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OZET

Ozbilgi/Amag: Skombroid balik zehirlenmesi, yiiksek seviyede histamin igeren ve iyi korunmamis baliklarin tiiketiimesiyle ortaya
¢ikan alerjik bir reaksiyondur. Histamin zehirlenmesi siklikla Scomberesocidae ve Scombridae familyalarina ait scombroid baliklar
(ton baligi, torik balgi, uskumru, lifer ve zurna balgi) ile iliskilendirilmekle birlikte Skombroid ailesine mensup olmayan ama
zehirlenmeye sebep olan farkli tiirde baliklardan da kaynaklanabilmektedir. Balik etinde bulunan serbest histidin aminoasidinin
bakteriyel dekarboksilazlar ile histamine donustirilmesi zehirlenmenin temelini olusturmaktadir. Bu galismada Aydin ili pazar
yerlerinde satisa sunulan baliklarda bulunan histamin diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada; Aydin ili agik pazarlarindan toplanilan 50 adet balik (15 adet palamut bahgi, 15 adet uskumru bahgi
ve 20 adet istavrit balig1) 6rneginde ELISA teknigi kullanilarak histamin miktarlari arastiriimistir.

Bulgular ve Sonug: incelenen balik érneklerinin tamaminda gesitli diizeylerde histamin varligi saptanmistir. Orneklerdeki
histamin diizeyi minimum 3,45 ppm, maksimum 30,32 ppm ve ortalama 7,18 ppm olarak belirlenmistir. Ayrica histamin diizeyinin
orneklerden 13’tGnde (%26) 1-5 ppm, 35’inde (%70) 5-10 ppm, 1’inde (%2) 20-25 ppm ve yine 1 6rnekte de (%2) 30-35 ppm
degerleri arasinda oldugu tespit edilmistir. incelenen érneklerin hicbirinde bulunan histamin seviyesinin Su Uriinleri Ydnetmeligi

tarafindan belirtilen en ylksek deger olan 200 ppm’in lizerinde olmadigi belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: ELISA, histamin, Scombridae, scombroid balik zehirlenmesi

Determination of Histamin Levels in the Fish Samples Obtained from Open Markets of Aydin

ABSTRACT

Background/Aim: Scombroid fish poisoning, is a syndrome resembling an allergic reaction that occurs after consuming fish
contaminated with high levels of histamine prodeced in unhygienic conditions and stored improperly. It is caused by mainly
consumption of Scomberesocidae and Scombridae fish such as tuna, mackerel, bonito. However, other fish apart from these
families may also cause histamine fish poisoning. Poisoning caused by consumption of histamine, a biogenic amine, in fish meat
derived from free histidine amino acid by decarboxylase enzymes of bacteria. This study was aimed to determine of histamin
levels in the fish samples obtained from open markets of Aydin.

Material and Method: In this study, a total of 50 fish samples (15 bonito, 15 mackerel and 20 horse mackerel) collected from open
markets located in Aydin Province and histamine levels were determined by using ELISA technique.

Results and Conclusion: The presence of various levels of histamine was detected in all fish samples. The results showed that
the minimum and maximum levels of histamine observed were 3,45 ppm and 30,32 ppm with the mean of 7,18 ppm. 26% of the
histamine detected samples were in a range of 1 and 5 ppm, 70% of the positive samples were in the range of 5-10 ppm. %2 of
the positive samples had histamine levels between 20-25 ppm and 30-35 ppm. None of the samples had higher limits than that

Turkish Food Codex allowed (200 ppm).
Key words: ELISA, histamine, Scombridae, scombroid fish poisoning
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Giris

Histamin, memeli fizyolojisi igerisinde dogal olarak olusan,
mast hiticreleri ve bazofillerde bulunan, biyolojik etkileri
¢ok miktarlarda salindiginda alerjik ve diger birtakim
reaksiyonlar  seklinde goriilen bir vazoaktif amindir
(Hungerford, 2010). Histamin etkilerini solunum, dolasim,
gastrointestinal, hematolojik/immunolojik sistemler ile deri
hicre membranlarinda bulunan reseptorlere baglanarak
gostermektedir (Cavanah ve Casale, 1993).

