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YUMURTAYA VERiLEN AFLATOKSiN 8ı'iN civciv ÇıKıŞ AGIRLlGI

ÜZERiNDEKi ETKiLERi
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Effects of in Ovo Given Aflatoxin Bı on the Chick Hatching Weight

Özet : Bu araştırmada, yumurtaya değişik miktartarda verilen AFB1'in, civcivlerin çı kış ağ ı rtıkları üzerindeki etkileri belirtendi.
Bu amaçla 360 adet kuluçkalık yumurta kullanıld ı . Yumurtalardan , her birinde 60 adet yumurta bulunan kontrol grubu, de­
linip-kapatı lan grup, ETOH grubu, 5ng AFB1/yumurta grubu, 7.5 ng AFBılyumurta grubu ve 10 ng AFBılyumurta grubu
olmak üzere toplam 6 grup oluşturuldu. Atlatoksin verilen grupların civciv çıkış ağırtıklarında doza bağımlı olarak önemli dü­
şüşler gözlendi. Rölatif civciv ağırtıklarında da benzer düşüşler tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Atlatoks in Bı , civciv çıkış ağırtığı , embriyotoksisite

Summary : In this study, elfects of in ovo given, various doses of atlatoxin Bl on the chicken hatching weight was in­
vesligated. For this purpose , a total of 360 fertilized layer hen's eggs were used. The eggs were divided into 6 groups each
having 60 eggs as, controls, drilled-sealed, ETOH, 5 ngAFB1/egg , 7.5 ngAFB1/egg and 10 ngAFB1/egg. Chick hatching
weights of the in AFB ı given groups deelined in a dose dependent manner. Similar deerease pattem was also observed in
relative embriyo weight values of the groups .
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Giriş

Yemlerde üreyen aspergillus cinsi içinde yer
alan A. t1avus ve A. parasiticus'un ürettiği af­
latoksinlerden (AF) AFB1, AFB2' AFG1 ve AFG2 en
önemlileri olup (Leeson ve ark., 1995); bunların en
tehlikelisi ve en yüksek oranda bulunanı ise AFB1'dir.

Vücuda alınan AF, karaciğerde Faz-I ve Faz-II
reaksiyonlarıyla hidroksilasyon, O-demetilasyon,
epoksidasyon ve redüksiyonla metabolize edilerek,
bazıla rı daha da toksik olan ve suda çözünen AFM1,
AFM2, AFQ1 , AFP1 ve aflatoksikol (RO) me­
tabolitlerine dönüştürülür. Bunlardan atlatoksikol
(RO), mikrozomal dehidrojenazlar tarafından re­
okside edilerek tekrar AFB1'e dönüştürüldüğünden ,

AFB1'in depo formu olarak da bilinir (Leeson ve ark.,
1995). AFB1 'in epoksidasyon reaksiyonu sonucu olu­
şan metaboliti olan 8,9-epoksit türevi, DNA'nın nük­
leofilik bölgelerine tutunarak AFB1-DNA bileşiklerini

(AFB1-DNA adducts) oluşturan ve AFB1'in kar­
sinojenik etkilerinden sorumlu tutulan metabolittir.

Tüm ülkeler yem ve yem hammaddelerinde bu­
lunan AF düzeylerini yönetmelik/erfe sıkı biçimde kont­
rol altında tutmaktadırfar. Ülkemizde AF için belirfenen
limit 20 ppb AF (20 mgAFlkg yem) ve AFB1 için be­
Iirfenen limit ise 10 ppb yani 10 mgAFB1/kg yemdir
(Tarım Bakanlığ ı Bülteni, 1997). Ancak yapı lan tarama
çalışma/arı sonuçları , bildirilen limitlerin sıklıkla aş ı l­

dığın ı göstermektedir (Kaya, 1982). Özpınar ve ark.
(1988), Marmara Bölgesi'nde bir tavuk yemi ör­
neğinde 30.4 ppb düzeyinde AFB1saptamışlard ı r.

