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Ozet

Et ve et Urlinlerinde kullanilan et tiirlerinin belirlenmesi, ekonomik nedenlerin yaninda insan sagliginin korumasi icin de 6nem
tasimaktadir. Bu calismada, Mersin ve Adana piyasasindan toplanan 140 adet et ve et Urlinlinde (45 adet et, 45 adet kiyma, 20 adet
fermente sucuk, 30 adet hamburger koéfte) Uhlenhuth presipitasyon halka, enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ve agar
gel immuno diffuzyon (AGID) metotlar kullanilarak domuz ve at eti varhdi arastirildi. incelenen 140 6rnegin 4'tinde (%2.9) at eti
tespit edilmistir. Analizde kullanilan Gic yéntemle ayni érnekler at eti acisindan pozitif bulundu. Orneklerin hicbirinde domuz etine
rastlanmadi. Yurt ici gida denetiminin ve yurt disindan gelen ithal etlerin kontrol noktalarinin ve kontrol edilen 6rnek sayisinin
arttirilmasi gerekmektedir.

Anahtar sézciikler: Et (irlinleri, Et tiiriiniin tespiti, Uhlenhuth, ELISA, AGID

Investigation of the Presence of Horse and Pig Meat in
Meat and Meat Products Using Uhlenhuth Precipitation Ring,
Agar Gel Immunodiffusion and Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay Techniques

Summary

The detection of meat species used in meat and meat products isimportant because of economical reasons as well as the protection
of human health. In this study, the presence of horse and pig meat in 140 samples of meat and meat products (45 meat, 45 minced
meat, 20 fermented sucuk, 30 hamburger meat) collected from the markets of Mersin and Adana Provincies of Turkey was investigated.
Horse meat was detected in four (2.9%) of 140 samples. The same samples were found positive for horse meat by three different
techniques used in analysis. Pig meat was detected in none of the samples. National food monitoring systems and checkpoints for
meat imported from abroad, and the number of samples checked should be increased.

Keywords: Meat products, Meat species identification, Uhlenhuth, ELISA, AGID

GiRiS

Et yiksek biyolojik degerde olusu, doyuruculugu ve tat
maddelerini icermesi nedeniyle beslenmede 6nemli yer tutar '.
Vitaminler, mineraller (PveFe) ve proteinlerydniindenzen-
gin, istah arttirici, lezzetli ve doyurucu bir besin olan et, esan-
siyel aminoasitleri yeterli ve dengeli oranda icerdigi icin insan-
lar tarafindan mutlaka ttiketilmelidir. GUnlik protein gereksi-
niminin %50’sinin hayvansal kdkenli olmasi dnerilmektedir 2.

insan tiiketimine sunulan et ve et Griinlerinin kontro-
[Gndn insan sagligini korumanin yani sira ekonomik dnemi
de vardir. Toplum tarafindan deger gérmeyen ve hasta
hayvanlarin etleridahasagliklivedahadegerlihayvanlarin
etleriymis gibi pazarlanabilmektedir *4. Dana ve koyun
etine domuz eti katilarak tretilen bir Griiniin Mislimanlar
icin helal gida, Yahudiler icin ise koser gida konusunda dini
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sakincalar vardir. Farkl tirlere ait etler kofte, salam, sosis,
sucuk gibi Grtinlere islendiklerinde tlketiciler tarafindan
fark edilmesi guicttir . Mutlu ve ark.*yaptigi arastirmaya gore
etlerin baska etlerle karistirilip tiiketime sunulmasi gida
guvenilirligi konusunda halki endiselendiren konularin
basinda gelmektedir. Seker ve ark.”ise yaptiklari calismada
halkin satin aldiklari eti %78.8 oraninda saglikh bulduklarini
bildirilmislerdir. Toplum saghgi, gelenegi, gérenedi ve inanci
geredi, tiketilecek etin ya da et Grlintiniin hangi hayvan
etinden yapildiginin belirlenmesi uzun yillardan beri gida
bilimcilerinin baslica arastirma konularindan biri olmustur.
Bu amacla, cok gesitli metotlar gelistirmislerdir. Bu metotlar
duyusal niteliklere, anatomik farkhliklara, killarin histolojik
ozelliklerine, doku yaglarinin 6zelliklerine ve etlerdeki gli-
kojen miktarina dayanan yéntemlerin yani sira morfolojik,
elektroforetik, immuinolojik, serolojik, ve genetik metotlar
olarak siniflandirildigi bildirilmistir . insanlarin aldatiima-
sinin dnlenmesi amaciyla gidalarin kontrolliinde hassas, hizli
ve ayni zamanda diisiik maliyetli ydntemlerin gelistirilmesi
ve uygulanmasina gereksinim vardir '2. Ginimuzde 6zellik-
le PCR, real time PCR, rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA
(Random Amplified Polymorphic DNA =RAPD) ve PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism-Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi) yontemleriyle et tirlerinin ayiri-
minin basariyla yapildigi degisik arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir 1%"316, Bunun yani sira Uhlenhuth presipitas-
yon halka metodu, agar jel immuino diffuzyon metodu (Agar
Gel Immuno Diffusion-AGID) ve enzyme-linked immuno
sorbent assay (ELISA) gibi et tlr tayin yontemleri de kulla-
nilmaktadir 317,