Histamin (Scombroid) balik zehirlenmesi ise bir kimyasal
gida kaynakli intoksikasyon olup, bozulmus veya bakteriler
tarafindan kontamine edilmis baliklarin yenilmesi sonucu
sekillenmektedir. Morganella morganii, Klebsiella spp.,
Pseudomonas, Clostridium spp., Citrobacter freundii gibi
histamin dekarboksilazi (HDC) tasiyan bakteriler balik etinde
serbest histidinden histamin olusturarak zehirlenmelere neden
olmaktadir (FSAI, 2019). Zehirlenme genellikle bozulmus
baliklarla birlikte yiksek miktarlarda histamin tiiketilmesi
sonucu (=50 mg/100g) olusmaktadir (Lehanne ve Olley, 2000).

Scombroid balik zehirlenmesi hijyen kurallarina uyulmamis,
genellikle  bozulmug  baliklarin  tiiketilmesi  sonucu
sekillenmektedir. Histamin zaman-sicaklik yanhs uygulamasina
maruz kalan baliklarda bulunan serbest histidin amino
asidinden bakteriyel enzimatik reaksiyonlar sonucunda
sekillenmektedir (Rawles ve ark., 1996). Scombroid terimi
Scombridae (ton baligi, uskumru) familyasindan tiremektedir.
Scombroid baliklar yiiksek oranda serbest histidin aminoasidini
kaslarinda bulundurmaktadirlar (Ruiz-Capillas ve Moral, 2004).
Ancak gliniimuzde diger bir takim balik tirlerinin de scombroid
balik zehirlenmesine neden olduklari belirtiimektedir (Chang
ve ark., 2008).

Scombroid balik zehirlenmesinin olusmasi, semptomlarinin
yerlesmesi toksiniiceren baligin tiiketilmesinden 10 dkiile 1 saat
arasinda baslamaktadir (Ansdel, 2008). Ancak kisiler arasinda
farkh  duyarhhk durumlan sekillenmektedir. Zehirlenme
sonucu agizda aci veya metalik tat, agizda uyusma, bas agrisi,
bas donmesi, ¢arpinti, disik kan basinci, yutmada zorluk ve
susama hissinin yani sira alerjik semptomlar da (kurdesen,
dokintd, kizarti, yizde sisme gibi) gorulebilmektedir. Anksiyete
gibi merkezi sinir sistemi semptomlari ise daha az siklikla
sekillenebilmektedir. Nadirende mide bulantisi, kusma,
abdominal kramplar ve ishal tablosuyla karsilagiimaktadir
(Taylor, 1986; Taylor ve ark., 1989; Specht, 1998). Zehirlenme
durumunda iyilesme vyaklasik 1 gln igerisinde kendisini
gostermekte olup gok ender durumlarda kalp ve solunumiileilgili
ciddi saglk problemleri ¢ikmaktadir. Cogu durumda insanlarda

Tablo 1. Balik 6rneklerinde histamin duizeyi (ppm).
Table 1. The histamine levels in fish samples (ppm).

zehirlenmenin sekillenebilmesi igin balik etinde 200 ppm’den
fazla, hatta siklikla 500 ppm’in lzerinde histamin seviyesine
ulasilmasi gerektigi bildirilmistir (FDA, 2019). Su Uriinleri
Yonetmeligi'nde (2008) belirtilen Baliklarda Organoleptik,
Kimyasal ve Mikrobiyolojik Kabul Edilebilir Degerlere gore taze
ve sogutulmus baliklarda histamin seviyesinin 200 mg/kg’i
ge¢cmemesi gerekmektedir.

