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ÖZ 

Veteriner hekimlikte tedavi ve koruyucu amaçla çok sayıda farmakolojik madde kullanılmaktadır. En yaygın ve bilinçsiz 
kullanılanlarının başında ise antibiyotikler yer almaktadır. Antibiyotikler, hastalıkların tedavisinde önemli rol oynamalarına 
rağmen yanlış kullanımlarına bağlı olarak et, süt, yumurta, bal gibi hayvansal kökenli gıdalarda kalıntı sorununa neden 
olmaktadır. Antibiyotik kalıntısı içeren gıdalar halk sağlığı açısından tehlike oluşturmaktır. Halk sağlığını koruma amacıyla, 
Avrupa Birliği hayvansal kökenli gıdalarda farmakolojik aktif maddeler için maksimum kalıntı limitleri belirlemiştir. 
Günümüzde gıdalarda antibiyotik kalıntılarının tespiti için geliştirilmiş mikrobiyal inhibisyon testleri, immunoassayler ve 
kromatografik metotlar mevcuttur. Enzim-linked immunosorbent assay (ELISA) metodu laboratuvarlarda yaygın olarak 
kullanılmakta, güvenilir sonuçlar vermekte ve kısa sürede çok sayıda örnekle çalışma imkanı sunmaktadır. Bu metodun 
geliştirilmesinde dikkat edilmesi gereken en önemli aşama immunojenin sentezidir. Antibiyotikler küçük moleküler ağırlığa 
sahip olduğundan genellikle immun yanıt oluşturamazlar. İmmun yanıt oluşturabilmek için antibiyotik yeterli büyüklükte bir 
proteine bağlanarak immunojen elde edilir. Antibiyotiğin proteine bağlanması çoğunlukla karbodiimid, glutaraldehid ve 
aktif ester gibi metotlar ile gerçekleştirilir. Hangi metodun kullanılacağı ilgili antibiyotiğin kimyasal yapısına bağlıdır. 
Sentezlenen immunojen ile deney hayvanları immunize edilerek, spesifik antikorlar elde edilir. Daha sonra metot optimize 
edilerek çeşitli gıda maddeleri için geliştirilir. 
 
Anahtar Kelimeler: Hayvansal Kökenli Gıdalar, Antibiyotik Kalıntısı, Enzim-Linked İmmunosorbent Assay, Metot Geliştirme. 
 

