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Ulkemizde Tiiketilen Bua.larm Enzun Immunolollk Test |
Cubuklar Metodu ile Zearelanon ve Aflotoksin B: Kalintilar:

Yoniinden Incelenmesi
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1.U. Veteriner Fak. Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

OZET

Bu galismada ditkemizde titketime sunulan
biralarda «Enzim immunolojik Test Cubuklan
Metodu» ile Zearelanon ve Aflatoksin B, kalin-
tilarr arandr. incelenen 25 bira numunesinde
her jki mikotoksinin de kalintilarina restlan-
mad. Bira dmekleri hic biri ekstraksiyon igle-
minden gegiriimeksizin direki olarak test edii-
di. Uygulanan ydntemin hassasiyeti Aflatoksin
B, igin 1 ppb, Zearelanon i¢in de 5 ppb'dir.

ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen auf Riickstanden von Zear-
leanon-und Aflatoxin B, in tiirkischen Biere
mit enzymimmunologischen T&e’ﬁstreifen Ver
fahren.

In dieser Arbeit wurde in tiirkischen Biere
Riickstande von Zearelanon-und Aflatoxin B,
mit enzymimmunologischen Teststreifen - Ver-
fahren untersucht. In den untensuchtenr 25 Bier-
proben wurde keine Riickstande von beiden
Mykotoxinen gefunden. Bierproben waren unbe-
handelt direkt getestet. Nachweissgrenzen
waren um 1pph Aflatoxin B;/ml, und 5 ppb
Zearleanon/ml,

1. Glrig

Dimya iizerinde ve lilkemizde genislemesi
tnlenemeyen cevre ve gida kirlenmesine bagdh
olarzk hizla gelisen gida kontrolu sahasmnda
yabanci madde kalintilarinin ve bunlar arasinda
da mikotoksinlerin arastirilmast en aktuel ko-
nulardan biri haline gelmigtir.

Aflatoksin B, (AfB,) ve Zearleanon da
(ZEA) insan ve hayvanlarda gok cesitli zararl
tesirler gisteren ve sayilari 300%{in lzerinde
oldugu bildirilen mikotoksinlerin halk saghéh
agtsindany Onem tasiyan degigik etki -mekaniz-
malarma sahip iki ayrl gegididir [D!ETRIGH
1989} .

AfB, Aspergtllus (A). flavus ve A parasi-
tious'un ‘salgitadifn en kuvvetli kanserojen bzel-

likteki aflatoksindir. AfB,'in insan karacigerin-
de kolayca metabolize. oldugu ve uzun siireli
birtkim neticesinde de karaciger Himdrii ve
karacier sirozuna neden oldugu bildirilmekte-
dir (WOGAN, .1975).

Zearalenon da diinyamn her iklim bélge-
sinde bulurabilen kif mantant Fusarium’larn
bir metabolitidir, FES (Fermentation Estragenic
Substance) veya F-2 toksin adliar ile de ani-
lan ZEA, dncelikle tahillarda olmak iizere en
gok bitkisel kiokendi {riinlerde bulunur (CHRIS
TENSEN ve Ark. 1965).

Bitki ve tahillarin ZEA ile kontaminasyonu
nonmalde tarlada baglamakla -beraber vyiiksek
151 ve rutubet gibi uygun olmayan depolama
sartlart ZEA'nin salgilanmasin arthirwr {GROSS
VEROBB, 1975). Bu metabolitl dikkat ¢ekici
yapan onun dstrojenik karakterdeki hormonal
tesiridir. Bu ozelhgl ile ZEA, hayvanlarda dol
verimi bozukluklarina ve hlperostrogemsmusa
neden olmaktadir (BAUER ve GEDEK, 1978;
MIROCHA ve Ark., 1968). '

AfB, gibi ZEA'nmin da bitkisel ve hayvansal
orjinli grda maddeleri vasitasi tle insanlarda
olugturdugu potansivel tehlike son zamanlarda
daha yogun bir sekilde tfartigily olmustur
(KUIPER ve Ark. 1987; SUNDOLF ve STRICKT-
LAND, 1985), ZEA kalintilarimn siit (MIROCHA
ve Ark 1981}, tavuk eti-tavuk karacigeri (Mi-
ROCHA ve Ark., 1982) ve yumurta (DAILEY ve
Ark. 1980} gibi hayvansal orijinli gida mad-
delerinde varhigl, gok sayida arastirmaci tara-
findan bildirilmigtir.