Ballk ve balik drinlerinde  histamin  miktarlarinin
degerlendirilmesinde cesitli referans ve laboratuvar sartlarinda
kullanilabilecek hizli diagnostik testler gelistirilmistir. Bu
metotlar TLC (Thin Layer Chromatography) gibi nispeten
basit uygulamalardan LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrophotometry) gibi yogun ve derin analitik
uygulamalara yine ozellikle ELISA gibi enzimatik laboratuvar
tarama metotlarina kadar degismektedir (Hungerford, 2010).
Bu calismada kullanilan metot olan ELISA teknigi iyi oranda
tekrarlanabilirlik saglarken AOAC (1999) flurometrik histamin
tespit metotlarina karsi diisiik yanlis negatif ve yanlis pozitif
oranlari saglamaktadir. Analizlerin yapilmasinda kullanilan
test kiti “Association of Official Analytical Chemists AOAC
Performance Tested Methods Program SM (Certificate number
031901)” olarak tescil edilmistir.

Bu c¢alismada Aydin ili pazarlarinda satilan baliklarda
sekillenebilecek olan histaminin seviyesinin belirlenmesi ve bu
degerlerin Su Urunleri Yonetmeligi (2008) ile uyumlulugunun
arastirilmasi amaglanmgstir.

Materyal ve Metot

Calisma kapsaminda Aydin ili agik pazarlarinda, ¢ogunlugu
buzla sogutulmus tezgahlarda satisa sunulan 15 adet palamut
(Sarda sarda), 15 adet uskumru (Scomber scombrus) ve 20
adet istavrit (Trachurus trachurus) olmak lizere toplam 50 adet
Scombroid tird balik 6rnegi soguk zincir altinda laboratuvara
getirilerek histamin diizeyi agisindan ELISA yéntemi kullanilarak
incelenmistir. Bu amagla Histamine ELISA (515168, Abraxis)
test kiti kullanilmig, analiz kitte belirtilen test prosediri
dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Ornekler analize alinmadan 6nce ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Bu amagla 2 g balik 6rnegi 50 ml’'lik ekstraksiyon
tiplne konulmus, tzerine 20 ml 1X ekstraksiyon sollisyonu
ilave edilerek tlpin agzi sikica kapatilmistir. Ektraksiyon
tupleri 1 dk calkalanmis, daha sonrasinda 5 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Takibinde 20 dk daha calkalanmigtir. Sire
sonunda tupler 5 dk oda sicakhiginda bekletilerek tip igeriginin
¢Okmesi dolayisiyla slipernatant eldesi saglanmis, 6rnekler
ELISA testi icin hazir hale getirilmistir.

Ornek Tiirii N Minimum Maksimum Ortalama (X % Sg)
Palamut balig 15 4,72 9,94 7,03+1,61
Uskumru bahigi 15 3,45 7,47 5,09 1,04
istavrit baligi 20 3,92 30,32 8,87 16,61
50 3,45 30,32 7,18 £4,53
Tablo 2. Balik 6rneklerine ait histamin dizeyi dagilimlari.
Table 2. The distribution of histamine levels observed in fish samples.
. o Histamin Diizeyi (ppm) (%n)
Ornek Turd N 15 5-10 10-15 1520 20-25 25-30 30-35
Palamut balig 15 1 (%6,6) 14 (%93,4) - - - - -
Uskumru bahgi 15 10 (%66,6) 5(%33,4) - -
istavrit baligi 20 2 (%10) 16 (%80) - - 1 (%5) - 1 (%5)
50 13 (%26) 35 (%70) - - 1(%2) = 1(%2)
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Analizde kullanilacak tim malzemeler oda sicakligina
getirildikten sonra ELISA testine baslanmistir. Oncelikle 50’ser pl
standart sollisyonlarindan ve analize hazirlanmis 6rneklerden
mikroplate kuyucuklarina eklenmis, takibinde Uzerlerine 100
pl enzim konjugat soliisyonu ilave edilmistir. Mikroplateler
parafin ile kapatilip 30 sn boyunca dairesel olarak karigtiriimis,
daha sonra da 40 dk oda sicakhiginda inklibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda mikroplate dikkatli bir sekilde bosaltilip,
her kuyucuk en az 250 pl kullanilmak sartiyla 1X yikama
soliisyonu ile 3 kez yikanmistir. Yikama isleminin ardindan
kuyucuklara 100 pl substrat/renk solusyonu goklu otomatik
pipet kullanilarakilave edilmis, mikroplate karanlik ortamda oda
sicakhiginda 20 dk inkiibe edilmistir. Stire sonunda kuyucuklarin
Gzerine 50 pl stop sollsyonu eklenmistir. Mikroplate ELISA
okuyucusunda 405 nm'’de stop soliisyonunun ilavesini takiben
15 dk igerisinde okutulmustur.

