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oz

Veteriner hekimlikte tedavi ve koruyucu amagla ¢ok sayida farmakolojik madde kullanilmaktadir. En yaygin ve bilingsiz
kullanilanlarinin baginda ise antibiyotikler yer almaktadir. Antibiyotikler, hastaliklarin tedavisinde énemli rol oynamalarina
ragmen yanls kullanimlarina bagh olarak et, siit, yumurta, bal gibi hayvansal kékenli gidalarda kalinti sorununa neden
olmaktadir. Antibiyotik kalintist iceren gidalar halk sagligt acisindan tehlike olusturmaktir. Halk sagligini koruma amaciyla,
Avrupa Birligi hayvansal kokenli gidalarda farmakolojik aktif maddeler i¢in maksimum kalinti limitleri belirlemistir.
Giuntimizde gidalarda antibiyotik kalintilarinin tespiti igin gelistirilmis mikrobiyal inhibisyon testleri, immunoassayler ve
kromatografik metotlar mevcuttur. Enzim-linked immunosorbent assay (ELISA) metodu laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilmakta, giivenilir sonuclar vermekte ve kisa siirede ¢ok sayida 6rnekle calisma imkant sunmaktadir. Bu metodun
gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli agama immunojenin sentezidir. Antibiyotikler kiigiik molekiiler agirliga
sahip oldugundan genellikle immun yanit olusturamazlar. immun yanit olusturabilmek igin antibiyotik yeterli bityiikliikte bir
proteine baglanarak immunojen elde edilir. Antibiyotigin proteine baglanmast ¢ogunlukla karbodiimid, glutaraldehid ve
aktif ester gibi metotlar ile gerceklestirilir. Hangi metodun kullanidacag: ilgili antibiyotigin kimyasal yapisina bagldir.
Sentezlenen immunojen ile deney hayvanlart immunize edilerek, spesifik antikorlar elde edilir. Daha sonra metot optimize
edilerek cesitli gida maddeleri icin gelistirilir.

Anahtar Kelimeler: Hayvansal Kokenli Gidalar, Antibiyotik Kalintisi, Enzim-Linked Immunosorbent Assay, Metot Gelistirme.

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 vatious foodstuff.
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GIRIS

Diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi Turkiye’de
de antibiyotikler yaygin olarak kullanidan ilaclardir.
Dinyada yilik  100.000-200.000 ton antibiyotik
tretildigi tahmin edilmektedir ve bunun biyik bir
kismi tarim, balikeilik ve veteriner hekimlik alaninda
kullanddmaktadir (Laxminarayan ve ark 2013, Howard
ve ark 2013, Pullukcu 2013, Aalipour ve ark 2014).
Bilingsiz antibiyotik kullanimi ve kalintt arinma
stresine dikkat edilmemesi sonucunda hayvansal
kokenli gidalarda antibiyotik kalintisi bulunmaktadir
(Yiksek 2001). Gidalardaki antibiyotik kalintilart
insan  saghgim  dogrudan ve dolayl olarak
etkilemektedir. =~ Hassasiyete  sahip  bireylerde
antibiyotikler dogrudan alerjik reaksiyonlara sebep
olabilmektedir (Reig ve Toldra 2011, Lim ve ark
2013). Dolaylt etkiye ise glinlimtizde 6énemli bir halk
saglign sorunu olan antibiyotik direncini Srnek
verebiliriz. Bu durum hem hastaliklarin tedavisinde
glclitkler ortaya ¢ikarmakta hem de fermente driin
teknolojisinde starter kiltiirleri etkileyerek ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Wise ve ark 1998, Reig
ve Toldrd 2011, Zheng ve ark 2013). Gidalardaki
antibakteriyel maddelerin saptanmast icin bir¢ok
tilkede kontrol programlari olusturmustur ve Avrupa
Birligi  tlketicilerin = gida  glvenligini  saglamak
amactyla hayvansal kokenli gidalarda antibakteriyel
maddelerin maksimum kalintt limitlerini belirlemistir
(Bittencourt ve ark 2012, EC. No. 37/2010).
Gudalardaki antibiyotik kalint1 kontrolii immunolojik,
mikrobiyolojik  ve kromatografik metotlar ile
gereeklestirilir.  Mikrobiyolojik  metotlar  ucuz
olmalarina karsin uzun inkiibasyon stresine ihtiyag
duyarlar, belitlenmek istenen maddeye spesifik
degildirler ve hassasiyetleri zaman zaman yasal olarak
belirlenen maksimum kalinti limitleri igin yeterli
degildir. Kromatografik metotlar kalintt maddelerini
spesifik olarak ve yiiksek hassasiyet ile saptayabilitler
ancak pahali olmalar, kalifiye teknik eleman
gerektirmeleri nedeniyle daha ¢ok dogrulama metodu
olarak kullanilmaktadir (Le ve ark 2011, Galarini ve
ark 2014, Wang ve ark 2015).