Yemle alınan AF kanatlılar üzerinde önemli zararf ı

etkilere sahiptir. Özellikle et tavukçuluğunda yem tü­
ketimi ve büyüme hızı yüksek olduğundan, birim vücut
ağırfığı başına yemle alınan AF oranı nispeten yüksek
olmaktadır. AF içeren yemlerfe beslenen kanatlılarda

karaciğer ve böbreklerde önemli patolojik değişik l ikler

oluşur. Aflatoksinlerin etkileri arasında ası l önemli
olan ı , immün sistemde oluşturdukları yetmezliktir
(Çelik ve ark., 1996; Çelik ve ark., 2000b). Etkilenen
hayvanlarda immün sistem baskılanmış olduğundan,

böyle hayvanlar enfeksiyöz ve paraziter hastalıklara

Geliş Tarihi ; 28.04 .2005 @ mCaydin@holmai 1.com
1. Harran Universi tesi Vete riner Fakültes i Histoloj i ve Embriyoloji Anabil im Dalı. ŞA L1URFA
2. Selçuk Qniversi tesi Veteriner Fakültesi Histoloj i ve Embriyoloj i Anabil im Dalı . KONYA
3. Selçu k Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloj i Bölümü, KO YA



AYDIN , ÇELIK, SUR, ÖZPARLAK, TELATAR

daha duyarndı rtar. Hatta yap ı lacak aşılamalarla bile
sürü bağışıklığı istenen düzeye çıkarılamamaktadır.

Yemle alınan AF yumu rtalara yaklaşık 1/2200-1/2500
oranında geçmektedir (Hamilton , 1982; Çelik ve ark.,
2000a). Bu geçiş oranı ve kanuni Iimitler dikkate alı­

narak yapılan hesaplama sonuçları (yaklaşık olarak
2.6 ngAFB 1/yumurta) , yumurtaya geçen AFnin zararl ı

etkilerinin olabileceğin i göstermektedir. Nitekim, Je­
linek ve Peterka'nı n (1985) tavuk embriyo toksisite
belirleme testi (Chick Embryo Toxicity Screening Test­
i ve II, CHEST-I ve CHEST-II) sonuçları. AF için emb­
riyotoksik doz sınırının 0.3-30 nglyumurta arasında ol­
duğunu göstermektedir. Yumurtada bulunan AF, ku­
luçka rand ımanın ı etkilemeleri yan ında civcivlerin
yaşama kabiliyetleri ile bağışıklık sistemleri üzerinde
de öneml i zararlı etkiler oluşturabilmektedir (Çelik ve
ark., 2000a ; Sur, 2001).

Bu araştırmada , yumurtaya değişik miktarlarda
ve kuluçka başlangıcında verilen AFB1'in, civcivlerin
çıkış ağırlıkları üzerindeki etkileri belirlenmiştir.

Materyal ve Metot

Yumurta mate ryali

Bu amaçla , yemlerinde düzenli olarak aflatoksin
kontrolleri yapılan ve ölçülebllir düzeyde aflatoksin
içermeyen yemle beslenen Babcock B-380 ı rkı kah­
verengi yumurtacı damızlıklara ait toplam 360 adet ku­
luçkalık yumurta kullanılmıştır.

Aflatoksin B1 solüsyonlarının hazırlanması

Çalı şmada , kristalize haldeki saf aflatoksin B1
standardı (Makor Chemica l Ltd., Box 6570, Je­
russalem, Israel) kullan ı lmıştır. Kristalize haldeki saf af­
latoksin B ı (AFBı) standard ı benzende çözdürülmek
suretiyle 20 Ilglml konsantrasyonunda AFBı içeren
stok solüsyon hazırlandı . Bu solusyon, çalışmada kul­
lanılacak olan her bir konsantrasyon grubu için gerekli

olan AFB1'i içerecek hacimlerde farklı steril t üplere
aktarılarak; ağızları açık durumda ve benzen ta­
mamen uçuncaya kadar bekletildi. AFBı içeren tüp­
lere önceden belirlenen miktarlarda %99.9'luk etil
alkol (ETOH) ilave edilerek AFB1 tamamen eritiidi ve
takiben, hazırlanan solüsyonlara etil alkol kon­
santrasyonunu %30'a düşürmek amacıyla steril bi­
distile su ilavesi yapılarak, istenilen kon­
santrasyonlarda, yani 20ml 'lik hacimde istenen AFB ı