Bulgular

Bu calisma Aydin ili agik pazarlarinda satisa sunulan 15 adet
palamut bahg, 15 adet uskumru baligi ve 20 adet istavrit balig
olmak (lizere toplam 50 adet Scombroid tiri balk érneginde
histamin dizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Su
Uriinleri Yénetmeligi Ek-9’da belirtilen Baliklarda Organoleptik,
Kimyasal ve Mikrobiyolojik Kabul Edilebilir Degerlere gore
(2008) tum balik o©rneklerinde histamin duzeyinin kabul
edilebilir limitlerin altinda oldugu belirlenmistir.

incelenen balik érneklerinde histamin diizeyi minimum 3,45
ppm, maksimum 30,32 ppm ve ortalama 7,18 ppm olarak
belirlenmistir. Ayrica histamin diizeyinin érneklerden 13’inde
(%26) 0-5 ppm, 35’inde (%70) 5-10 ppm, 1'inde (%2) 20-25
ppm ve yine 1 6rnekte de (%2) 30-35 ppm degerleri arasinda
oldugu tespit edilmistir. Balik tlrlerine gore histamin dizeyleri
incelendiginde palamut baliginda 4,72 ile 9,94 ppm, uskumru
baliginda 3,45ile 4,47 ppm ve istavrit baligindaise 3,92 ile 30,32
arasinda oldugu goérilmistir. Tablo 1'de balk orneklerinde
histamin dlzeyi, Tablo 2’de ise balik 6rneklerine ait histamin
dizeyi dagilimlar belirtilmistir.

Tartisma ve Sonug

Besinlerde sekillenen histamin fizyolojik kokenli olabilecegi
gibi  bakteriyel dekarboksilasyon sonucu da meydana
gelebilmektedir (Lenistea, 1971). Histamin balik, peynir ve
fermente et Uriunleri gibi proteince zengin olan besinlerde
bulunabilmektedir (Rice ve ark., 1976; Stratton ve ark.,
1991). Histamin taze balikta genel olarak 50 ppm’den daha az
dizeylerde bulunmakta olup (Staruszkiewicz ve ark., 1977),
balik etindeki histamin miktarinin 1000 ppm’i gegmesi halinde,
bu baliklari tlketenlerde zehirlenmenin klinik belirtilerinin
gorilebilecegi bildiriimektedir (Halstead ve Courville, 1967).
Balik etinde bulunan histamin miktari balkta kalite indikatori
ve/veya mikrobiyel bozulmanin bir indeksi olarak da oldukga
onemlidir (Hui ve Taylor, 1983).

Bu c¢alismada incelenen 50 balik 6rneginin tamaminda gesitli
dizeylerde histamin varligi tespit edilmistir. Histamin tespit
edilen 6rneklerin 13’G (%26) 1-5 ppm seviyelerinde histamin
tagirken, pozitif drneklerin %70’i (35 6rnek) 5-10 ppm araliginda,
%2’si 20-25ppm ve 30-35 ppm (1’er ornek) araliklarinda
histamin icermektedir. incelenen balik érneklerinde histamin
dizeyi minimum 3,45 ppm, maksimum 30,32 ppm ve ortalama
7,18 ppm olarak belirlenmistir. Bu degerler Su Uriinleri
Yonetmeligi (2008) tarafindan belirtilen en yiiksek deger olan
200 ppm’in altinda bulunmaktadir.

