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Detection of Different Meat Species in Raw Meat and Cooked Meat
Products Using ELISA Technique

Summary:

Detection of species in meat and meat products is important for consumers. In this study, a total of
410 random samples of meat and meat product samples (65 minced meat, 35 meatball dough 50 sausage
dough, 125 Turkish sucuk, 75 salami, 60 sausage), which were collected from Bursa and Istanbul Markets in
2004 and 2005, were analysed. Cattle meat was detected in all 410 samples, chicken meat and horse meat
were detected in 85 (20.7 %) and 14 (4.3 %) samples, respectively. It was determined that given information
of 67 (16.3 %) of 410 samples were not in line with labels and 79 (19.2 %) of 410 samples were found fraud.
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Ozet: Et ve et iiriinlerinde kullamlan et tiirlerinin tespiti tiiketiciler igin nem tagimaktadir.
Arastirmada Bursa ve Istanbul bolgesindeki cesitli satis noktalanindan 2004-2005 yih igerisinde tesadiifi
drnekleme yoluyla temin edilen 410 et ve et iiriinii (65 hazir kiyma, 35 kofte hamuru, 50 sucuk hamuru, 125
sucuk, 75 salam 60 sosis ) analiz edilmistir. Analiz edilen 410 adet numunenin tiimiinde (% 100) si&ir eti, 85
adedinde (% 20.7) tavuk eti, 14 adedinde (% 4.3) at eti tespit edilmistir. Incelenen 410 numuneye ait etiket
bilgilerinin, 67 &rnek (% 16.3) icin etiket iizerinde verilen bilgiler ile uyumlu olmadig: belirlenerek, toplam 79
adet (% 19.2) 6rnegin hileli oldugu sonucuna varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Cig et ve kangimlan, Is1 islemi g6rmiis et iirtinleri, ELISA, Tiir tespiti

Giris
Et. evcil ruminantlar, kanathlar, tavsan ve domuzdan elde edilen insan

tiketimine uygun tiim pargalari ifade etmektedir (3). Ozellikle viicut tarafindan
sentezlenemeyen eksojen aminoasitleri biinyesinde bol miktarda bulundurmasi, ek

" Gida Kontrol ve Merkez Aragtirma Enstitiisti, 16036 Hiirriyet, Bursa
** Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, 34320 Avcilar,
Istanbul



46 Ugur GULSEN - Ali AYDIN - Banu BILGE OVALI - Yasemin COSKUN

olarak Fe, P, Zn, Cu gibi mineral maddeler ile Vitamin By, gibi vitaminler ve yag
icermesi nedeniyle, beslenme agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (27).

Et iiriinleri icerisinde yer alan et tiirlerinin tespiti; diisiik degerli istenmeyen et
ve sakatatlanin karistinlmas: ile ahlaki ve ekonomik yonden haksiz rekabet
olusmasindan, diger taraftan dini inanglari doZrultusunda bazi hayvanlara ait etleri
tilketmeyen insanlarin aldatilmasindan 6tiirii, tiiketiciler acisindan biiyitk bir éneme
sahiptir (5, 7, 13).

Ulkemizde ve diinyanin diger bolgelerinde, et ve et iiriinlerine diisiik degerli et
kisimlarinin ilavesi ya da farkli hayvanlara ait etlerin hileli olarak katilmis oldugunu
bildiren ¢ok sayida arastirma mevcuttur (6, 14, 16, 26). Giiniimiizde etlerde tiir tespitini
yapmak amaciyla organoleptik analize dayanan sensorik analizler, kil yapilarina
dayanan anatomik ayrnim, yag dokunun fiziksel Ozellikleri vb. gibi histolojik
yontemlerin yaninda sarkoplazmik proteinlerin elektroforetik yapt analizi (17), DNA
hybridizasyon (10) ve PCR teknigi (5) ile immunoenzimatik yontemler (ELISA) (14)
yogun olarak kullanilmaktadir.

