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YUMURTAYA VERILEN AFLATOKSIN B+'iN CiVCiV CIKIS AGIRLIGI
UZERINDEKI ETKILERI
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Effects of in Ovo Given Aflatoxin B; on the Chick Hatching Weight

Ozet: Bu aragtirmada, yumurtaya degisik miktarlarda verilen AFB1'in, civcivierin gikis agifiklan Gzerindeki etkileri belirendi.
Bu amagla 360 adet kulugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalardan, her birinde 60 adet yumurta bulunan kontrol grubu, de-
linip-kapatilan grup, ETOH grubu, 5ng AFB1/yumurta grubu, 7.5 ng AFB+/yumurta grubu ve 10 ng AFBy/yumurta grubu
olmak (izere toplam 6 grup olugturuldu. Aflatoksin verilen gruplarin civeiv gikis agiriklaninda doza bagimh olarak énemli dii-
slsler gozlendi. Rolatif civeiv agirfiklaninda da benzer disusler tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, civciv ¢ikis agifidi, embriyotoksisite

Summary : In this study, effects of in ovo given, various doses of aflatoxin B1 on the chicken hatching weight was in-
vestigated. 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 ngAFB+/egg and 10 ngAFB1/egg. Chick hatching
weights of the in AFB1 given groups declined in a dose dependent manner. Similar decrease pattern was also observed in

relative embriyo weight values of the groups.

Key Words: AflatoxinBy, chicken hatching weight, embryotoxicity

Girig
Yemlerde Ureyen aspergillus cinsi iginde yer
alan A. flavus ve A. parasiticus’'un Urettigi af-
latoksinlerden (AF) AFB4, AFB,, AFG4 ve AFG, en

6nemlileri olup (Leeson ve ark., 1995); bunlarin en
tehlikelisi ve en yilksek oranda bulunani ise AFB'dir.

Vicuda alinan AF, karacigerde Faz-l ve Faz-Il
reaksiyonlariyla  hidroksilasyon, O-demetilasyon,
epoksidasyon ve rediksiyonla metabolize edilerek,
bazilar daha da toksik olan ve suda ¢6zinen AFM,
AFM2, AFQi, AFP1 ve aflatoksikol (RO) me-
tabolitlerine  déndstarilir. Bunlardan aflatoksikol
(RO), mikrozomal dehidrojenazlar tarafindan re-
okside edilerek tekrar AFB1’e donustirildiginden,
AFB1’in depo formu olarak da bilinir (Leeson ve ark.,
1995). AFB1'in epoksidasyon reaksiyonu sonucu olu-
san metaboliti olan 8,9-epoksit tlrevi, DNA'nin nik-
leofilik bolgelerine tutunarak AFB1-DNA bilegiklerini
(AFB1-DNA adducts) olusturan ve AFB1in kar-
sinojenik etkilerinden sorumlu tutulan metabolittir.

Tum Ulkeler yem ve yem hammaddelerinde bu-
lunan AF dizeylerini ydnetmeliklerle siki bigimde kont-
rol altinda tutmaktadiriar. Ulkemizde AF igin belirlenen
limit 20 ppb AF (20 mgAF/kg yem) ve AFB1 igin be-
lirenen limit ise 10 ppb yani 10 mgAFB1/kg yemdir
(Tanm Bakanlig Bulteni, 1997). Ancak yapilan tarama
caligmalar sonuglari, bildirilen limitlerin siklikla asil-
digimi gbstermektedir (Kaya, 1982). Ozpinar ve ark.
(1988), Marmara Bélgesi'nde bir tavuk yemi 6r-
neginde 30.4 ppb dizeyinde AFB4 saptamiglardir.

