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.IMMUNOLOJIK TEST YONTEMLERININ sUT
SANAYIINDE KULLANIMI

THE USE OF IMMUNOLOGICAL TEST METHODS IN DAIRY INDUSTRY

Atilla YETISMEYEN
Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Siit Teknolofisi Bslimd, Ankara

OzET: immunolojik ysntemler antijen ve antlkorlann kalltatif ve kantitatif tesbitini saglamakiadir. Antijenter kendilerine kargi hazidanmig an-
tikorlar ile reaksiyona girebilmektedir.

Antijen-antikor reaksiyonunun spesifik olmasindan dolayi reaksiyonda antikorarin kendi antijenlerini bulabilmaesl igin ideal-uygun &r-
neklerin reaksiyonu gerekir, mmunolojik bir testin dogruluu igin kullamlan antikorun kalitesi yani antijenlere kargi olan spesifikasyonu ok
onemilidir.

Gida maddeleri analizinde selektif-immunolojik test ydntemileri gittikge artan bir nem kazanmaktadir. St ve Orlinleri alaminda ise
son yillarda gesitli mikroorganizmalann antibiyotikler, sdifonamitler vb. tesbiti yarunda, koyun ve kegi 5Ot veya Orinlerinde inek sitd varigi-
run belirlenmesi igin immunolojik bir tast clan ELISA testinden yararianiimaktadir.

ABSTRACT: Almmunological methods can be used for the detection of antigens and antibodies both qualitatively and quanfitatively. Anti-
gens can react with antibodies which are prepared against antigens. Due to the specificadior of antigen-antibody reaction, suitable probes
must be provided to find antibody's antigen. The quality of antibody used and its specifity to antigen Is importent for the refiability of the immu-
nologicat test.

Selactive-immunological test techniques are getting more important in food analysss. Recertly, in dalry technotogy, ELISA method,
as an immonulogicaltest, is used for the detection of existance of cow's milk In sheep's and goat's milk and products in addition to detection of
various micreorganisms, antibiotics, sulfonamids etc.

GiRiS

Tip alaninda hastaliklann teshisinde uzun zamandir uygulanmakta olan immunolojik iz testler son
yillarda gida hijyeninde de kullanimaktadir (SCHNEIDER et al. 1994). Seksenli yillarin ortalanindan beri tip
alaninda dredgin gebelik testinde,yara ve timér belilenmesinde bakteri ve viriis antijenlerinin kontrolunda ya-
rarlanilan bu testler gida kontrollarinda da uygulanmaktadir.

Tiketicinin gida hijyeni konusunda bilinglenmesi, 6zellikle son onbes yilda gidalardaki kimyasal kalint
ve katkilann olusturdugu problemlerin akiiiel bir s6nem kazanmasi, genig bir triin spektrumunda kullanilan ge-
sitli etkin maddelerin kritik olmayan miktarlarinin belilenmesini zorunlu kiimigtir. Bir taraftan artan gevre bilin-
cinin zorlamast, diger taraftan modern analiz ydntemlerinin gelismesi bu tiir maddelerin gok clizzi konsantras-
yonlannin bile saptanmasina ofanak saglamighr (MARTLBAUER, Tarihsiz).

Gidalarda kontaminantlar hakkinda genig aragtirma imkan: veren immunolojik yontemier fiziksel-
kimyasal metotlara gére daha ucuz olma, ¢aligma agamalarinin kolayligi, otomasyon ve organik maddelerin
daha az kullanimi gibi avantajlara sahiptir.

Biotip aragtirmalarda, klinik testlerde ve birgok gida aragtirmalarinda son zamanlarda da kalinti analiz-
lerinde kullanilan immunolojik test yéntemleri antikorlanin yetenegine dayanmaktadir. Asagida gida kontrolla-
nnda énemlfi olan ve immun testi ve saptanabilen substanz (antibiyotikier, hormonlar, toksinter vb.) ve mikroor-
ganizmalartn genel bir gruplamasi gérilmektedir (MARTLBAUER, Tarihsiz).