miktarını içeren test solüsyonları hazırland ı. Bu so­
lüsyonların istenilen konsantrasyonlarda AFBı içerip
içermedikleri, standart prakalar (Merck) kullanı larak

ince tabaka kromotografisi ve Floresans Spekt­
rofotometre (emisyon 425 nrn, eksitasyon 365 nm
dalga boyunda) yöntemleriyle kontrol edildi ve her
grupta kullanılan test solüsyonunun istenen kon­
santrasyonlarda AFBı içermeleri sağland ı. Tüpler alü­
minyum folyolarla sarılarak, kullanılıncaya kadar buz­
dolabında +4 °C'de muhafaza edildi.

Deney gruplarının oluşturulması ve AFB ı so­
lüsyonlarının yumurtalara enjeksiyonu

Bu amaçla yumurtalar, yap ı lan uygulamalar ve
içerdikleri yumurta adetleri aşağıdaki (Tablo 1) ve­
rilmiş olan 6 gruba ayrı ld ı.

Enjeksiyon iş lemle rinden önce tüm yumurtalar
hassas teraziyle tartı ldı ve takiben küt uçları %96'lık

etil alkolle dezenfekte edildi. Tüm enjeksiyonlar hava
kamarası yoluyla ve kuluçka başlangıcında ger­
çekleştirildi. Deliklerin açı lmasında bu iş için özel yu­
murta delicisi kullanı ldı. Deliklerin kapatılması sıvı pa­
rafinle yap ı ld ı. Enjeksiyonlar steril uçlu mikropipet
(Sealpette. Jencons, Finland) kullan ı larak yap ı ld ı . Ku­
luçka işlemleri . S.Ü.Veteriret fa~ültes\ H\sto\oi\ ~e
Embriyoloji Anabilim Dalı 'ndaki 2000 yumurta ka­
pasiteli kuluçka makinesinde (Gostyn, Poland), op­
timal koşullarda (37,8 "C s ıcaklık, %65 nispi nem
oranı ve 2 saatte bir kez çevri lerek) gerçekleştiri ld i.

Tablo 1. Çalışmada oluşturulan gruplar ve bu gruplardakiyumurtalara uygulanan işlemler.

GRUPLAR

n=60

Kontrol grubu

Delinip-kapatılan grup

ETOH-grubu

5ng AFB1/yumurta grubu

7.5 ng AFB1/yumurta grubu

10 ng AFB1/yumurta grubu

YUMURTALARA UYGULANAN IŞLEM

Hiçbir işlem uygulanmadı .

Küt uçlan delinerek sıvı parafinle kapatma.

Hava kamarası yoluyla 20 ul, %30'luk etil alkol enjeksiyonu.

Hava kamarası yoluyla 20 III hacminde%30'luk etil alkol içerisinde çözdürülmüş 5 n9 AFBı

enjeksiyonu.

Hava kamarası yoluyla 20 III hacminde%30'luk etii alkol içerisinde ç özd ü rülm üş 7.5 ng AFBı

enjeksiyonu.

Hava kamarası yoluyla20 LLL hacminde %30'luk etil alkol içerisinde çözdürülmüş 10 ngAFBı

enjeksiyonu.
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Kuluçka sonunda çıkan eiveivler tartılarak elvelv
çıkış ağırlıkları belirlendi. Civeiv çıkmayan yu­
murtalar kırılarak kuluçka randıman ı ve dölsüzlük
oranları da belirlendi. Elde edilen sayısal veriler is­
tatistiksel yöntemlerle analiz edilerek gruplar arası

farkların önem dereceleri belirlendi.