Edmundsve Eitenmiller (1975),4°C’de 14 glin, ayrica odaisisinda

(24+2°C) 2 giin sire ile beklettikleri ispanyol uskumrusunda
histamin miktarini arastirmiglardir. Arastiricilar, 4°C’de 7 glin
muhafazada baliklarin ortalama histamin miktarinin iki katina
¢ikbigini (0,65 ppm), 14 glnlik muhafazanin sonunda ise
miktarda bir degisiklik olmadigini (0,60 ppm) belirtmislerdir.
Ayni arastiricilar, baliklarin oda isisinda muhafazasi halinde de
ortalama histamin miktarini 1. giinde 17,77 ppm, 2. glinde ise
237,97 ppm olarak bildirmis ve bu degerlerin toksik diizeyin ¢ok
altinda oldugunu da kaydetmislerdir. Fernandez-Salguero ve
Mackie (1979), uskumru baliklarinin 0°C’de 18 giin muhafazasi
sonucunda olusan histaminin ¢ok az dizeyde oldugunu
fakat 10°C’de 5 giin muhafaza edilen baliklardaki histamin
diizeyinin 1000 ppm’e ulaghigini belirtmislerdir. Tekinsen ve
ark. (1993) yapmis olduklar galismada incelemis olduklari
uskumru, palamut ve hamsi baliklarini 3 giin boyunca 4°C’de
muhafaza etmigler ve bu siire¢ boyunca histamin miktarlarini
spektroflorometri ile arastirmislardir. 3. glniin sonunda
ortamala histamin miktarlari yukarida belirtilen balk tdrleri
icin sirasiyla 6,28, 3,70 ve 3,25 pg/kg olarak bulunmustur.
Arastiricilar elde edilen bu diizeylerin 3 glinliik muhafazanin
sonunda bile toksik degerlerin altinda oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bir arastirmada buzda depolanmis hamsinin histamin
seviyesi 1,40 mg/100g iken, 352C’de 16 saat depolanmis
hamsinin  histamin seviyesi 200,70 mg/100g olarak
belirlenmistir (Yongsawatdigul ve ark., 2004). Bu baglamda
biyojen amin miktarinin sicaklikla dogrudan iliskili oldugunu,
ayni zamanda isleme ve depolama asamalarinda soguk zincirin
kirthp kinlmadigina dair bir indikator oldugunu sodylemek
mimkiinddr. Biyojen amin olusumunu 4°C’nin Gzerindeki
sicakhklar 6nemli 6l¢lide arttirmaktadir (Kim ve ark., 2009).
Farkli sicakliklarin biyojen amin seviyeleri Uzerine etkisinin
incelendigi bir calismada ringa bahginin 2°C (42 ppm histamin)
ve 10°C (109 ppm histamin) depolama sicakliklari arasindaki
histamin seviyelerinde neredeyse (¢ kata yakin bir fark
gozlemlenmistir (Klausen ve Lund, 1986).

Muscarella ve ark (2013) italya Puglia’da toplamis olduklari
311 balik ve balik Grlini 6rneginde 2009-2011 yillari arasinda
yapmis olduklari histamin miktari arastirmalarinda ELISA ve
HPLC yontemlerini kullanmislardir. Test edilen orneklerden
elde edilen sonuglarda orneklerin  %58’inin  histamin
konsantrasyonlarinin >2,5 ppm seviyesine ulasmis oldugunu,
bu orneklerin  %5’inin de Commission Regulation (EC)
1441/2007 ile uyumlu olmadigini rapor etmislerdir. incelenen
216 taze balik 6rneginin %70’inin histamin seviyelerinin 10 ppm
seviyesinden dusiik oldugunu ancak orneklerin %6’sinin 100
ppm seviyesinden daha fazla histamin igerdigini belirtmislerdir.