Uzun zamandir grdalarda hijyenik olarak yilksek molekillli antijenlerin tespitinde uygulanan immun
kimyasal yontemlerin aksine itaglar, pestisitier, ¢evre kontaminantlan ve toksinler gibi diigiik molekuili madde-
lerin belirlenmesi igin kullanilan Immuno-assay'in {(immun test) geligimi nispeten daha ge¢ baglamigtir. Bu
alanda yakiagtk on yildan beri antibiyotik ve stifanomitlere gore daha ¢ok mikotoksinler konusunda galigimigtir.

Siitte antibiyotik ve stlfanomit kalintifarinin tespiti hem AB'de (Avrupa Birligi) kabul edilmig yeni simir
dederler bakimindan, hem de fermente Griinler Gretiminde Gretim sorunlan ve bozulmalardan kaginmak igin
gereklidir. Geleneksel yontemlerle bu substanzlara iligkin belirlemeler kesin olamamakta ve &ézellikle fermente
ariinfer igin uygun olmayacak gekilde oldukga da uzun zaman almaktadir (SCHNEIDER et al. 1994).
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Gida Maddeleri Analizinde I.mmustostler

— Kisa test slresi
—~ Kolay uygulanabilirik
— Yiksek hassasiyet

— Laboratuvar donammianna bagimh climama

— Basit degerlendirilebilirlik {mimkiin oldugunca

ciplak gozle)
— Testin glivenirliligi

IMMUNOLOJIK TESTLERIN PRENSIBI

Immunotojik ydntemin prensibi; belirli maddelerin 6zgiin molekiler yapilarini tanimlamak ve bu yapiy!

Oysa immunolojik testler bu ihtiyaglara cevap ve-
rebiimekte, yani kolay, hizh ve daha hassas ¢aligtimak-
tadir. Antibiyotik ve silfanomit kabintilari immunolojik

g:::f;;el toksinler S':::us roksinlen Ybntemle antijen-antikor reaksiycnuna dayah olarak be-
Mikotoksinler Aflatoksin I|rlelmjnelftedir. Bunun yaninda halen kullanilan B-lactam-
Anabolikler Norestostoron antibiyotik hizli testleri de enzim ve protein baglanmas:
Antbiyoukier Kioramfenikol esasina dayanmaktadr.
Pestieiies BOT AlGn o Immunolojik testlerde standart metot olarak mikro
Kontaminoatlas PCE's icerikli plakalar (Mtp) (mikroekivalant diizeyinde saf mad-
— de igeren) kullanilir. Genelde ELISA (Enzym-Linked Im-
Vlta.mmlcr B’Z'D_ : munosorbent Assay) veya EIA (Enzym-Immuno-Assay)
Enzimler Plasmin, Pa?am olarak tanimlanan bu Mtp testleri, fiziksel-kimyasal test-
Dogal hormon_lar Somatotropin lerle kargilagtinidiginda yukanda ifade edildigi gibi nis-
Yabanc: protein Soya peten daha hizl, daha kolay ve daha gok drnekle galigil-
Bakieriler Salmonella maktadir. [mmunolojik testletin segiminde asafidaki kri-
Kiif mantarlan Penisilyum terler gdzéniinde tutulmalidiir (SCHNEIDER et al., 1994).

Bu taleplere blylk oOlglide cevap veren immuno-
lojik hizlt testler son yillarda diger alanlarda oldugu gibi
gida hijyeni alaninda da geligmigtir. Siit sanayiinde ge-
netde alan testi olarak kullanilan bu yéntemler bagta sit
Gretim giftliklerinde, mandira ve isletmelerde, ¢ig sitler-
de antibiyotik kontrolu ve mikrobiyolcjik kontrollar olmak
Gzere, teknolgjik olarak da koyun, kegi sitlerinde inek
stthnin tespiti gibi amaglarla kullaniimaktadir,

baglamak igin antikorlardan yararlanmaktir. Bu prensibe gbre EIA testi oldukga yayginlagmigtir. ElA-testinde
enzimatik olarak katalize edilmig blir déniiglim yardimiyla immunolgjik baglanma reaksiyonu tespit ediimekte-
dir. bunun igin her iki reaksiyon parinerinden (antijen veya antikor) biri bir enzime baglanmaktadir.