ilk defa Uhlenhuth '8 tarafindan uygulanan daha sonralari
gelistirilen presipitasyon halka yonteminin glvenilir olmasi,
kolay uygulanmasi, cabuk ve kolay diferansiyasyon imkani
vermesi gibi avantajlari vardir 7. Hayvanlar arasinda akra-
baliga bagh protein benzerliginin bulunmasi durumunda
(tek tirnakli, gevis getiren vs.) bu yontemle yapilacak et
tdr tayininde yanlis pozitif veya yanhs negatif sonuglarla
karsilasilabilir 7. Metodun uygulanmasi, antijenle presipitan
serumu birbirine karismayacak tarzda Uhlenhuth tiiplerine
koyarak iki sivi arasinda en ¢ok 30 dakikada gri beyaz bir
presipitasyon halkasinin olusup olugsmadiginin tespiti esa-
sina dayanir '. AGID, donmus agar veya jelin sivilarin diffuz-
yon yoluyla yayilmalarini saglama 6zelligine dayanan bir yon-
temdir. BOylece antijenle presipitan serumunu ayni kosul-
larda karsilastirmak miimkiin olur. Antijen ve buna homolog
presipitin agar jelinde birbirlerine dogru yayildiklari zaman
optimal yayilma boélgesinde bir presipitasyon cizgisi olus-
tururlar . ELISA gibi immunoenzimatik yontemler hassas,
spesifik, kolay uygulanabilir ve hizli olmalariile tiir tespitin-
de tercih edilmektedir . ELISA, hileli hazirlanmis taze et
karisimlariile i1sil islem gérmds et Griinlerinde hayvan tiiri-
nln tespiti icin etkili bir metot olarak bildirilmektedir 32021,
ELISA ile etlerin hangi hayvan tlriine ait oldugunun ayirt
edilmesinde, tlire 6zgii poliklonal ve monoklonal antikorlar
kullanilmaktadir. Bunlardan monoklonal antikorlarin homojen
antikor populasyonuna sahip olmalari, spesifiteleri, yaygin

olarak kullanilmalari, taninmis biyolojik aktiviteleri ve diistik
maliyetleri ile tercih edildigi bildirilmistir 2223,