Yine ¢esitli Yiteratiir verilerinden ZEA'mn
dogal olarak bulundugu nmusir, bugday, arpa,
vitlaf, cavdar, sorgum ve kuru otta tespit edil-
digi goniilmektediy - (BAUER ve GEDEK, 1978;
GRUBER ve THALMANN, 1981; "KALLELA ve
ETTALA, 1984; NEUHOLO, 1982). Buna bagh
olarak baz@ fermente driinlerin we biramn da
ZEA kalimtisr tagidign baz aragtiwmacilar tara-
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findan belirtilmistir (MARTIN. ve KEEN, 1978;
RENZ 1988).

Bu arastirma ¢alismas: ile de {ilkemizde
diretilen bir alanda halk saglig acisindan dnem
tagiyan AfB, ve ZEA kalmtularinin olasi varlig
hassas bir metodla arastinlarak bu konuya ilk
admin atilmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1, Materyal

Zeranol ve Aflatoksin B, kahntilan yonin-
den incslenmek Uzere piyvasada satilan biralar-
dan 25 adet numune orjinal kaplarr (kutu ve
sige) jcerisinde toplandi. _

2.1.1. Arag ve Malzemeler : Spektrofoto-
metre (MR 580 Microelisa Auto Reader), mik-
ropipetler, test gubukiari (pall immunodyne
immuneaffinity membran), Zeranol ve AfB, igin
uygun antiserumlar, konjugatlar, fotal dana se-
rumu, 3'-3'-5 -5 -Tetramethylbenzidin, Elisa
testinde kullanilan kimvyasal ¢dzeltiler,

'2,1.2. Numunenin hazirlams1 : Bira numu-
neleri hi¢ bir &n hazirhk isleminden gegirilmek-
sizin direkt olarak uygulamaya koyuldu.

22. Metod

Toplanan bina numunelerinde ZEA ve AfB.
kalintilarr SCHNEIDER'in (1991) gelistirdig;
Heterojen Enzimimmunolojik test c¢ubuklan
{Heterogenenr Teststreifen- EIA) metodu  ile
arapmigtir.

2.2.1. Testin Uygulamsi.

Pall immunodyne test cubuklart ile yapl-
lan bu testin uygulanis safhalart agagidaki se-
ma ve anlatimdaki gibidir (SCHNEIDER, 1991)

BULGULAR VE TARTISMA

25 adet bira Ornedinin incelenmesi neti-
cesinde hig bir ornekte Zeranol ve. AfrB)l ka-
Iinttsrna rastlanmamistir.

AfB, ve ZEA dinya {izerinde 9e$|tlu ulke-
lerde yem ve gida maddelerinde tespit edil-
mistir (BIERMANN ve TERPLAN, -1982; RENZ,
1988), Literatlir verilerinden arastirilan drnek-
lerin % 11'nde ZEA bulundugu anlasiimaktadir
(ENDERS, 1984}, Bunlar arasinda % 23,8 po-
zitif numune orant ile misir gelmektedir. Misi-
rin haricinde bugday, arpa, cavdar, vulaf, sa:
man, silaj, sorgum ve fermente driinlerde ZEA’

mn varligi bildirttmigtir  (BAUER ve GEDEK
1978; KALLELA ve ETTALA, 1984).

8ir {retiminin temel maddesini teskil eden
«Arparnin da ZEA igin uygun bir ortam olus-

" turdudu cesitli aragtirmacilar tarafindan vur-

gulanmistir (BARNIKOL ve Ark., 1978; GRU-
BER ve THALMANN, 1981; LEIBETSEDER, 1982;
LENGAUER, 1881; NEUHOLD, 1982).