Bulgular

Çalışmada kullanılan yumurtaların başlangıç

ağırlıkları 64.15-65.50 g arasındaydı . Araştırmada kul­
l anı lan yumurtaların ortalama infertilitesi %6.66 ola­
rak hesaplandı. Kontrol grubunun mortalites i %3.57
iken, delinip-kapatılan grubun mortalites i %6.89 ola­
rak hesaplandı (Tablo 2). Her iki grupta da anormal
embriyoya rastlanmadı. Solvent grubunun (%30 eta­
nol, ETOH) mortalitesi kontrol grubundakilerden ol­
dukça yüksekti (%12.28). AFB1 verilen grupların mor­
talitelerinde doza bağımlı olarak belirgin artışlar

gözlendi. Bu değerler 5 ngAFB1/yumurta grubunda
%41.81, 7.5 ngAFB1/yumurta grubunda %64.91
iken, 10 ngAFB 1/yumurta grubunda ise %81 .81 ola­
rak tespit edildi.

Kontrol ve delinip-kapatılan grupların eiveiv çıkış

ağırlıkları birbirine oldukça yakın (P>0.05) iken;
ETOH grubu ve AFB1 gruplarının eiveiv çıkış ağır­

Iıklan öneml i derecede (P<0.05) düşük eiveiv çıkış

ağırlıklarına sahipti. Bununla birlikte, ETOH grubu ile
5 ng AFB1/yumurta grubunun civciv çıkış ağırlıklan

arasındaki fark önemsizdi (P>0.05). Benzer şekilde

ETOH grubuyla 7.5 ve 10 ng AFB1/yumurta grup­
larının elvelv çıkış ağırlıkları da birbirine oldukça yakın

bulundu (P>0.05). Civeiv çıkış ağırlıkları değeri tek
başına yeterli bilgi vermediğinden, civciv çıkış ağır­

lığ ı n ın yumurta ağırlığına yüzde oranını ifade eden rö­
latif eiveiv ağırlıkları da hesaplandı. Bu değerlerin

karşılaştırılmasında kontrol ve delinip-kapatılan grup­
ların rölatif civciv çıkış ağırlıkları birbirine yakın

(P>0.05) iken, ETOH ve 5 ng AFB1/yumurta grup­
ların ın değerleri arasındaki fark önemsizdi. Benzer şe­

kilde 7.5 ve 10 ng AFB1/yumurta gruplarının rölatif elv­
eiv çıkış ağırlıkları arasında da önemli fark bulunmadı

(P>0.05). Bununla birlikte, son iki grubun rölatif elvelv
ağırlıkları diğer gruplarındakinden önemli derecede dü­
şüktü (P<0.05).

Istatistiki analizler, kontrol grupları ile %30 ETOH
grubunun mortaliteleri arasındaki farkın öneml i ol­
madığını ortaya koydu (P>0.05). 10 nglyumurta AFBı

verilen grubun mortalitesi, %30 ETOH verilen gru­
bunkinden yüksek olmakla birlikte; gruplar arasındaki

fark, istatistiksel öneme sahip değildi.

Tartışma ve Sonuç

Kanatlılarda, memelilerdeki gibi bir fötaı-maternal

ilişki bulunmamakla birlikte, yemlerle alınan AF'in be­
lirli miktarları kanatlı dokularına ve yumurtaya geç­
tiğinden (Sudhakar, 1992; Oliveira ve ark., 2000) , yu­
murtadaki AF kanatlıların embriyonik gelişmelerinde

ciddi problemlere yol açmaktadırlar. Yumurtaya geçen
AFB1, özellikle kuluçkanın erken dönemlerinde yüksek
oranlarda embriyonik ölümlere ya da embriyonik ge­
lişme geriliğine yol açmaktadır (Cilieviei ve ark., 1980;
Çelik ve ark., 2000a ; Sur , 2001) . Yapılan he­
saplamalar, yumurtaya geçiş oranının 1/2000-1/2500
arasında olduğunu ortaya koymaktadır (Hamilton ,
1982). Geçiş oranı 1/2000 ve Tarım, Orman ve Köy iş­

leri Bakanlığı'nın konuyla ilgili tebliğiyle (1997) ül­
kemizde karma yemlerde bulunmasına izin verilen
total aflatoksin düzeyleri (50 mg/kg veya 50 ppb yem)
ve AFB1 düzeyi (20 mglkg yem veya 20 ppb) dikkate

Tablo 2. Grupların yumurta ağırlık ları , infertilite ve mortaliteleriyle civciv çıkış ağırl ıkları ve civciv çıkış ağırlığının yumurta ağ ı r­

lı ğı na oranla rı (%).