Ornegin antibiyotik ve siilfanomitier digiik molekilli substanzlar oldugu igin sadece bir antikor baglan-
ma yeri {epitop) gosterirler. Bu maddelerin hem fermente sit Griinleri teknolojisinde soruntar yaratmasi, hem
de insan sagligina olan zararlan nedeniyle kontrol edilmesi gerekir (SCHNEIDER et al., 1994). Bunun igin im-
mun testlerden sadece kompetitiv sistem (rekabet sistemi) kullaniimaktadir. Burada test érneginin serbest an-
tijenleri ve enzim igaretli antijenler zgtin antikoriann simirl sayidaki baglanma yerleri igin rekabet ederler (di-
rekt kompetitiv sistem}. Bir 6rnekte serbest yani aranan antijenierin miktan ne kadar fazlaysa antikorlar tara-
findan daha az enzim igaretli enzimi renkli bir triine dénilgtiiren bir substrat ilave edilir. Kompetitiv yéntemde
fotometrede dlglilen gogunlukla enzim igaretl antijenin badlanan fraksiyonudur. Bu nedenle dlgtim sinyali bi-
ylklaga érnedin serbest antijen konsantrasyonu ile ters orantilidir, yani aranan substanz ne kadar az ise en-
zim reaksiyonunda renk geligimi o kadar azalmaktadir.

Uygulama alaninda hizl test sonuglarinin degerlendirilmesi geneliikle ¢iplak gézle bir veya daha ¢ok
renk degerleri olan referans ile kargilagtiniarak yapihr.

immunolojik yontemlerde belirli kimyasallar yardimi ile antijen-antikor reaksiyonlarinin tespiti, diger me-
totlaria kargilagtinidiginda deney hassasiyetinin daha iyi oldugu gériimektedir. Gida maddeleri analizinde an-
tijenlerin beliienmesi igin kullanilan yéntem esasen iki farkli sisteme ayriimaktadir. Daha sonra antijen kon-
santrasyonlan ya reaksiyona giren antijen molekillerinin (Ag) sayisinin belirlenmesiyle veya reaksiyona kati-
lan antikor molekullerinin (AK) dlgiilmesiyle hesaplanabilir. Pratik uyguiamalarda bu metotiar igin 8lgiilebilir
bluylkiik ofarak igaretli antijen (Ag*) veya igaretli antikor (AK*) gerekir (MARTLBAUER, Tarihsiz).
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Immunolojik yontemler icin ilk prensip yukanda anildifn gibi 6zgiin antikor molekiillerinin stnirli bir sa-
yist igin serbest antijen ve igaretli (tarumlanmig) antijenterin rekabetidir ve bu prensip agadida gematik olarak
formilliize edilmigtir. :

Ag + Ag" + AK = AgQAK + Ag”® AK + Ag + Ag"

Bu kompetitiv ydntemde &lgim biiyllkiligd ya antijen-antikor kompleksine badlanmig igaretli antijen
(Ag*AK) veya serbest igaretli antijendir (Ag*}. Kompetitiv yontemde genelde antikor badlanma yerlerinin sinir
bir sayisina sahip igaretlenmis ve isaretienmemis antijenlerin rekabeti sézkenusudur.

immunolojik yéntemlerde ikinci prensip kismen igaretlenmis 6zglin antikorlar tarafindan antijen mole-
killerinin sinirh bir sayda baglanmasidir.

Ag + AK + AK® = AKAg" + AK" AK + AK*

Kompetitiv olmayan yéntemdeki dlgiim blyUkiiga ya antijen-antikor kompleksinde baglanmig-igaretli
antikor (AKAgAK*) veya serbest igaretli antikordur (AK*). Kompetitiv olmayan testler, antijenlerle kiyasiandi-
ginda artan kisimda bulunan igaretli antikorlar kullanir (MARTLBAUER, Tarihsiz).