Yemle alinan AF kanatlilar tzerinde 6nemli zararli
etkilere sahiptir. Ozellikle et tavukgulugunda yem ti-
ketimi ve blyime hizi yiiksek oldugundan, birim vicut
adirig bagina yemle alinan AF orani nispeten ylksek
olmaktadir. AF iceren yemlerle beslenen kanatlilarda
karaciger ve bobreklerde dénemli patolojik degisiklikler
olugur. Aflatoksinlerin etkileri arasinda asil 6nemli
olani, immin sistemde olusturduklan yetmezliktir
(Celik ve ark., 1996; Celik ve ark., 2000b). Etkilenen
hayvanlarda immin sistem baskilanmig oldugundan,
béyle hayvanlar enfeksiydz ve paraziter hastaliklara
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daha duyarlidifar. Hatta yapilacak agilamalaria bile
stri bagdigikiig istenen dizeye g¢ikanlamamaktadir.
Yemle alinan AF yumurtalara yaklagik 1/2200-1/2500
oraninda gegmektedir (Hamilton, 1982; Celik ve ark.,
2000a). Bu gegis orani ve kanuni limitler dikkate ali-
narak yapilan hesaplama sonuglar (yaklagik olarak
2.6 ngAFB1/yumurta), yumurtaya gegen AF'nin zararli
etkilerinin olabilecegini gdstermektedir. Nitekim, Je-
linek ve Peterka’min (1985) tavuk embriyo toksisite
belirleme testi (Chick Embryo Toxicity Screening Test-
I ve Il, CHEST-| ve CHEST-Il) sonuglari, AF igin emb-
riyotoksik doz sininnin 0.3-30 ng/yumurta arasinda ol-
dugunu gostermektedir. Yumurtada bulunan AF, ku-
lugka randimanini etkilemeleri yaninda civcivierin
yasama kabiliyetleri ile bagisikiik sistemleri Gzerinde
de 6nemli zararl etkiler olusturabilmektedir (Celik ve
ark., 2000a; Sur, 2001).

Bu aragtirmada, yumurtaya degisik miktarlarda
ve kulugka baslangicinda verilen AFB1'in, civcivierin
¢ikis agiriklan Uzerindeki etkileri belilenmigtir.

Materyal ve Metot
Yumurta materyali

Bu amagla, yemlerinde dizenli olarak aflatoksin
kontrolleri yapilan ve Olgulebilir dizeyde aflatoksin
icermeyen yemle beslenen Babcock B-380 irki kah-
verengi yumurtact damizliklara ait toplam 360 adet ku-
lugkalik yumurta kullaniimigtir.

Aflatoksin B1 solusyonlarnnin hazidanmasi

Calismada, kristalize haldeki saf aflatoksin B1
standardi (Makor Chemical Ltd., Box 6570, Je-
russalem, Israel) kullanilmigtir. Kristalize haldeki saf af-
latoksin B1 (AFB1) standardi benzende ¢ézdurtimek
suretiyle 20 pg/ml konsantrasyonunda AFB1 iceren
stok sollsyon hazirlandi. Bu soliisyon, ¢aligmada kul-
lanilacak olan her bir konsantrasyon grubu i¢in gerekli

olan AFB1'i igerecek hacimlerde farkl steril tiplere
aktanlarak; agizlan agik durumda ve benzen ta-
mamen uguncaya kadar bekletildi. AFB1 igeren tip-
lere 6nceden belirenen miktarlarda %99,9'luk etil
alkol (ETOH) ilave edilerek AFB1 tamamen eritildi ve
takiben, hazirlanan solGsyonlara etil alkol kon-
santrasyonunu %30'a digirmek amaciyla steril bi-
distle su ilavesi yapilarak, istenilen  kon-
santrasyonlarda, yani 20ml'lik hacimde istenen AFB+
miktarini iceren test solisyonlan hazirfandi. Bu so-
lisyonlarin istenilen konsantrasyonlarda AFB1 icerip
icermedikleri, standart plakalar (Merck) kullanilarak
ince tabaka kromotografisi ve Floresans Spekt-
rofotometre (emisyon 425 nm, eksitasyon 365 nm
dalga boyunda) yontemleriyle kontrol edildi ve her
grupta kullanilan test soliisyonunun istenen kon-
santrasyonlarda AFB+ igermeleri saglandi. Tapler alu-
minyum folyolarla sarilarak, kullanilincaya kadar buz-
dolabinda +4 °C'de muhafaza edildi.

Deney gruplannin olugturulmasi ve AFB1 so-
iisyonlarinin yumurtalara enjeksiyonu

Bu amagla yumurtalar, yapilan uygulamalar ve
icerdikleri yumurta adetleri agagidaki (Tablo 1) ve-
rilmis olan 6 gruba ayrildi.

Enjeksiyon iglemlerinden 6nce tum yumurtalar
hassas teraziyle tartiidi ve takiben kit uglan %96’k
etil alkolle dezenfekte edildi. TUm enjeksiyonlar hava
kamaras! yoluyla ve kulugka baglangicinda ger-
ceklestirildi. Deliklerin agiimasinda bu is igin 6zel yu-
murta delicisi kullanildi. Deliklerin kapatiimasi sivi pa-
rafinle yapildi. Enjeksiyonlar steril uglu mikropipet
(Sealpette, Jencons, Finland) kullanilarak yapild. Ku-
lugka iglemier, S.U.Veteriner Fakitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dal’'ndaki 2000 yumurta ka-
pasiteli kulugka makinesinde (Gostyn, Poland), op-
timal kosullarda (37,8 °C sicaklik, %65 nispi nem
orani ve 2 saatte bir kez gevrilerek) gergeklestirildi.