                                                 
Enzyme Immunoassay Development for the Detection of Antibiotic Residues in Foods 

 
ABSTRACT 

In veterinary medicine, a large number of pharmacological agents are used for prophylactic purpose and treatment. 
Antibiotics are in the first place among most commonly and inappropriately used pharmacological agents. Although 
antibiotics play a crucial role in the treatment of the illnesses,  misuse of them causes residue problem in the food of 
animal origin such as milk, eggs, meat, and honey. The food containing antibiotic residues endanger public health. To 
protect the public health, maximum residue limits for pharmacologically active substances in foods of animal origin have 
been established by the European Union. To detect the antibiotic residue in foodstuff, several methods such as microbial 
inhibition tests, immunoassays and chromatographic methods have been established. An enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) method is widely used in a laboratory gives reliable results and offers to work with a large number of 
samples in a short time. The most important step in the development of this method is the immunogen synthesis. 
Antibiotics are generally not able to stimulate the immune response because of their low molecular weight. To stimulate 
the immune response, the immunogen is synthesized by conjugating antibiotics to a protein of sufficient size. The 
conjugation of antibiotic to protein is mostly performed using some methods such as carbodiimide, glutaraldehyde, and the 
active ester. Conjugation method is chosen depending on the chemical structure of used antibiotics. Specific antibodies are 
generated by immunizing the experimental animals with the obtained immunogen. Then, methods are optimized and 
developed for various foodstuff. 
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GİRİŞ 
Dünyanın pek çok ülkesinde olduğu gibi Türkiye’de 
de antibiyotikler yaygın olarak kullanılan ilaçlardır. 
Dünyada yıllık 100.000-200.000 ton antibiyotik 
üretildiği tahmin edilmektedir ve bunun büyük bir 
kısmı tarım, balıkçılık ve veteriner hekimlik alanında 
kullanılmaktadır (Laxminarayan ve ark 2013, Howard 
ve ark 2013, Pullukçu 2013, Aalipour ve ark 2014). 
Bilinçsiz antibiyotik kullanımı ve kalıntı arınma 
süresine dikkat edilmemesi sonucunda hayvansal 
kökenli gıdalarda antibiyotik kalıntısı bulunmaktadır 
(Yüksek 2001). Gıdalardaki antibiyotik kalıntıları 
insan sağlığını doğrudan ve dolaylı olarak 
etkilemektedir. Hassasiyete sahip bireylerde 
antibiyotikler doğrudan alerjik reaksiyonlara sebep 
olabilmektedir (Reig ve Toldrá 2011, Lim ve ark 
2013). Dolaylı etkiye ise günümüzde önemli bir halk 
sağlığı sorunu olan antibiyotik direncini örnek 
verebiliriz. Bu durum hem hastalıkların tedavisinde 
güçlükler ortaya çıkarmakta hem de fermente ürün 
teknolojisinde starter kültürleri etkileyerek ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır (Wise ve ark 1998, Reig 
ve Toldrá 2011, Zheng ve ark 2013). Gıdalardaki 
antibakteriyel maddelerin saptanması için birçok 
ülkede kontrol programları oluşturmuştur ve Avrupa 
Birliği tüketicilerin gıda güvenliğini sağlamak 
amacıyla hayvansal kökenli gıdalarda antibakteriyel 
maddelerin maksimum kalıntı limitlerini belirlemiştir 
(Bittencourt ve ark 2012, EC. No. 37/2010). 
Gıdalardaki antibiyotik kalıntı kontrolü immunolojik, 
mikrobiyolojik ve kromatografik metotlar ile 
gerçekleştirilir. Mikrobiyolojik metotlar ucuz 
olmalarına karşın uzun inkübasyon süresine ihtiyaç 
duyarlar, belirlenmek istenen maddeye spesifik 
değildirler ve hassasiyetleri zaman zaman yasal olarak 
belirlenen maksimum kalıntı limitleri için yeterli 
değildir. Kromatografik metotlar kalıntı maddelerini 
spesifik olarak ve yüksek hassasiyet ile saptayabilirler 
ancak pahalı olmaları, kalifiye teknik eleman 
gerektirmeleri nedeniyle daha çok doğrulama metodu 
olarak kullanılmaktadır (Le ve ark 2011, Galarini ve 
ark 2014, Wang ve ark 2015).  
İmmunolojik Metotlar 
İmmunolojik metotlar (immunoassayler) antijen-
antikor reaksiyonlarına dayalı yöntemler olup, bu 
metotlarda antijen-antikor bağlanması çeşitli 
indikatörler ile görünür hale getirilir. İlk olarak 
1950’li yıllarda radyo aktif izotopların kullanıldığı 
radioimmunoassayler (RIA) geliştirilmiştir (Bremus 
2012). RIA ile endojen plazma insülin düzeyini ölçen 
Yalow 1977’de Nobel ödülü almıştır. Radyo aktivite 
kaynaklı güvenlik sorunlarında ötürü radyo aktif 
izotopların enzimle yer değiştirilmesi sonucu RIA 
modifiye edilerek enzim immunoassayler (EIA) 
geliştirilmiştir (Gan ve Patel 2013). Geliştirilen EIA 
metodu ise renk reaksiyonu temellidir. Bu renk, 
horseradish peroksidaz (HRP)  gibi çeşitli enzimlerin 