Her iki sistem degisik karakteristiklere bagh olarak degigik kisimlara ayriiabilmektedir. Bu karakteristik-
ler; ilave edilen kimyasallann dizin sirasi, bagjlanan ve bagjlanmayan kimyasallarin ayrnimas, isaretlenmig
kimyasallarin baglanmig veya serbest fraksiyonlarninin dlgiimil gibi 6zelliklerdir,

Sekil 1 Sematik olarak indirekt kompetitiv ydntemin uygutanmasins gdstermektedir (STAPF, 1993).
' indirekt kompetitiv ydntemde
antijen sabit faza baglanmaktadir.

o.,e

® Baglanmayan antijen fraksiyonlan-

nin uzaklagtinimasindan scnra mu-

Sul

&
sel 0%

o

g amele edilmig sabit faz aynt zaman-

A da serbest antijenler ve limit sayida-
._‘ ki antijen &zginligi olan antikorlar
ile inkiibe olmaktadir. Antikorlara li-
Tutulu antijen mit sayida baglanmig antijenler ile
serbest antijenler arasinda bir reka-

Serbest antijen bet ortaya ¢ikmaktadir. Enzim iga-

oao

L retli olabilen antikorlar ile baglanmig
l Antijenc Gz antikor antikor fraksiyonu substrat ilavesin-
ﬁ

Gruba 6zgii Enzim isarctli den sonra enzim reaksiyonu yoluyla

antikor gbrinebilir duruma gelmektedir. Y-

kama agamasindan sonra ilkine

OO_' .' Renk geligimi dogru ydnlenen ikinci bir igaretli an-
(Substral defigimi) tikor illave edilerek reaksiyon gori-

niir duruma gelir. Boylelikle meveut
antikor konsantrasyonu indirekt ola-
rak baglanmig antiker konsantras-
yonu (zerinden &lgliliir. Muhtemelen iki antikorun bir kullanim sinyalin kuvvetlenmesine olanak saglar, fakat
spesifik olmayan bagianma tehlikesi de keza gorilebilmektedir (STAPF, 1993).

Direkt kompetitiv ydntemde 6zglin antikor sabit {siki} faza baglanmaktadir. Bajlanmayan antikor fraksiyo-
nunun uzaklagtinimasindan sonra siki sabit faz igaretienmig ve igaretlenmemis antijen ile ayni anda inkiibe olur.

Baylece immebilize {taginamaz} antikorlar igin isaretlenmig ve igaretlenmemisg antijenter arasinda bir re-
kabet baglamaktadir. Devam eden bir ayirma agamasindan sonra baglanmig igaretli antijen konsantrasyonu
enzim kismi (zerinden direkt belirlenir.

Sekil 1. indirekt kompetitiv yontem.
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sUT GRUNLERI KONTROLLARINDA IMMUNOLOJIK TEST YONTEMLERININ KULLANIMI

Séz konusu testler birgok gidada oldugu gibi sit Griinlerinde de baz mikroorganizma ve enzimlerin tes-
pitinde kullaniimaktadir. Ornegin TSAIl ve COUSIN (1990) yaptiklan calismada Cheddar, Mozzarella ve Cotta-
ge peynirleri ile yoQurtta olugabilen Aspergitlus versicolar, Cladasporium herbarum, Geotricum candidurn, Bhizo-
mucor circinelfoides ve Penicillium chrysogenum kiflerini ¢iplak gdzle goriilmeden iki glin nce ELISA metoduy-
la saptayabilmiglerdir. Peynirde ve kimi gidalarda Salmonella ve Listeria grubu bazi tlrlerin saptanmasinda ELI-
SA metodu, diger mikrobiyolojik yontemler gibi olumlu sonuglar vermigtir (BEUMER et al,, 1990; DURHAM et al.,
1990).