Bu calismada Mersin ve Adana illerinden toplanan et,
kiyma, fermente sucuk ve hamburger kofte rnekleri toplum
dinamikleri ve yasalara uygunluk g6z oniinde bulunduru-
larak at ve domuz eti acisindan 3 farkli (Uhlenhuth, AGID ve
ELISA) et tur tayin yontemi kullanilarak incelenmistir. Bdylece
halk saghgi ve haksiz rekabet gibi ticari faktorler yoniinden
piyasadaki trtinler irdelenmistir. Ayrica kullanilan yontemler
birbiri ile kiyaslanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu calismada toplam 140 6rnek (45 adet et, 45 adet
kiyma, 20 adet fermente sucuk, 30 adet hamburger kofte)
incelendi. incelenen et, kiyma ve hamburger kéfte cig Griin-
ler olup fermente sucuklar herhangi bir 1sil islem uygulan-
mamis dogal ortamda olgunlastinlmis érneklerdir. Numune-
ler Mersin ve Adana'daki satis noktalarindan rastgele 6rnek-
leme ydntemiyle toplanarak soguk zincirle laboratuvara
getirildi ve miimkin olan en kisa siirede analize baslandi.
Hemen analize alinmayan 6rnekler buzdolabinda (<4°C)
muhafaza edildi. Et ve et irlinlerinde hayvan tirlerinin (at,
domuz) ELISA ile tespitinde ELISA-TEK microwells Cooked
Meat USDA KIT: HORSE ve ELISA-TEK microwells Cooked
Meat USDA KIT: PORK (ELISA Technologies, Inc., Gainesville,
FL 32653 USA) ELISA kitleri kullanildi.

Metotlar

Calismamizda kullandigimiz tim 6rneklere Uhlenhuth
presipitasyon halka, AGID ve ELISA et tlr tayin metotlari
uygulandi. Uhlenhuth presipitasyon halka metodu ve AGID
1sil islem gérmemis et ve et rlinlerinde et tir tayininde
kullanilabilen yontemlerdir. Cahismada kullanilan 6rnekler
¢ig ve herhangi bir 1sil islem uygulanmamis driinler oldugu
icin Uhlenhuth ve AGID yontemlerinde direk numunelerden
ekstraktlar elde edilerek cahsiimistir. ELISA metodunda tim
orneklere isil islem uygulanmistir.

Uhlenhuth Presipitasyon Halka Metodu

Ornek ekstraktinin hazirlanmasi: Bu amacg icin Tuirkylimaz
ve ark."” uyguladigi ydntem tercih edildi. KiigUk parcalar haline
getirilmis 6rneklerden 60'ar gr stomacher posetine tartilarak
Uzerine 100 ml steril fizyolojik tuzlu su ilave edildi. Stomacher’
daiyice karistirilan 6rnekler maserasyon icin buzdolabinda
18 saat bekletildi . Uhlenhuth yonteminde deney tiiplerine
ekstraktlardan 0.5'er ml konuldu. Sonra at ve domuza ait anti-
serumlar (ELISATechnologies, Inc., Gainesville, FL32653 USA)
pastor pipetleriile tliplerin dip kismina yavas yavas birakil-
di. Pozitif kontrol olarakatve domuzetinden elde edilen
ekstraktlar tlire 6zgi antiserumile, negatif kontrol olarak da
tlirlere ait antiserumlar capraz olarak kullanildi. 15 dk. iceri-
sinde (en ge¢ 30dk.) ikitabaka arasinda gri beyaz renkte
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presipitasyon gorilmesi durumunda antijen ve antiserumun
homolog oldugu sonucuna varildi '.

Agar Jel immiino Diffuzyon Metodu

Ornekler Uhlenhuth presipitasyon halka metodundaki
gibi hazirlandi. Bu metotta kullanilacak purified agar (Oxoid,
LP0028) steril petri kutularina dokiildi daha sonra steril bir
cam boru ile biri merkezde digerleri bunun etrafinda ve 1-1.5
cm uzaklikta olmak lzere delikler agildi. Deliklerde kalan
agar parcalari uzaklastirildi. Reaktiflerin plagin dibinde kapil-
lariteye bagh olarak yayilmasini dnlemek ve acilan deliklerin
tabaninda agarin devamini saglamak amaci ile steril pastor
pipeti ile 1-2 damla isitilmig agar konuldu. Ayri ayn petrilerde
olmak tizere merkezdeki ¢ukura 0.2-0.3 ml arasinda degisen
miktarlarda at ve domuz antiserumu (ELISA-TEK Techno-
logies, Inc., Gainesville, FL 32653 USA) eklendi. Etrafindaki
cukurlara ise drneklere ait ekstraktlar (antijen) konuldu. Pozitif