kendilerine özgü substratları katalize etmesi sonucu 
oluşmaktadır (Engvall ve Perlmann 1971, Bremus 
2012). Diğer bir deyişle, bu yöntemde, antijen ya da 
antikor bir enzimle işaretlenmekte ve immunolojik 
reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu 
ölçülmektedir. Antijen-antikor reaksiyonuna dayanan 
birçok metot olmasına rağmen son yıllarda en çok 
kullanılanı Enzim-linked immunosorbent assay 
(ELISA) testidir (Uçan ve ark 2010a; Uçan ve ark 
2010b). ELISA farklı kriterlere göre sınıflandırılabilir, 
ancak antibiyotik gibi küçük moleküler ağırlıklı 
maddeler tek bir bağlanma noktasına sahip oldukları 
için sadece kompetitif sistemler ile saptanabilir. 
Kompetitif sistemlerde saptanacak olan serbest 
antijen ile işaretli antijen sınırlı sayıdaki antikor için 
yarışır. Kompetitif sistem kendi içinde doğrudan 
(direkt) ve dolaylı (indirekt) olarak ikiye ayrılır. 
Doğrudan metotta spesifik antikorlar doğrudan ya da 
ikincil antikorlar aracılığı ile taşıyıcı materyale 
bağlanır. Serbest ve enzime bağlı antijen, antikor 
yüzeyindeki boş olan antikor bağlanma noktaları için 
rekabet ederler. Reaksiyon tamamlandıktan sonra, 
bağlanmamış olan maddeler yıkanarak uzaklaştırılır. 
Bu işlemden sonra enzime spesifik substrat eklenir. 
Bu substrat enzim tarafından serbest antijen 
miktarına ters orantılı olacak şekilde katalize edilir. 
Dolaylı metotta ise proteine bağlı olan antijen taşıyıcı 
yüzeye bağlanır ve bu antijen ile serbest antijen, 
serbest haldeki antikorun sınırlı bağlanma noktaları 
için yarışır. Daha sonra, bağlanmış olan spesifik 
antikoru saptayabilmek için enzime bağlı olan türe 
özgü ikincil antikor eklenir ve inkübe edilir. Yıkama 
aşamasından sonra, enzim spesifik substrat eklenir ve 
yukarıda belirtildiği gibi reaksiyondaki serbest antijen 
miktarına ters orantılı olarak renk değişimi gözlenir 
(Tijssen 1985, Märtlbauer 1993, Acaröz 2015). 
Diğer bir yönden bu sistemler homolog ve heterolog 
olarak gruplandırılır. Homolog sistemlerde hem 
immunojen hem de antijen-konjugatları aynı hapten 
ve bağlama metodu ile sentezlenir. Heterolog 
sistemler de kendi içinde farklı gruplara ayrılabilir. 
Örneğin hapten heterolojisinde, hedef haptene 
benzer fakat farklı bir antijen kullanılır, köprü 
heterolojisinde immunojenin sentezlenmesinde 
kullanılandan farklı bir bağlama ajanı kullanılır, ya da 
yan heterolojide hapten molekülünün farklı 
kısımlarından konjugasyon yapılır. Heterolog 
sistemlerde, hassasiyet kullanılan antikorun 
affinitesine bağlı olarak yükseltilebilir (Van Weemen 
ve Schuurs 1975, Tijssen 1985). 
Metodun geliştirilmesinde dikkat edilmesi 
gereken hususlar 
Mikotoksin, pestisid ve antibiyotik gibi düşük 
moleküler ağırlığa sahip bileşikler genellikle immun 
yanıt oluşturamazlar. Bu tür bileşiklere karşı antikor 
üretilebilmesi için bağışıklık sistemini uyarabilme 
yeteneğine sahip, yüksek moleküler ağırlıklı bir 
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proteine kovalent bağlanarak immunojen sentezi 
gerçekleştirilir (Spinks ve ark 1999, Thirumala-Devi 
ve ark 2002, Kim ve ark 2003, Strasser ve ark 2003). 
Antibiyotiklere karşı immunojen sentezinde, 
antibiyotiklerin üzerindeki fonksiyonel grupların 
varlığı çok önemlidir. Zira bazı antibiyotiklerin 
üzerindeki fonksiyonel gruplar sayesinde direkt 