Nispeten basit ve az ekipmanlara sahip klgitk laboratuvarlarda Sandwich ELISA teknidi ile gidalarda
0., mg/100g'dan daha az sayidaki Staphylacoccus enterotoksinleri saptanip, sonuglar li¢ saat iginde alinirken
{JURG and TERPLAN, 1980) HAMMER et al. (1993) siitte Bruselfa lipopolisakkarit antijeninin belirlenmesin-
de indirekt Sandwich ELISA yéntemini geligtirmigler ve ROBINSON (1993)'da ayni ydntemi slt, peynir, don-
durma, et ve balik gibi gidalarda Salmonella, Listeria ve hemorragic E.colihin tespitinde kullannmigtir.

Mikrobiyolojik amactn diginda da ELISA yénteminden yararaniimaktadir. Siinarda mastitis hastah@inin belir-
lenmesinde (O'SULLIVAN et al., 1992), siitte aflatoksin kontroliinde (HAHNE, 1993) ELISA yéntemi kullaniimaktadir.

Ayrica siit pihtilaghinci enzim preperasyonlarinda domuz pepsininin aranmasi igin ELISA testi geligtiril-
migtir. Sigir renneti ve Rhizomucor miehei renneti iginde domuz pepsini bu ydntem ile hizl, hassas bir gekilde
saptanabiimektedir (EL-SATAWY et. al., 1993).

HUGO (1993) isimli aragtinici sGt Grdnlerinde dzellikle inek sGt + soya siith kangimlan ve soyaya da-
yal bebek mamalarinda soya' proteininin belinenmesinde hizlandirimig ELISA testini kullanmigtir. Bu yén-
temle bir st Griininde %0.1'e kadar clan soya proteini saptanabilmigtir. Metodun hizli, duyarli ve oldukga da
etkili oldugu Hugo tarafindan bildirimeltedir.

Siit driinlerinde teknolojik olarak da ELI-
~ SA tekniginden yararlaniimaktadir.
@ Son yillarda koyun sGti veya peynirle-
rinde inek st karigimlarinin saptanmasi ama-
? o°~——~.. o1 ile gesitli ELISA yontemleri geligtiriimigtir. Bu
Y
u

(=) (e) yéntemlerin geleneksel yontemlere kiyasla gok
daha spesifik ve duyarl oldudu, ayrica drnek
ﬁ m ﬁ M hazirlama iglemlerinin daha basit ve gabuk ol-

masi ile gok sayida numunenin kisa slrede

D

Sy

analizine olanak saladi§t bildiriimektedir

|T| Gruba dzgii antikor (MUTLUER ve ark., 1994). Aragtirmacilar tav-
y e sanlardan elde ettikleri poliklonal antikorlarn

Y Antijene $zgt antikor inek st kazeini kolonlaninda immunoabsorbsi-
@ Antijen yonla saflag-t:rm.@lardlr. Antikorlar -biotinlo.‘:: .i$.a-
retlenerek liyofilize koyun ve kegi kazeini ile

Enzim igaretli anLijen bloklanip inek sitii kazeinine spesifik hale geti-
rilmigtir. Spesifik antijenlere baglanacak biotinle

Renk geligimi isaretli antikortarin belirlenmesi igin aragtirma-

OO"" * (Substral degigini)

cilar extravidin peroksidaz kullanmiglar ve indi-
rekt ELISA teknigi ile salamura - beyaz koyun
peynirderinde %1 oranina kadar olan inek sGtl
kangimlarinin saptanabilecegini belidemiglerdir.
Beer et al. {1996) ise koyun ve kegi siitlt peynirlerinde inek sitd varliginin kontrolG igin ELISA testini
kullanmiglardir. Bu amagla peynir rneklerinde dogal ve 1si ile denatlre edilmig inek B-laktoglobulininin belir-
-lenmesinde AB (Avrupa Birligi} tarafindan onaylamig indirekt kompetitiv ELISA testini bagarnyla uygulam:glar-
dir. Aragtirmacilar sicakhkla denatiire olan p-laktoglobuling kargi tavuklardan elde ettikleri poliklonal antikor-
lar immunadscrbsiyon kromatografide CNBr ile aktive sepharose'ye baglanmis dogal inek, koyun ve kegi B-
laktoglobulinlerinde rafine etmiglerdir. Koyun, kegi ve inek laktoglobulinleri gok benzer aminoasit dizilisine sa-