kontrol olarak at ve domuz etinden elde edilen ekstraktlar

tlre 6zgl antiserum ile, negatif kontrol olarakta tirlere ait
antiserumlar capraz olarak kullanildi. Bu sekilde hazirlanan
plaklar 37°C'de 24-36 saat bekletildi. Bu siire zarfinda presi-
pitasyon cizgilerinin olusumu agisindan kontrol edildi. 36 saat
sonunda presipitasyon cizgisi olusmayan ornekler negatif
kabul edildi. Agar jel diffuzyon metodunda kullanilan antijen
ve antikorlarin molekul agirliklari birbirine esit oldugunda
presipitasyon ¢izgisinin diiz olarak ortaya ¢iktigi, farkhlk
halinde ise presipitasyon hattinin molekiil agirhdi fazla olan
tarafa dogru egilim gosterdigi bildirilmistir .

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay Metodu

Orneklerin hazirlanmasi: Bicakla kiictiltiilen érneklerden
60'ar g alinarak Gzerine 120 ml fizyolojik tuzlu su (%0.9) ilave
edildi ve stomacherda (MAYO, HG400V) 1 dk. karistirildi.
Ornekler benmaride 95-100°C'de, 15 dk. bekletilerek 6rnek-
lere isil islem uygulandi. Takiben Whatman no: 4 stizgeg kagi-
di kullanilarak ekstraktlar elde edildi. Analizde kullanilacak
olan yikama soliisyonu, test kitindeki konsantre yikama soluis-
yonu (1 ml) ve saf su (9 ml) kullanilarak 1/10 oraninda hazir-
landi. Analizde kullanilan ABTS (azino-di-ethylbenzthiazoline
sulphonic acid) soltisyonu avidin peroxidase konjugat inku-
basyonu sirasinda hazirlandi. Bunun icin test kitinde bulu-
nan konsantre ABTS ve peroxide citrate buffer 1/25 oranin-
da kanistirildi.

Tablo 1. Uc farkli yéntem kullanilarak farkl et tiirlerinin ve diizeylerinin tespiti

Galismamizda pozitif kontroller icin test kitine ait pozitif
kontrol soliisyonlari kullanildi. Negatif kontrol olarak farkli
tirlere ait pozitif kontroller kullanildi. 2-8°C'de muhafaza
edilen ELISA kiti ve icerigi kullanmadan dnce oda isisina
getirildi. Sekiz kuyucuktan olusan ELISA kitinin plak plani
1-pozitif kontrol, 2 ve 3- negatif kontrol ve takip eden kuyucuk-
larda sirasi ile drnekler olacak sekilde planlandi. Plaktaki
kontrol ve 6rnek kuyucuklarina 100°er pl 6rnek ekstraktlarin-
dan konularak, plaklar tzeri kapali halde oda isisinda (18-
23°C) 1 saat inklibasyona birakildi ve siire sonunda plaklar
dokulerek yikama sollsyonu ile 3 kez yikandi. Turlere ait
plaklardaki her bir kuyucuga 25'er ul tiire 6zgli anti-species
biotinylate konuldu. Uzeri kapali halde oda isisinda 1 saat
inklibasyona birakildi. Stire sonunda plaklar dokilerek yika-
ma sollisyonu ile 3 kez yikandi. Takiben kuyucuklara 25%er
pl avidin peroxidase conjugate konularak tizeri kapali halde
30 dk. oda isisinda inkiibasyona birakildi ve siire sonunda
kuyucuklar yikama sollisyonuyla 6 kez yikandi. Daha sonra
kuyucuklara taze hazirlanmig ABTS soltisyonundan 50’ser pl
konularak Gzerleri kapatildi ve 30 dk. oda sicakliginda bek-
letildi. inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 50’ser ul stop
sollisyonu ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi 4.

Hesaplama ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Olciim islemi icin 450 nm dalga boyunda absorbans
degerlerine programlanmis ELISA okuyucusu (ELX 800
Absorbance Mikroplate Reader, Bio-Tek Inst., Inc.) kullanildi.
Deneyde uygulanan negatif kontrollerin (2. ve 3. kuyucuk)
absorbans degerlerinin toplami negatif kontrollerin sayisina
boliindii ve cikan sonucg F dederiolan 2.5 ile carpilarak Cut-
off degeri bulundu. Numunelerin absorbans degerleri Cut-off
degeri ile kiyaslandi. Cut-off degerine esit ve daha yliksek ab-
sorbans degerine sahip drnekler pozitif olarak kabul edildi %*.