olarak proteine bağlama işlemi yapılabilirken (Chen 
ve ark 2008), bazı antibiyotiklerde ise bağlama 
işleminden önce derivatizasyon işleminin 
uygulanması gerekir (Campbell ve ark 1984). Hatta 
grup spesifik antikor üretebilmek amacıyla kimyasal 
olarak yeni bir hapten sentezine ihtiyaç duyulabilir 
(Pinacho ve ark 2012). ELISA sisteminin 
oluşturulabilmesi ve optimizasyonu için 
immunojenin yanı sıra protein konjugatlarının da 
sentezlenmesi gerekmektedir. Hem immunojen hem 
de protein konjugatları çeşitli konjugasyon 
metotlarıyla sentezlenir. En yaygın kullanılanları 
karbodiimid, glutaraldehid, aktif ester ve anhidrit 
metotlarıdır (Wang ve ark 2007, Chen ve ark 2008). 
Üretilen immunojen ile poliklonal ya da monoklonal 
antikor sentezlemek için deney hayvanları immunize 
edilir. Elde edilen poliklonal ve monoklonal 
antikorlar ELISA metodunun geliştirilmesinde 
kullanılır. Her iki antikorun da avantaj ve 
dezavantajları mevcuttur. Poliklonal antikorların 
üretilmesi monoklonal antikorlara göre daha kısa 
süre, daha az maliyet ve daha az teknik beceri 
gerektirmektedir. Poliklonal antikorların en önemli 
problemi ise elde edilen miktarının sınırlı olmasıdır. 
Zira aynı immunojen ile immunize edilen hayvanların 
ürettikleri antikorların hassasiyeti ve spesifitesi 
farklıdır. Yani bir poliklonal antikor tükendiğinde 
aynı şartlar altında tekrar üretilmeye çalışılsa bile aynı 
özelliklere sahip olmaz. Monoklonal antikorlar ise 
sınırsız miktarda ve homojen olarak üretilebilir 
(Ritter 2000, Lipman ve ark 2005). 
Antikorların elde edilmesinden sonra, metot 
optimize edilir ve çeşitli gıdalar için geliştirilir. 
Gıdaların bileşenleri antijen-antikor reaksiyonlarını 
olumsuz etkileyebilir, ancak ELISA metodu ile 
gıdalardaki kalıntı analizinin yapılabilmesi için 
genellikle basit bir ekstraksiyon aşaması yeterli 
olmaktadır. Örneğin sütte santirifüj işlemi ve metot 
solüsyunun da seyreltme yeterli olabilmektedir. Et 
örnekleri fosfat tampon solüsyonu veya fosfat 
tampon solüsyonu/metanol gibi karşımlar ile 
homojenize edilir, santrifüj işleminden sonra elde 
edilen ekstrakt seyreltilerek ilgili ELISA’da kullanılır. 
Metot geliştirilirken ilgili gıda maddesi yapay olarak 
antibiyotik ile kontamine edilir ve yukarıda belirtildiği 
gibi bir ektraksiyon işlemi uygulandıktan sonra geri 
kazanım değeri belirlenerek metot geliştirilmiş olur 
(Burkin ve Galvidis 2010, Huet ve ark 2006, 
Suryoprabowo ve ark 2014, Acaröz 2015). 

SONUÇ 
Hastalıkların tedavisinde bilinçsiz antibiyotik 
kullanılması ve yasal bekleme sürelerine uyulmaması 

sonucunda hayvansal kökenli gıdalardaki antibiyotik 
kalıntı problemi ile karşı karşıya kalmaktayız. Bu 
problem halk sağlığı açısından tehlike arz etmektedir. 
Avrupa Birliği, tüketicileri korumak amacıyla 
farmakolojik aktif maddelerin gıdalardaki kalıntı 
miktarları ile ilgili yasal düzenleme yaparak 
maksimum kalıntı limitleri belirlemiştir. Yasal 
kontrollerinin yapılabilmesi için çeşitli metotlar 
mevcuttur. ELISA, antibiyotik kalıntılarının 
gıdalardaki tespiti için kolay uygulanabilen, yüksek 
spesifite ve sensitiviteye sahip olan bir metottur. 
Aynı zamanda, kısa sürede çok sayıda örneğin 
incelenmesine olanak sağladığından önem arz 
etmektedir.  
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