Sekil 2. Direkt kompetitiv yontem (DASP-Teknik)
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hip olduklarn halde gapraz reaktivite bu iglem ile tamamen elimine edilmigtir. Ticari bir kegi-anti-tavuk alkalin-
fosfataz konjugat), immobilize 1s1 ile denatlire olmug sigir p-laktoglobulinine bagh anti-isi ile denatire olmusg
si§ir B-laktoglobulinini belirlemek igin ikinci bir antikor olarak kullaniimighir. Bu metodun tespit edilebilifligi ko-
yun ve kegi peynirlerinde %0,1-0,2 inek sitil veya 100 ng/ml dodal sigir laktoglobulini olarak bulunmugtur.
AB'de gecerli metot calismalannda ELISA testi, koyun ve keci siiti peynirlerinde dogal ve 1s1 ile denatiire ol-
musg si1gir serum proteinlerinin belirlenmesinde bagar ile uygulanmigtir.

Benzer bir caligmada koyun ve kegi sittleri ile bunlardan yapilan peynirlerde kazeinat ve inek sitiiniin
belilenmesi igin indirekt kompetitiv ELISA metodu RICHTER et al. (1897) tarafindan geligtiriimigtir. Aragtinci-
lar s1gir y5-kazeinine karg tavuk ve tavsanlarda poliklonal antikerlar olugturmuglar ve birinci affinite kromatog-
rafi agamasinda kazeinleri tagiyan antikorlarn sigir kazein-sepharose (zerine absorbe etmiglerdir. Koyun ve
kegi s(itl proteini ile gapraz reaksiyona giren antikorlar, gergek koyun ve kegi sitdnden extrakte edilmig prote-
in ve koyun kazeini igeren sabit faz {izerine immunadsorbsiyon ile dialize ediimig sividan tamamen uzaklagti-
nimigtir. ELISA testinin belileme simin %0,1 olarak bulunmus ve aragtirmacilar AB ile yaptiklan ortak bir ¢a-
ligma kapsaminda bu metodun diger metotlara gére bagan ile uygulandigini saptamiglardir,

DCONAUBAUER (1997) peyniralh suyu Uriinlerinde ve mamalarda allerjik dzellik gésteren sicaklikia de-
natiire olmug p-laktoglobuiunin tespitinde antikor-antijen reaksiyonuna dayanan imminolojik bir test olan EL!-
SA ydntemini kullanmig ve bu yntemi daha énce uygulanan HPLC-kromatografi ve SDS-Elektroforez metod-
lanyla kargilagtirmigtir. Sicakhikla denatiire olan p-laktoglobdlinin HPLC ile tespitinin miimkin olmadidt, an-
cak dogal B-laktoglobdlin ile toplam P-laktoglobiilin arasindaki farkin hesaplanmas: ile tesbit edilebilecedi ifa-
de ediimektedir. HPLC ile sadece dogal B-laktoglobiilin, SDS-PAGE elektroforez ile dogal ve denatiire p-
laktoglobiilin bir arada tespit edilirken, ELISA yontemi ile sadece sicakltkla denatiire olan B-laktoglobilin sap-
tanmaktadir. Belileme sinirn ile HPLC, SDS-PAGE ve ELISA yéntemleri arasinda sirasiyla 10-20 pg/ml, 1-6
pg/ml ve 20 ng/ml dir. Yani ELISA ile daha ciizzi miktarlar tespit edilebilmektedir.

SONUG

Yukanda verilen bilgilere gére antikor-antijen reaksiyonuna dayanan immiinolojik bir test olan ELISA
analiz ydntemi ile gida ve sit teknolojisi alaninda sadece mikrobiyolojik veya kimyasal unsurlarin tespiti degil,
bunun diginda hile amaciyla veya teknolojik yanhghklarla firinlerdeki yabanci kalinti veya katkilann belirlen-
mesi de miimkiin olabilmekiedir.
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