BULGULAR

Galismamizda kullanilan et ve et Urlinli 6rneklerinde
ELISA, AGID ve Uhlenhuth presipitasyon halka metodu ile
elde edilen sonuglar Tablo 1'de verilmistir. Negatif sonug veren
tlim ornekler tiketilebilir Grlin olarak kabul edildi. Analizi
yapilan 140 6rnegin 4 (%2.9)'linde at eti tespit edildi. Ana-
lizde kullanilan li¢ ydntemle ayni 6rnekler at eti agisindan
pozitif bulundu. Pozitif sonug veren 6rnekler disindaki tim

Table 1. The detection of different meat species and levels of samples by using three different method

Srrak Ornek ELiSA Agar Jel immiino Diffuzyon | Uhlenhuth Presipitasyon Halka Metodu
ome S At Domuz At Domuz At Domuz
Et 45 (%34.14) 1(%2.22)° - 1(%2.22)° - 1(%2.22)° -
Kiyma 45 (%34.14) 2 (%4.44)° - 2 (%4.44)° - 2 (%4.44)° -
Fermente Sucuk 20 (%14.29)? 1 (%5)° - 1 (%5)° - 1 (%5)° -
Hamburger Kofte 30 (%21.43)? - - - - - -
Toplam 140 (%100) 4 (%2.9) = 4 (%2.9) = 4 (%2.9) =
a: Orneklerin toplam érnek sayisina orani, b: Tespit edilen et tiiriiniin grup icerisindeki orani
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ornekler her li¢ yontemle negatif sonug verdi. Bununla bera-
ber ¢ig hamburger kéftelerinde at eti tespit edilemedi. Tablo
1'de de goriilecegi gibi 6rneklerin hi¢birinde domuz etine
rastlanmadi. Bu ¢alismada ELISA'ya gore daha eski yontem-
ler olan AGID ve Uhlenhuth presipitasyon halka metotlariile
saglanan sonuclar ELISA ile elde edilen sonuglarla uyumlu
bulundu.

TARTISMA ve SONUC

Et ve et Urlinlerinin hangi hayvan turine ait oldugu ilgili
yasal mevzuata uygun olmasi, tiiketici haklari, halk sagligi,
yasal olmayan kazang vediniinanclaragisindan dnem tasi-
maktadir %, Bu kavramlar agisindan tiketilen et ve et Griin(-
nin hangi hayvana ait oldugunun belirlenmesi uzun yillar-
dir arastirilmaktadir.

Turkyillmaz ve ark.'” AGID yontemiyle inceledikleri 121
adet et ve et Grlind 6rnedinden 3 (%2.5)'linde tek tirnakli
eti ve 2 (%1.7)'sinde domuz eti tespit etmislerdir. Turk ve ark."
223 ornekte yaptiklar ¢alisma sonucunda 6rneklerin 16
(%7.1)'sinda domuz eti, 12 (%5.3)'sinde tek tirnakl eti ve 6
(%2.6)'sinda da tek tirnakli-domuz eti karisiminin varligini
tespit etmisleridir. Glinsen ve ark.2® Bursa ve istanbul'dan sag-
ladiklari 410 et ve et Uirlinl 6rneginin 14 (%3.41)'linde ELISA
metodu ile at eti tespit ettiklerini bildirmislerdir. Yapmis
oldugumuz calismada ise 140 6rnegin 4 (%2.86)'linde at
eti tespit edilmistir. Arastirmacilarin yaptiklari calismalarla
bizim elde ettigimiz bulgular arasindaki fark bolgesel dene-
tim agiklarini kot amaclar dogrultusunda kullanan insan-
larin fazla olmasindan kaynaklanabilir.