ELISA gibi immunoenzimatik yontemler hassas, spesifik, basit ve hizli metodlar
olmalarindan dolay: tiir tespitinde tercih edilmektedir (13, 22, 23). ELISA teknigi, hileli
hazirlanmig taze et karigimlari (14) ile 1s1l islem g&rmiis et tirtinlerinin tiir tespiti igin
etkili bir metod olarak da bildirilmektedir (1).

ELISA teknigi ile et tiirlerinin ayirt edilmesinde, tire Ozgii poliklonal ve
monoklonal olmak iizere iki tip antikor kullanilmaktadir. Bunlardan monoklonal
antikorlar tiir tespitlerinde, homojen antikor populasyonuna sahip olmalar1 (18)
spesifiteleri, umumi olarak kullanilmalari, tamimlanmig biyolojik aktiviteleri ve maliyeti
diigiirmeleri nedeniyle tercih edilmektedirler (8, 21).

Bu ¢alismada, Bursa ve Istanbul bolgesinden temin edilen cesitli ¢ig et ve et
karisimu ile 1s1] islem gdrmis et Uriinlerinde, tavuk, sigir, domuz ve at eti varhZinin,
monoklonal antikor sandvig (Mab sandwich) ELISA metodu kullanilarak tespiti
amaclanmis ve Grneklerin ilgili standartlara uygunlugu incelenmistir.

Materyal ve Metot

Aragtirmada, Bursa ve Istanbul bolgesindeki gesitli satis noktalarindan (kasap,
siipermarket, sarkiiteri vb.) 2004 - 2005 yil icerisinde tesadiifi 6rnekleme yoluyla temin
edilen et (65 adet hazir kiyma) ve karigimlari (35 adet kofte hamuru, 50 adet sucuk
hamuru) ile sucuk (125 adet), salam (75 adet) ve sosis (60 adet) gibi et liriinlerinden
olusan toplam 410 adet numune soguk zincir altinda laboratuvara getirilmis ve en kisa
sirede analize tabi tutulmustur. Et ve et driinlerinde tiir tespiti ELISA yontemi
kullanilarak TS 12191 (2) standard: dogrultusunda gerc¢eklestirilmistir.
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Cig ve 1st iglemi gormis et uriinlerinde tir tespitleri, Biokits (pismis) tir
identifikasyon  kiti  (Tepnel Biosystems Limited, England) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Orneklerin Hazirlanmas :

Kiciik pargalar haline getirilen ¢ig ya da 151 islemi gormiis et ve et iriini
numunelerinden 25 g alinarak blendera (Warring blender) USA konulmus ve 6rneklerin
tizerine 225 ml fizyolojik tuzlu su ilave edilmistir. Ornekler 1 - 2 dakika kadar
blenderde homojen hale getirilmistir. Daha sonra siizge¢ kagidindan (Whatman No: 4)
gegirilen numuneler su banyosunda (95 - 100 °C), 15 = 1 dakika siire 1s1 islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen siiziintii tekrar filtre kagidindan (Whatman No: 4) siiziilmis ve
ornekler tiplere alinmustir.

Test Prosediirii :