Tablo 1. Calismada olusturulan gruplar ve bu gruplardaki yumurtalara uygulanan iglemler.

GRUPLAR

n=60 YUMURTALARA UYGULANAN [SLEM

Kontrol grubu Higbir iglem uygulanmadi.

Delinip-kapatilan grup Kit uglan delinerek sivi parafinle kapatma.

ETOH-grubu Hava kamarasi yoluyla 20 pl, %30’luk etil alkol enjeksiyonu.

5ng AFB1/yumurta grubu
enjeksiyonu.
7.5 ng AFB1/yumurta grubu
enjeksiyonu.

10 ng AFB+/yumurta grubu
enjeksiyonu.

Hava kamarasi yoluyla 20 pl hacminde %30'luk etil alkol igerisinde ¢ozdirilmis 5 ng AFB1
Hava kamarasi yoluyla 20 pl hacminde %30'luk etil alkol igerisinde ¢6zdUrlimus 7.5 ng AFB4

Hava kamaras! yoluyla 20 ul hacminde %30'luk etil alkol igerisinde ¢ozdiriimis 10 ng AFB+
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Kulugka sonunda gikan civcivier tartilarak civeiv
gikis agirfiklan belirlendi. Civeiv gikmayan yu-
murtalar kinlarak kulugka randimani ve ddlstzlik
oranlar da belirlendi. Elde edilen sayisal veriler is-
tatistiksel yontemlerle analiz edilerek gruplar arasi
farklarin 6nem dereceleri belirlendi.

Bulguiar

Calismada kullanilan yumurtalann baglangi¢
agiriklan 64.15-65.50 g arasindaydi. Aragtirmada kul-
lanilan yumnurtalann ortalama infertilitesi %6.66 ola-
rak hesaplandi. Kontrol grubunun monrtalitesi %3.57
iken, delinip-kapatilan grubun mortalitesi %6.89 ola-
rak hesapland! (Tablo 2). Her iki grupta da anormal
embriyoya rastianmadi. Solvent grubunun (%30 eta-
nol, ETOH) mortalitesi kontrol grubundakilerden ol-
dukga ylUksekti (%12.28). AFB1 verilen gruplarin mor-
talitelerinde doza badimh olarak belirgin artiglar
gozlendi. Bu degerler 5 ngAFB1/yumurta grubunda
%41.81, 7.5 ngAFB1/yumurta grubunda %64.91
iken, 10 ngAFB1/yumurta grubunda ise %81.81 ola-
rak tespit edildi.

Kontrol ve delinip-kapatilan gruplarin civciv gikis
agirhiklan birbirine oldukga yakin (P>0.05) iken;
ETOH grubu ve AFB1 gruplannin civciv gikig agir-
liklan énemli derecede (P<0.05) disuk civciv gikis
agiriklanna sahipti. Bununla birlikte, ETOH grubu ile
5 ng AFB1/yumurta grubunun civeiv ¢ikig agidiklan
arasindaki fark 6nemsizdi (P>0.05). Benzer sekilde
ETOH grubuyla 7.5 ve 10 ng AFB1/yumurta grup-
lannin civeiv gikig agirliklan da birbirine oldukga yakin
bulundu (P>0.05). Civciv gikis agiriklan degeri tek
bagina yeterli bilgi vermediginden, civciv ¢ikis agir-
liginin yumurta agirigina yiizde oranini ifade eden ro-
latif civeiv agiriklan da hesaplandi. Bu deQerlerin

karsilastinimasinda kontrol ve delinip-kapatilan grup-
lann rolatif civciv gikig agirhiklan Dbirbirine yakin
(P>0.05) iken, ETOH ve 5 ng AFB1/yumurta grup-
lannin de@erleri arasindaki fark 6nemsizdi. Benzer ge-
kilde 7.5 ve 10 ng AFB1/yumurta gruplarinin rolatif civ-
civ gikig agiriklan arasinda da dnemli fark bulunmad
(P>0.05). Bununia birlikte, son iki grubun rélatif civciv
agiriklan diger gruplanndakinden dnemli derecede di-
sUkta (P<0.05).

Istatistiki analizler, kontrol gruplan ile %30 ETOH
grubunun mortaliteleri arasindaki farkin 6nemli ol-
madigini ortaya koydu (P>0.05). 10 ng/yumurta AFB1
verilen grubun mortalitesi, %30 ETOH verilen gru-
bunkinden ylksek olmakla birlikte; gruplar arasindaki
fark, istatistiksel 6neme sahip degildi.