Ayaz ve ark.”” ELISA metodu ile inceledikleri 9 et 6rnegi-
nin 2 (%22.2)'sinin, 16 kiyma 6rneginin ise 1 (%6.3)'inin farkli
et tlrl icerdigini bildirmislerdir. Yetim ve ark.?® Erzurum ve
Kayseri piyasasindan topladiklari taze ve islenmis toplam 40
et Urlinli PCRile test etmigler ve Grlinlerin higbirinin at, esek
ve domuz tiirlerine ait etleri icermedigini bildirmislerdir.
Galismamizda kullanilan 140 6rnegin higcbirinde domuz eti
tespit etmemis olmamiz arastirmacilarin elde ettigi sonuc-
larla uyum icerisindedir. Bazi arastirmacilarin 21726 yaptik-
lar calismalarda domuz eti bulmus olmalari bunun yanin-
da Yetim ve ark.”® ve bizim yaptigimiz ¢calismada domuz etine
rastlamamis olmamiz ayrica Macedo-Silva ve ark.” piya-
sadan sagladiklar 18 adet sigir hamburger koftesinde (ELISA
yontemi ile) farkli tir hayvan etine rastlamamis olmalar bu
konuda bdlgesel ve hatta Ulkesel farkliliklarin olabilecegini
akla getirmektedir. Hsieh ve ark.*® yaptiklari ¢calismada AGID
ve ELISA metotlari ile ¢ig kiymalarin %15.9'unun, domuz
sosislerinin ise %22.5'inin etikette belirtilenden baska tir
hayvana ait et ihtiva ettigini saptamigslardir. Silvestre 3" ince-
ledigi hamburger kofte numunelerinin %83.3 dizeyinde
belirtilenden farkl tiire ait et icerdigini bildirmistir. Ornek-
lerimizin hi¢birinde domuz etine rastlaniimamasi domuz
yetistiriciliginin cok az olmasindan dolayi domuz eti kaynak-
larina ulagilamadigindan veya Ureticilerin bu konuda at etine
gore daha hassas olmalarindan kaynaklanabilir. Cetin ve

ark.32 istanbul piyasasindan sagladiklari 127 kiyma érnegini
AGID yontemi ile incelediklerini ve bu 6rneklerin hig birin-
de at ve domuz etine rastlamadiklarini belirtmislerdir. Cetin
ve ark.2® yaptiklari bir diger calismada AGID yontemi ile
inceledikleri 102 ¢ig kofte 6rnedinin 7'sinde (%7.84) at +
kanatl eti, 10'unda (%9.80) at eti tespit ettiklerini bunun yani
sira hicbir 6rnekte domuz eti bulunmadigini belirtmislerdir.

Galismamizda kullandigimiz 30 adet hamburger kofte
orneginde at ve domuz etine rastlaniimamistir. Bunun sebe-
binin bu Griiniin daha ¢ok kaliteye 6nem veren, tiiketici geri
bildirimlerini dikkate alan, ulusal capta dagitim yapan mar-
kalasmis firmalar tarafindan Gretiliyor olmasindan kaynak-
landigi distuiniilmektedir.

Mersin ve Adana cevresinde tiiketilmekte olan et ve Uriin-
lerinin bazilarinda at eti varhigi tespit edilmistir. Et ve Griin-
lerinde tiir tayinin yapilmasi, ekonomik, saglik ve inang gibi
faktorler agisindan 6nem tasimaktadir. Etithalatinin yapil-
digi tilkemizde yurtdisindan istenenden farkli hayvanlara ait
etlerinin gelmemesi icin kontrol noktalarinin ve kontrol
edilen drnek sayisinin arttirilmasi gerekmektedir. Et ve et
Urtinlerinin kontrollerinde hizli ve hassas sonug veren ELISA,
PCR gibi yontemler rutin analizlerde tercih edilmelidir. Bu
imkani bulamayan laboratuarlarda AGID ve Uhlenhuth pre-
sipitasyon halka metotlari da kullanilabilir. Helal gida kavra-
minin yayginlastigi ve 6nem kazandigi glinimuizde et tlrd-
niin belirlenmesi talebi artmaktadir. Ozellikle Orta Dogu
pazarina olan islenmis et Grlinleri ihracatindaki rekabet
glclint arttiracak “Helal Gida Sertifikalarn”konusunda da et
tar tayinleri biyik 6nem tasimaktadir.
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