Immunolojik Metotlar

Immunolojik metotlar (immunoassayler) antijen-
antikor reaksiyonlarina dayali yontemler olup, bu
metotlarda  antijen-antikor  baglanmast  gesitli
indikatorler ile gorinir hale getirilir. Ilk olarak
1950’li yillarda radyo aktif izotoplarin kullanidig
radioimmunoassayler (RIA) gelistirilmistir (Bremus
2012). RIA ile endojen plazma insiilin diizeyini 6lgcen
Yalow 1977°de Nobel 6dili almistir. Radyo aktivite
kaynakli gtivenlik sorunlarinda otiiri radyo aktif
izotoplarin enzimle yer degistirilmesi sonucu RIA
modifiye edilerek enzim immunoassayler (EIA)
gelistirilmistir (Gan ve Patel 2013). Gelistirilen EIA
metodu ise renk reaksiyonu temellidir. Bu renk,
horseradish peroksidaz (HRP) gibi cesitli enzimlerin

kendilerine 6zgii substratlart katalize etmesi sonucu
olusmaktadir (Engvall ve Perlmann 1971, Bremus
2012). Diger bir deyisle, bu yoéntemde, antijen ya da
antikor bir enzimle isaretlenmekte ve immunolojik
reaksiyon,  enzimatik  bir  aktivite  sonucu
Slctilmektedir. Antijen-antikor reaksiyonuna dayanan
bircok metot olmasina ragmen son yillarda en ¢ok
kullanilant  Enzim-linked immunosorbent assay
(ELISA) testidir (Ucan ve ark 2010a; Ugan ve ark
2010b). ELISA farkli kriterlere gére siniflandirilabilir,
ancak antibiyotik gibi kiigik molekiler agirhikl
maddeler tek bir baglanma noktasina sahip olduklar
icin sadece kompetitif sistemler ile saptanabilir.
Kompetitif sistemlerde saptanacak olan serbest
antijen ile isaretli antijen siurlt sayidaki antikor icin
varisir. Kompetitif sistem kendi iginde dogrudan
(direkt) ve dolaylt (indirekt) olarak ikiye ayrilir.
Dogrudan metotta spesifik antikorlar dogrudan ya da
ikincil antikorlar araciligi ile tasiyict materyale
baglanir. Serbest ve enzime bagl antijen, antikor
yuzeyindeki bos olan antikor baglanma noktalari icin
rekabet ederler. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
baglanmamis olan maddeler yikanarak uzaklagtirilir.
Bu islemden sonra enzime spesifik substrat eklenir.
Bu substrat enzim tarafindan serbest antijen
miktarina ters orantili olacak sekilde katalize edilir.
Dolaylt metotta ise proteine bagl olan antijen tastyict
ylizeye baglanir ve bu antijen ile serbest antijen,
serbest haldeki antikorun smnirli baglanma noktalar
icin yarsir. Daha sonra, baglanmis olan spesifik
antikoru saptayabilmek icin enzime bagl olan tiire
6zgu ikincil antikor eklenir ve inkiibe edilir. Yikama
asamasindan sonra, enzim spesifik substrat eklenir ve
yukarida belirtildigi gibi reaksiyondaki serbest antijen
miktarina ters orantilt olarak renk degisimi gézlenir
(Tijssen 1985, Mirtlbauer 1993, Acaréz 2015).

Diger bir yénden bu sistemler homolog ve heterolog
olarak gruplandirdir. Homolog sistemlerde hem
immunojen hem de antijen-konjugatlart aynt hapten
ve baglama metodu ile sentezlenir. Heterolog
sistemler de kendi icinde farkli gruplara ayrilabilir.
Ornegin  hapten  heterolojisinde, hedef haptene
benzer fakat farkli bir antijen kullaniir, képri
heterolojisinde  immunojenin  sentezlenmesinde
kullanilandan farkli bir baglama ajani kullanilir, ya da
yvan  heterolojide  hapten molekilinin  farklt
kistmlarindan  konjugasyon  yapilir.  Heterolog
sistemlerde,  hassasiyet  kullanldan  antikorun
affinitesine baglt olarak yikseltilebilir (Van Weemen
ve Schuurs 1975, Tijssen 1985).