Tartigma ve Sonug

Kanatllarda, memelilerdeki gibi bir fotal-maternal
iligki bulunmamakla birlikte, yemlerle alinan AF'in be-
liri miktarlari kanath dokulanna ve yumurtaya gec-
tiginden (Sudhakar, 1992; Oliveira ve ark., 2000), yu-
murtadaki AF kanatlilarin embriyonik geligmelerinde
ciddi problemlere yol agmaktadiriar. Yumurtaya gegen
AFB1, 6zellikle kulugkanin erken dénemlerinde yliksek
oranlarda embriyonik dliimlere ya da embriyonik ge-
lisme geriligine yol agmaktadir (Cilievici ve ark., 1980;
Celik ve ark., 2000a; Sur, 2001). Yapilan he-
saplamalar, yumurtaya gegis oraninin 1/2000-1/2500
arasinda oldujunu ortaya koymaktadir (Hamilton,
1982). Gegis orani 1/2000 ve Tanm, Orman ve Koy ls-
leri Bakanh@'nin konuyla ilgili tebligiyle (1997) al-
kemizde karma yemlerde bulunmasina izin verilen
total aflatoksin dizeyleri (50 mg/kg veya 50 ppb yem)
ve AFB1 duzeyi (20 mg/kg yem veya 20 ppb) dikkate

Tablo 2. Gruplann yumurta agiriklan, infertilite ve moraliteleriyle civeiv ¢ikig agifiklan ve civeiv gikig agirhgimin yumurta agir-

ligina oranlan (%).

GRUPLAR Yumuria Infertil infertilite Ol Montalite  Civciv ¢ikis Rolatif civeiv
n=60 agitiklan yumurta (%)  embriyo (%) agihig) agiriklan

sayis Sayisi (%)

Kontrol 62.93+3.15 4 6.66 2 3.57 " 42.90+0.56% 68.17+1.328
Delinip-kapatilan 64.15+3.10 2 3.33 6.89 42.3940.272 66.07+2.232
ETOH 61.6743.26 3 5.00 7 12.28 37.5441.09%  60.87+1.86°
5ng AFB1/yumurta 64.33+2.96 5 8.33 23 41,81 38.4610.80°  59.78+2.11°
7.5 ng AFB1/yumurta 65.50+3.02 3 5.00 37 64.91 34.94+0,26° 53.34+1.86°
10 ng AFB+/ yumurta 65.0443.53 5 8.33 45 81.81 35.0940.72¢  53.9542.13¢

a-c: Ayni siitunda farkl harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiksel dneme sahiptir (P<0.05).
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alinarak yapilan hesaplama sonuglari, bu dizeylerde
AFB1 ve total aflatoksinle kontamine olan yemden
glinde 130 gr yem tiketerek gln agin yumurtladig:
varsayilan bir tavugun yumurtasinda bulunmasi muh-
temel toplam AF dizeyinin 6.5 ng/yumurta oldugunu
gostermektedir (Hamilton, 1982; Celik ve ark.,
2000a). Tavuk Embriyotoksisite Testi-l (Chicken
Embriyotoxicity Screening Test-I, CHEST-I) ile total
aflatoksin igin tavuk embriyolarinda belilenmig olan
embriyotoksik doz sinirlan 0,3-30 ng AFB1/yumurta
arasindayken, teratojenik doz sinin 3-30 ng AFB./
yumurta'dir (Jelinek ve Peterka, 1985). Bu sonuglar,
yemlerde bulunmasina izin verilen dizeylerde bile,
yumurtada embriyotoksik dizeyde AF bu-
lunabilecegini gdstermektedir. Saha tarama ¢a-
hismalan (Kaya ve ark., 1990; Nizamhoglu, 1996;
Oguz ve Kurtoglu, 2000) sonuglan ise, broiler yem-
lerindeki AF dlzeylerinin 5-100 mg/kg yem (5-100
pbb) araliinda degistigini ortaya koymaktadir. Yu-
kandaki nedenlerle bu ¢aligmada uygulanan en
digik AFB1 dozu 5 ngAFBi/yumurta olarak se-
cilmigtir.