Muscarella ve ark. (2005) HPLC, Capillary Electrophoreses
(CE) and ELISA (Ridascreen Histamine, R-Biopharm) test
kitini karsilastirdiklari galismalarinda ELISA kitlerinin 2,5
ppm seviyesinde bir limiti tespit etmede yiksek duyarlilik
gosterdigini glivenirlik degerinin de HPLC ile kiyaslandiginda
daha ylksek oldugunu belirtmislerdir. ELISA tekniginin HPLC
(%80,7) ve Capillar electrophoresis (CE) (%88,7)’e kiyasla daha
yuksek oranda histamini (%115) balik 6rneklerinden elde
ettigini rapor etmislerdir.

Lopez-Sabater ve ark. (1994) Barselona’da yurittikleri bir
¢alismada toplam 45 balikta (18 ton, 12 lakerda, 15 uskumru)
histamin seviyelerini incelemislerdir. incelenen ton baliklarinin
%83,3’de 8,9 ppm seviyesinde histamin bulurken, uskumrularda
tespit edememislerdir. incelenen lakerda &rneklerinin ise 2
tanesinde histamin tespit edebilmislerdir.

Ballk etinde tespit edilebilecek miktarda histamin
sekillenebilmesi igin bakteri ylkiinlin ylksek seviyelere gikmasi
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gerekmektedir (Bjornsdottir-Butler ve ark., 2016). Dolayisiyla
balik ve Grrlinlerinde biyojen amin olusumunu engellemek ya da
geciktirmek amaciyla yapilan en 6nemliislem, liretim siirecinde
hijyenik kosullarin saglanmasi ve sicakligin ayarlanmasi
olmalidir. Dondurma zamani ve depolama sicakligi gibi faktorler
histamin seviyesini etkilemektedir (Rossano ve ark., 2006).
Bununla birlikte baligin tutulmasi sonrasindaki hijyen sartlari,
isleme, paketleme, depolama ve dagitim asamalarindaki
cesitli faktorler de balik etinde sekillenen histamin miktarini
etkilemektedir (EFSA, 2017). Histamin birikimini 6nlemek igin
kullanilacak en basit metot, baligin yakalanmasindan tiketime
kadar olan tim sureglerde soguk zincirin korunmasidir (Flick
ve ark., 2001; Ozogul ve ark., 2004; FDA, 2011). Uskumru, ton
balig1 gibi yuksek histidin konsantrasyonuna sahip baliklarda
olusabilecek histamin seviyesinin yiiksek oldugu bilinmektedir.
Ayrica histamin formasyonu kas tipine, baligin farkli bolgelerine,
baligin yakalandigi cevresel kosullarla da iliskilidir (Chummun
ve Neetoo, 2016). Arastirmada elde edilen verilerin Tekinsen ve
ark. (1993), Lopez-Sabater ve ark. (1994) ile Yongsawatdigul ve
ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismalarda belirtilen bulgular
ile benzerlik gosterdigi gorilmektedir. Histamin diizeylerinin
arastirldigi  diger c¢alismalarda bulunan farkli  histamin
seviyelerinin balik tirlerine, avlanma sartlarina, muhafaza
kosullarina ve arastirma metoduna baglh olarak sekillendigi
diisiintilmektedir.

Calismada AOAC tarafindan onay verilen ELISA kiti kullanilarak
hizli bir sekilde balik érneklerindeki histamin seviyeleri tespit
edilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda Aydin ilinde tiketime
sunulan palamut, uskumru ve istavrit baliklarinin histamin
seviyesinin Su Uriinleri Yonetmeligi (2008)'nde belirtilen yasal
sinirlar icerisinde oldugu tespit edilmesine ragmen uygun
kosullarda muhafaza edilmeyen balik etinde zaman igerisinde
sekillenen histamin seviyesinin insan saghgini tehdit edebilecek
diizeylere gelebilecegi g6z oninde bulundurulmaldir. Bu
nedenle baliklarin avlanma sonrasi uygun kosullarda muhafaza
edilmesi ve tiketime hizli bir sekilde sunulmasi histamin
kaynakh gida zehirlenmelerinin 6nlenmesi adina son derece
onemlidir.
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