GRUBER ve THALMANN (1981} Almanye’
da yaptiklari galismada arpada 10-21 ppb ara-
sinda ZEA bulurlarkenr Avusturya'da NEUHOLD
(1982), 10-450 ppb gibi daha yiksek miktar-
larda ZEA tespit etmistir,

Konuya paralel olarak MARTIN ve KEEN
(1978) Lesota'da 199 numunenin 23 tanesinde
300-2000 - ppb miktarlarinda ZEA bulurlarken
OKOYE (1988) de Nijerya biralarinda ZEA'a
rastlamigtir, Ayrica Almanya'da biralarda c¢ok
&z miktarlarda da (3 ppb) olsa ZEA kalintila
nmn varhgindarr  bahsedilmektedir (RENZ,
1988}.

AfB, de findik, yer fistift g1b1 yagh taneli
gidalarin yaninda bllhassa misir ve mistrly drim-
lerde de tespit edilmis encak diger tahil ge-
sitlerinde rastlandi§i  bildirilmemigtir (DIET-
RICH, 1989).

ARORA ve arkadaslan, 1981 ZEA'nin dnem-
siz derscede teratojen oldugun'u belirtirken
muhteme! karsinojen tesini heniiz kesinlik ka-
zanmamistir (RENZ, 1988).

Her ne gekilde olursa olsun ZEA kalntis!
tasryan gida maddeleri tiikeficilerde bstrojen
sevivesinin yilkkselmesine neden oldugu icin
ZEA'nin gudalardaki kontrolii &nem tagir. Bu
nedenle, gerek AfB, ve gerekse ZEA'nin yem
va gida maddelerinde teépiti icin ilk onceleri
fiziksel ve kimyasal metodlar kullamlmig, 801
yillardan sonra da ayni ama;la serolojik me-
todlar gelistirilmigtir, (DIETRICH, 1988; RENZ
1988; SCHNEIDER, 1991).

© Kimyasal ve fiziksel metodlara gerek has-
sasiyet ve gerekse cabukluk yoniinden {stiin-
luk saglayan mikrotiter plakalarda uygulanan
ELISA Testi son yillarda modifiye edilerek da
ha pratik olan enzim immunolojik test gubuk-
tam ile uygulanabilir hale gelmigtir (SCHNEI:
DER ve Ark. 1988, SCHNEIDER, 1991}. Gok da-
ha kisa siirede. ve ¢ok daha az calisma ile
yliritilen bu metod. lle: gida ve yem maddele-
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rinde ZEA ve AfB,'in yanisira Aflatoksin M;, .

T-2 Toksin ve Ochratoksin A gibl diger miko-
toksinler de tespit edilebiimektedir. -

- Test gubuklarr ile birada ZEA ve AfB, ka-
hintrlarinin tespitinde bira &rnekleri higbir ekst-

raksiyon isleminden gegirilmeksizin direkt ola-
rak test edilmis bu da uygulamada biliyitk ko-
Iné)(;l|+klar getirmistir. Birada uygulanan bu me-
todun hassasiyeti AfB,de 1 ppb, ZEA'de 5

pph'dir, : :

Test cubuklar ézel antikor ile ka‘pla-m_r.

n . Test cubuklarl bu asamada % 10'luk Fétal da-

na serumu/Fosfat puffer (FCS/PBS) ¢izeltisi
igerisinde doyurulur.

Bu gekilde hazirlanan test ¢ubuklar 1 ml Bira
ornedi/Enzim konjugat ¢bzeltisi igerisinde

YIKAMA ISLEMI
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| Negatif: .. . Pozitif.
Konirol - : Numunelex

20- 30 dk. inkube edilir. (Negatif kontrol igin
% 10 metanol PBS kullanilir) :

Test gubuklar: sirasiyla NaCl-Tween 20 ¢o-
zeltisi igerisinde 5- 10 dk., PBS g¢ozeltisi ice-
risinde de 5 dk. tutularak yikanir,

Son olarak da substrat eriyigi icerisinde
5 dakikaltk inkiibe edilir. '

Son inklibasyon islemini takiben test gubuk-
tarindan, renk olusumuna gore degérlendfi-lfmé
yapilir. Negatif kontrol drnegi koyu mavi renk
verirken pozitif - numuneler agik maviden -

beyaza- kadar hafifleyen tonlarda bulunuriar.
Negatif kontrol test cubugu ile. aynr renk to-

nunda olantar negatif-olarak degerlendirilirler.
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