoksin belirlenen numunelerden ikisinin yerli olup
acik sekilde satilan kuru mamalar oldugu anlasildi. Agik sekilde tiiketiciye sunulan
mamalarin fiyatinin uygun olmasma ragmen kullanimimin sakincalar doguracagi
sonucuna ulasildi. Aflatoksin tespit edilen tigiincii kuru mamanin ise biiyiik paketten
(15 kg) alinan numune oldugu tespit edildi. Bu durum ise paketi acildiktan sonra
ozellikle biiyiik paketlerde saklama kosullarinin énemine dikkat ¢cekmistir. Kirliligin
acikta satilan kuru mamalarda olusmasinin daha siklikla gortilebilecegi saptanmuistir.

Literatiir verilerle karsilastirlldiginda, toplamis oldugumuz numunelerin
analizleri sonucunda belirledigimiz aflatoksin diizeyleri yiiksek goriinmemektedir.
Yine de kiiflenme olgusuna isaret ettigi varsayilmalidir. Calisma sadece Ankara ili
icinde sinirlt oldugu igin iilke genelinde hazir mamalarin depolanma kosullar1 da
dikkate alinmalidir. Tiiketicinin iiriinii aldiktan sonra kullandigi siirece uygun
kosullarda saklamasinin da énemi biiyiiktiir. Kullanilan hazir kuru mamalarin agzi
kilitli 6zel paketleri mevcuttur. Her kullanimdan sonra mutlaka paketin diizglince
kapatilmis olmasina dikkat edilmelidir. Banyo, mutfak, acik balkon gibi nem ve
rutubetin yogun olacagi alanlarin paketlerin saklanmasi i¢in uygun olmadiginin
tilkketiciye Ozellikle belirtilmesi gereklidir. Hem iireticinin hem tiiketicinin dikkat
etmesi gereken diger bir nokta paketlerin iizerindeki son kullanma tarihinin yakin
veya geemis olmamasidir. Paketlerde olusmus olan herhangi bir yirtik veya delinme
de kiiflenme riskine Oncii olur. Kalitenin bozulmasinda veya mevcut bir bozulma
varsa hizlanmasinda rol oynar. Bu sebeplerle zedelenmis paketlerin tiiketiciye

sunulmamasi ve tiiketicinin bu paketleri tercih etmemesi 6nemlidir. Uriiniin
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kalitesinde ambalajli veya ambalajsiz koruma seklinin de kiiflenme olgular {izerinde
etkileri irdelenmistir.

Sonu¢ olarak, c¢alismayla saglanan bulgularin literatiir veriler 1s1ginda
degerlendirilmesiyle, Ankara ili smurlari icerisinde saglanan ve islenmis et {riinii
olarak kabul edilen kuru mama 6rneklerin hepsinde kedi ve kopek saglig1 agisindan
sakincali kabul edilebilen diizeylerde AFBI, nitrat ve nitrit varlig1 saptanmamuistir.
Oniimiizdeki yillarda aym veya daha iyi bir iiretim teknolojisi ve denetim
yeterliliginin devam etmesiyle bu tiir {iriinlerin tiikketimine bagl olarak genis boyutlu

ve siirekli bir saglik sakincasinin risk dahilinde olmadig1 goriisiine varilmistir.
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OZET
Ticari Kedi ve Képek Mamalarinda Mikotoksin, Nitrat ve Nitrit Analizi

Bu calismanin amaci, kedi ve kdpeklerin beslenmesinde kullanilan ticari mamalarin igeriginde

aflatoksinler, nitrat ve nitrit diizeylerinin arastirilmasidir.

Calismada birbirinden farkli 50 kedi (25’ i ithal, 25’ i yerli tiretim) ve 50 kdpek (25°1 ithal, 257 i
yerli {iretim) mamas1 kullanildi. aflatoksin analizleri ince tabaka kromatografisi (ITK), nitrat-nitrit
analizleri ise spektrofotometrik yontemle yapildi. Analiz sonuglarma gore 50 kedi mamasinin
hi¢birinde aflatoksin kirliligine rastlanmazken kopek mamalarimin yerli olarak iiretilen 2’ sinde (2/25)
5.33 ve 8 ppb, ithal olarak gelenlerin bir tanesinde (1/25) 8 ppb diizeyinde AFB1 bulunmustur.