Metodun geligtirilmesinde dikkat edilmesi
gereken hususlar

Mikotoksin, pestisid ve antibiyotik gibi dusiik
molekiiler agirliga sahip bilesikler genellikle immun
yanit olusturamazlar. Bu tir bilesiklere karst antikor
tretilebilmesi icin bagisiklik sistemini uyarabilme
yetenegine sahip, yiksek molekiler agirlikli bir
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proteine kovalent baglanarak immunojen sentezi
gerceklestirilir (Spinks ve ark 1999, Thirumala-Devi
ve ark 2002, Kim ve ark 2003, Strasser ve ark 2003).
Antibiyotiklere ~ karst  immunojen  sentezinde,
antibiyotiklerin  tzerindeki fonksiyonel gruplarin
varligt cok Onemlidir. Zira bazi antibiyotiklerin
tzerindeki fonksiyonel gruplar sayesinde direkt
olarak proteine baglama islemi yapilabilirken (Chen
ve ark 2008), bazt antibiyotiklerde ise baglama
isleminden once derivatizasyon isleminin
uygulanmasi gerekir (Campbell ve ark 1984). Hatta
grup spesifik antikor tretebilmek amactyla kimyasal
olarak yeni bir hapten sentezine ihtiya¢ duyulabilir
(Pinacho  ve ark 2012). ELISA sisteminin
olusturulabilmesi ve optimizasyonu icin
immunojenin yant sira protein konjugatlarinin da
sentezlenmesi gerekmektedir. Hem immunojen hem
de protein  konjugatlari  cesitli  konjugasyon
metotlartyla sentezlenir. En yaygin kullanianlar
karbodiimid, glutaraldehid, aktif ester ve anhidrit
metotlaridir (Wang ve ark 2007, Chen ve ark 2008).
Uretilen immunojen ile poliklonal ya da monoklonal
antikor sentezlemek icin deney hayvanlari immunize
edilir. Elde edilen poliklonal ve monoklonal
antikorlar ELISA  metodunun  gelistirilmesinde
kullanilir. Her iki antikorun da avantaj ve
dezavantajlart  mevcuttur. Poliklonal antikorlarin
tretilmesi monoklonal antikorlara gbre daha kisa
stire, daha az maliyet ve daha az teknik beceri
gerektirmektedir. Poliklonal antikorlarin en Snemli
problemi ise elde edilen miktarinin stnurlt olmasidir.
Zira aynt immunojen ile immunize edilen hayvanlarin
trettikleri antikorlarin  hassasiyeti ve spesifitesi
farkhdir. Yani bir poliklonal antikor tikendiginde
aynt sartlar altinda tekrar tiretilmeye ¢alisilsa bile ayni
Ozelliklere sahip olmaz. Monoklonal antikorlar ise
sinirsiz  miktarda ve homojen olarak tretilebilir
(Ritter 2000, Lipman ve ark 2005).
Antikotlarin  elde edilmesinden sonra, metot
optimize edilir ve cesitli gidalar icin gelistirilir.
Gidalarin  bilegenleri antijen-antikor reaksiyonlarini
olumsuz etkileyebilir, ancak ELISA metodu ile
gidalardaki kalintt analizinin = yapilabilmesi i¢in
genellikle basit bir ekstraksiyon asamasi yeterli
olmaktadir. Ornegin siitte santirifiij islemi ve metot
solisyunun da seyreltme yeterli olabilmektedir. Et
Ornekleri fosfat tampon solisyonu veya fosfat
tampon solisyonu/metanol gibi kargimlar ile
homojenize edilir, santrifiij isleminden sonra elde
edilen ekstrakt seyreltilerek ilgili ELISA’da kullanilir.
Metot gelistirilirken ilgili gida maddesi yapay olarak
antibiyotik ile kontamine edilir ve yukarida belirtildigi
gibi bir ektraksiyon islemi uygulandiktan sonra geri
kazanim degeri belitlenerek metot gelistirilmis olur
(Burkin ve Galvidis 2010, Huet ve ark 2000,
Suryoprabowo ve ark 2014, Acaréz 2015).

SONUC
Hastaliklarin -~ tedavisinde  bilingsiz  antibiyotik
kullanilmasi ve yasal bekleme siirelerine uyulmamast

sonucunda hayvansal kékenli gidalardaki antibiyotik

kalintt problemi ile karst karsiya kalmaktayiz. Bu

problem halk saglig1 agisindan tehlike arz etmektedir.

Avrupa Birligi, tiketicileri korumak amaciyla

farmakolojik aktif maddelerin gidalardaki kalinti

miktarlart  ile ilgili yasal dlzenleme yaparak
maksimum  kalintt limitleri  belitlemistir.  Yasal
kontrollerinin  yapilabilmesi icin ¢esitli metotlar
mevcuttur.  ELISA,  antibiyotik  kalintilarinin
gidalardaki tespiti icin kolay uygulanabilen, yiksek
spesifite ve sensitiviteye sahip olan bir metottur.

Ayni zamanda, kisa siirede ¢ok sayida Ornegin

incelenmesine olanak sagladigindan 6nem arz

etmektedir.
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