Aflatoksinlerin etki mekanizmasi Uzerinde ya-
pilan galigmalarda, dodada en yaygin olarak bulunan
ve en tehlikeli olan aflatoksin turinin AFB1 oldugu
belirlendiginden, etki mekanizmasi en detayl bigimde
aydinlatilmig olan aflatoksin de AFB1'dir (Busbee ve
ark., 1990; Leeson ve ark., 1995). Bu toksin, ka-
racigerde sitokrom P-450'ye bagmli (kegilerde P-
448) karma islevli oksidaz (mixed function oxidase,
MFO) enzim sistemiyle daha sitotoksik, mutajenik ve
karsinojenik Ozellife sahip olan epoksit tlrevierine
(AFB1-8,9-epoksit) donusturiimektedir (Leeson ve
ark., 1995). Bu maddeler ise hiicredeki nikleo pro-
teinler ve nikleik asitlerle tepkimeye girerek protein
sentezini bloke ederler (Neldon-Ortiz ve Qureshi,
1992). Celik ve ark (2000a), AFB1'in ¢ok iyi bilinen si-
totoksik etkisinin, yapisindaki bifuran halkasinin
DNA'nin N7-guanin bdlgesine baglanarak DNA'nIn
biyokimyasal islevlerini degistirmek, RNA ve sonug
olarak da protein sentezini bloke etmesinden kay-
nakiandigi bildirimektedir (Samarajeewa ve ark.,
1990). Bu gorlsQ, kanathlarda hepatosit yi-
kimlanmasini gdsteren enzimlerindeki Gnemli artiglar
ile hepatositlerin sentezledigi maddeler ya da bun-
larin metabolitleri olan serum total protein, lipit, ko-
lesterol, albiimin, amino asit, Gre ve Vit. A ile ko-
agulasyon faktorlerinin seviyelerindeki dusUslerin
gosterildigi yedirme denemeleri sonuglan des-
teklemektedir (Kubena ve ark., 1993; Kegeci ve ark.,
1998). AFB1, hepatotoksik etkisinin yaninda nef-
rotoksik etki de gbstermekte ve Ca-P me-
tabolizmasini da bozmaktadir (Glahn ve ark., 1990
ve 1991; Bilgi¢ ve Yegildere, 1992, Oznurlu, 2003).
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Yukandaki bilgilere ek olarak, kanatli emb-
riyosunda AFB1'in metabolize edilmesi, karaciger ve
bobreklerin aktive olduklari, embriyonik dénemin 5-6.
gunlerinden sonra baglamaktadir (Hamilton, 1982).
Kulugka baglangicinda verilen AFB1'in siddetli emb-
riyotoksik etkilerinin oldugunun gosteriimesi (Celik ve
ark., 2000a; Sur ve Celik, 20038 ) bu molekulin me-
tabolize edilmeden de glg¢ll embriyotoksik etkiye
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. AFB1'in emb-
riyonik hicreler Gzerindeki etki mekanizmalan hentz
tam olarak aydinlatimamis ise de, nispeten orta
dozda AFBj enjeksiyonu yapilan yumurtalarda diskus
embriyonalisin area pellucidasinin disa dogru fi-
tiklasmasiyla karakterize olan bir erken embriyonik
gelisme anomalisi tespit edilmis (Celik ve ark., 2000a;
Sur ve Celik, 2003 ) ve bu bulguya dayanilarak AFB1
molekilintin, DNA'ya baglanarak embriyonik hic-
relerin diferansiyasyonunu bozmak suretiyle erken
embriyonik gelisme bozukluklarina neden olabilecegi
ileri strtimagtir (Celik ve ark., 2000a; Sur ve Celik,
2003).

Bu galigmada, deney gruplarinin civciv ¢ikis agir-
liklan ile rolatif civeiv agifiklannin, kontrol grubunun
degerierinden énemli derecede (P<0.05) disuk ol-
dugdu; yoksek doz gruplarninda digUglerin daha be-
lirgin oldugu tespit edilmistir (Tablo 2). Benzer sekilde
Oznurlu (2003) da aflatoksin verilen yumurtalarda ge-
ligen embriyo ve civcivlerin tibia uzunluklan ve tibia
agiriklannda 6nemli azalmalann ortaya giktigini bil-
dirmis ve bu durumun, genel vicut gelisiminde ortaya
¢ikan gerilemenin bir sonucu olarak, hayvanlarin
genel iskelet sistemi gelisiminin de yavaglamasindan
kaynaklandigini ileri sirmisgtar.

Bu galigmada elde edilen bulgulara dayanilarak;
kulugkalik yumurtalarda bulunan AFB1'in, diger za-
rarl etkileri yaninda embriyonik gelismeyi de bas-
kiladigindan, civciv ¢ikis agiriginda disaslere yol ag-
ug ve kulugka randimani ve civciv kalitesinde énemli
dustislere neden olabilecedi sonucuna vanimistir. Bu
nedenle, kulugka randimani ve civciv kalitesindeki dii-
suslerin nedenleri aragtinlirken, yemdeki AF di-
zeylerinin de dikkate alinmasinin gerekli oldugu so-
nucuna vanlmigtir.
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