Nitrat ve nitrit yoniinden analiz edilen toplam 100 kedi ve kdpek kuru mamasinin hepsinde ¢ok
kiiciik degerlerde olmak kaydiyla nitrat ve nitrit varlig1 saptanmustir. Nitrat igerigi ppm olarak yerli
iiretim kopek mamalarinda 0.009 + 0.001 (0.001-0.042), kedi mamalarinda 0.017 + 0.002 (0.003-
0.043), ithal képek mamalarinda 0.007 + 0.001 (0.002-0.047), kedi mamalarinda 0.007 £ 0.001
(0.001-0.038), nitrit icerigi yine ppm olarak yerli iiretim kdpek mamalarinda 0.008 + 0.001 (0.001-
0.035), kedi mamalarinda 0.015 £ 0.002 (0.001-0.044), ithal kopek mamalarinda 0.011 £+ 0.002
(0.002-0.053), kedi mamalarinda 0.009 + 0.001(0.001-0.036) olarak Slgiilmistiir. Képek mamalarinda
belirlenen nitrat ve nitrit diizeylerindeki fark istatistiksel olarak 6énemli bulunmazken (p>0.05), kedi
mamalarinda yerli olarak iiretilen mamalarin nitrat ve nitrit igerigi yoniinden ithal olanlardan daha
yiiksek oldugu (p<0.01) goriilmistiir. Yerli olarak iiretilen kopek mamalari ile ithal olarak getirilen
mamalarin nitrit ve nitrat igcerigi arasinda ise 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Sonug olarak Ankara’da satilan ticari kedi ve kopek mamalarinda belirlenen aflatoksin B1, nitrat
ve nitritin kedi ve kopeklerde herhangi bir zehirlenmeye yol agmayacak diizeyde oldugu kanisina

varildi.

Anahtar kelimeler: Kedi, Képek, Mama, AFB1, Nitrat, Nitrit.



38

SUMMARY

Mycotoxins, Nitrates and Nitrites Analyses in the Commercial Cat and Dog Food.
The aim of this study is to investigate the contamination levels of aflatoxins, nitrate and nitrite that are
used in commercial cat and dog food. During the study, 50 different cat (25 of imported, 25 of local)
and 50 different dog food (25 of imported, 25 of local) were used. The mycotoxin analyses have been
performed, in order to determine the presence of aflatoxins has been applied to the Thin Layer
Chromatography (TLC). The nitrate and nitrite concentrations in the food have been measured by
spectrophotometric methods. According to the results of analyses none of the 50 pieces cat food have
been found mycotoxin contamination. In 2 samples which product local (2/25) 5.33 and 8 ppb, in 1
sample which were imported (1/25) 8 ppb AFB1 was found.

Little quantities have been determined in total 100 samples in the cat and dog food in terms of
nitrate and nitrite contamination. Nitrate content of local dog food as ppm 0.009 = 0.001 (0.001-
0.042), in cat food 0.017 + 0.002 (0.003-0.043), in imported dog food 0.007 + 0.001 (0.002-0.047), in
cat food 0.007 +0.001 (0.001-0.038), nitrite content as ppm in local dog food 0.008 + 0.001 (0.001-
0.035), in cat food 0.015 + 0.002 (0.001-0.044), in imported dog food 0.011 + 0.002 (0.002-0.053), in
cat food 0.009 + 0.001(0.001-0.036) have been measured.While the statistical determination of the
dog food nitrate and nitrite differences was not important (p>0.05), the nitrate and nitrite content of
the local product cat food have higher than the imported samples (p<0.01). Between the nitrate and
nitrite content of local and imported dog food differences have not been found important statistically
(p>0.05).

According to the results , aflatoxins, the nitrite and nitrate contaminations determined in the dog
and cat food were found to be not causing to the toxication for cats and dogs.

Key Words: Cat , Dog, Food, AFBI, Nitrate and Nitrite
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