68.17±1.32a

66.07±2.23a

60.87±1.86D

59.78±2.11b

53.34±1.8SC

53.95±2.13c

Rölatifcivciv

ağırlıkları

(%)

Yumurta Inferti! infertilite Ölü Mortalite Civcivçıkış

ağırlıkları yumurta (%) embriyo (%) ağırlığı

sayısı Sayısı

62.93±3.15 4 6.66 2 3.57 42.90±{).56a

64.15±3.10 2 3.33 4 6.89 42.39±0.27'1

61 .67±3.26 3 5.00 7 12.28 37.54±1.0gbC

64.33±2.96 5 8.33 23 41 .81 38.46±O.8Qb

65.50±3.02 3 5.00 37 64.91 34.94±O.26c

Kontrol

Deli n ip-kapat ı lan

ETOH

5ng AFB1/yumurta

7.5 ng AFB1/yumurta

10ng AFBı/yumurta 65.04±3.53 5 8.33 45 81.81 35.09±O.72C

GRUPLAR

n=60

a-e: Aynı sütundafarklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiksel önemesahiptir (P<0.05).
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alınarak yapılan hesaplama sonuçıan, bu düzeylerde
AFBı ve total atlatoksi nle kontamine olan yemden
günde 130 gr yem tükete rek gün aşın yumurtladlQı

varsay ı lan bir lavu{ıun yumurtasırıda bulunması muh­
temel toplam AF düzeyinin 6.5 nglyumurta olduğunu

göstermektedi r (Hamillon, 1982; Çelik ve ark.,
acooaj. Tavuk Embriyoıoksisite Testi-I (Chlcken
Embriyotoxicity Screening Test-I, CHEST-I) ile total
allatoksin için tavuk embriyolannda belirtenmiş olan
embnyotoksik doz sınırlan 0,3-30 ng AFB ılyumurta

aras ındayken, teratojenik doz sının 3-30 ng AFB 1/
yumurta'd ır (Jelinek ve Pete rka, 1985). Bu sonuçlar,
yemlerde bulunmasına izin verilen düzeylerde bile,
yumurtada embriyotoksik düzeyde AF bu­
lunabileceoini göstermektedir. Saha tarama ça­
lı şma lan (Kaya ve ark., 1990: NizamlıOOlu , 1996:
Oğuz ve Kurtoğlu , 2000) sonuçlan ise, broüer yem­
lerindeki AF düzeylerinin 5-100 mglkg yem (5-100
pbb) aralığında de!:Jişti!:Jini ortaya koymaktadır. Yu­
karıdaki nedenlerle bu çalışmada uygulanan en
düşük AFBı dozu 5 ngAFBt/yumurta olarak se-­
çilmişti r .

Al latoksinlerin etki mekanizması üzerinde ya­
pılan çalışmalarda , dooada en yaygın olarak buluna n
ve en tehlikeli olan al latoksin türünün AFB ı olduğu

belinendi!:Jinden, etki mekanizması en detaylı biçimde
aydınlat ılmış olan alla taksin de AFB1 'dir (Busbee ve
ark., 1990; Leeson ve ark, 1995). Bu toksin . ka­
raciğerde sitekrem P-450'ye bağımlı (keçüerde P­
448) karma i şlevli oksidaz (mıxed lunction oxidase,
MFO) enzim sistemiyle daha sitotoksik. mutajenik ve
karsinojenik özelliğe sahip olan epoksü türevierine
(AFB1-8,9-epoksit) dönüştürülmekted i r (Leeson ve
ark., 1995). Bu maddeler ise hueredekl nük!eo pro­
teinler ve nükleik asitlerte tepkimeye girerek protein
sentezini bloke ederler (Neloon-Ortlz ve ooresnı.

1992). Çelik ve ark (2oooa), AFB, 'in çok iyi bilinen si­
totoksik etkisinin, yapısındaki bifuran halkasının

ONA'nın N7-guanin bölgesine ba§lanarak DNA'nın

biyokimyasal i şlevlerini değiştionek, RNA ve sonuç
olarak da protein sentezini bloke etmesinden kay­
naklandığı bildirilmektedir (Samarajeewa ve ark. ,
1990). Bu görüşü, kanatlı larda hepatosit yı­

kım lanmasını gösteren enzimlerindekl önemli artışlar

ile hepatositrerin sentezlediğ i maddeler ya da bun­
la rın metabolit leri olan serum total protein, lipit. ko­
testerol. aJbümin, arnine asit. üre ve ViI. A ile ko­
agülasyon faktörlerinin seviyelerindeki cöşüştenn

gösterildi{Ji yectrrre denemeleri sonuçla rı des­
teklemektedir (Kubena ve ark.• 1993; xeçectve ark .,
1998). AFB1, hepatotoksik etkisinin yanında net­
reteksik etki de göstermekte ve Ca·P me­
tabolizrnastm da bozmaktadı r (Glahn ve ark. , 1990
ve 1991: Bilgiç ve Yeşildere . 1992, Öznurfu, 2003) .
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Yukarıdaki bilgilere ek olarak, kanatlı ernb­
riyosunda AFB1'in metabolize edilmesi, karaci~r ve
böbreklerin aktive oldukları , embriyonik dönemin 5-6 .
günlerinden sonra başlamaktadır (Hamilton, 1982).
Kuluçka başlangıcında verilen AFB1'in şiddeUi emb­
riyotaksik etkilerinin oIduQ:unun gösterilmesi (Çelik ve
ark., 2000a : Sur ve Çelik, 2003 ) bu mclekulun rre­
tabolize edilmeden de güçlü embriyotoksik etkiye
sahip olduğunu ortaya koymaktadır. AFB1'in emb­
riyonik höcreıer üzerindeki etki mekan izmalan henüz
tam olarak aydınlatılmamış ise de, nispeten orta
dozda AFB, enjeksiyonu yapılan yumurtalarda diskus
embnyonalisn area penccesmm dışa doğru h­
tı klaşmas ı yla karakterize olan bir erken embriyonik
gelişme anomalisi tespit edilmiş (Çelik ve ark ., zöööa:
Sur ve Çelik, 2003 ) ve bu bulguya dayanılarak AFBı

mclekülünün. DNA'ya bağlanarak embriyonik hüc­
relerin diieransiyasyonunu bozmak suretiyle erken
embriyonik gelişme bozuklukla rına neden olabileceği

ileri sürülmüşlür (Çelik ve erk., 2000a; Sur ve Çelik,
200J).

Bu çalışmada, deney gruplarının eivciv çıkış ağır·

Iıklan ile rOIatil elvciv ağırlıkların ı n, kontrol grubunun
deQeOOnnden Onemli derecede (P<O.OS) düşük ol­
duQu; yüksek doz grupla rında düşüşJerin daha be­
lirgin olduQutespit edilmiştir (Tablo 2), Benzer şekilde
Öznurlu (2003) da al latoksin veri len yumurt alarda ge­
lişen embriyo ve civcMerin tibia uzunlukları ve tibia
ağırl ıklannda Onemli aza lmalann ortaya çıkt lO ın l bil­
dioniş ve bu du rumun. genel vücut gelişiminde ortaya
çıkan gerilemenin bir sonucu olarak, hayvanların

genel iskelet sistemi gelişiminin de yavaşlamasından

kaynaklandığın ı ileri sürmüştür.

Bu çalışmada elde edilen bulgula ra dayanılarak;

kuluçkahk yumurtalarda bulunan AFB1'in, d iğer za­
rarlı etkileri yan ında emb riyonik gelişmeyi de bas­
kı ladığ ından, civciv çıkış a!) l rlı {J ında düşüşere yol aç­
tığı ve kuluçka rand ı man ı ve elvelv kalitesinde Onemli
düşüş lere neden olabileceğ i sonucuna vanlrmşnr. Bu
nedenle, kulueka rand ımanı ve civciv kalitesindeki dO­
şöşıerın nedenleri araştmhrken. yemdeki AF dü­
zeylerinin de dikkate alınmasının gerekli olduğu so­
nucuna vanimıştır.
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