Sogukta muhafaza edilen (2 - 8°C) kit ve reaktifler kullamm oncesi oda
sicakligina getirildikten sonra her hayvan tiirii i¢in stripteki kuyucuklardan 1 adet pozitif
kontrol, 2 adet negatif kontrol kuyucugu aynlmistir. Pozitif kuyucuga 100 pl pozitif
kontrol, negatif kuyucuklara da diger pozitif kontrollerden 100 ul konulmustur. Geri
kalan kuyucuklara ¢rnek siiziintiilerinden 100 pl konularak plaklar oda sicakliginda (18
— 23 °C) 60 dakika bekletilmis, siire sonunda plaklar dokiilmis ve diliie edilmis yikama
cozeltisi (Tris buffered saline) ile 3 kez yikanmustir. Daha sonra plak kuyucuklarina 50
pl tiire ait spesifik antiserum (Anti-species Biotinylate) pipetlenmis ve plak 60 dakika
siire ile oda sicakliinda muhafaza edilmistir. Plaka dokiilerek tekrar, diliie edilmis
yikama cozeltisi ile 3 kez yikanmustir. Bu kez kuyucuklara 50 ul konjugat (Avidin
Peroxidase) ilave edilerek hafif¢e calkalanmg ve plak tekrar 30 dakika oda sicaklifinda
bekletilmistir. Siire sonunda plak ters gevrilmis ve yikama soliisyonu ile 5 kez yikama
islemini miiteakip ve plak kurutulmustur. islem sonrasi kuyucuklara, hazirlanms
substrat (ABTS Concentrate (2.2°azino-D-i-(3-ethylbenzt azoline sulphonic acid)’nin
1:24 oraninda Peroxyde citrate buffer ile diliisyonu sonucu elde edilen Working ABTS
soliisyonu) soliisyonundan 100 pl ilave edilmistir. Daha sonra tiim kuyucuklara stop
gozeltiden (%1.5'lik sodium fluoride) 50 pl ilave edilerek reaksiyon durdurularak
ELISA okuyucusunda (ELX 800, Bio-tek Inst., USA) ortalama 414 nm (405-420 nm)
dalga boyunda absorbans degerleri 6lciilmiistiir.

Hesaplama ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Deneyde uygulanan negatif kontrollerin absorbans degerlerinin toplam: negatif
kontrollerin sayisina boliinmekte ve ¢ikan sonu¢ F degeri (2.5) ile carpilarak Cut-off
degeri bulunmaktadir. Numunelerin absorbans degerleri Cut-off degeri ile
kiyaslanmaktadir. Cut-off degerine esit ve daha yiiksek absorbans degerine sahip
ornekler pozitif olarak tespit edilmektedir.
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Bulgular

Arastirmada ¢esitli satis noktalardan temin edilen ¢ig et ve karisimlart ile 1s1
islemi gérmiis et Uriinlerinden yapilan analizler neticesinde elde edilen sonuglar Tablo
1’de goriilmektedir.

Analiz edilen 410 adet numunenin tiimiinde (% 100) si8ir eti, 85 adedinde (%
20.7) tavuk eti, 14 adedinde (% 4.3) at eti tespit edilmistir. Domuz eti 6rneklerin
hichirinde ~ saptanmamistir.  Incelenen 410 numuneye ait etiket bilgileri
degerlendirildiginde, toplam 67 ¢rnegin (% 16.3), iizerinde bulunan etiket bilgilerinden
farkli hayvan tiiriine ait et icerdifi saptanmus, belirlenen bu 6rneklere ilave olarak
etiketlerde varhigi bildirilmemis hayvan tiirlerini de iceren toplam 79 adet (% 19.2)
numunenin hileli oldugu belirlenmistir.

Tablo 1: Orneklerde saptanan farkl: et tiirleri ve diizeyleri
Table 1 : The detection of different meat species and levels of samples

Numune | Saptanan | Saptanan | Saptanan | Saptanan | Etiketten Hileli
Numune Sayis1 Sifar Eti Tavuk At Domuz Farkh Numune
Cesidi (n) Sayisi ve Eti Eti Eti Numune Sayis: ve
(%) Sayist ve Sayisive | Sayisi ve Sayis1 ve (%)
Degerleri (%) (%) (%) (%) Degerleri
Degerleri | Degerleri | Deferleri | Degerleri
Hazir 65 65 5 1 - 5 6
kiyma (100) (1.7 (1.5) (7.7 (9.2)
Kofte 35 35 - 2 - 2 2
hamuru (100) (5.7) (5.7) (5.7)
Sucuk 50 50 11 1 - 11 12
Hamuru (100) (22.0) (2.0) (22.0) (24)
Sucuk 125 125 58 10 - 38 48
(100) (46.4) (8.0) (30.4) (38.4)
Salam 75 75 3 - - 3 3
(100) (4.0) (4.0) (4.0)
Sosis 60 60 8 - z 8
(100) (13.3) (13.3) (13.3)
Toplam 410 410 85 14 - 67 79

Tartisma

Etlerde ve et iiriinlerinde kullanilan et tirlerinin belirlenmesi, s6z konusu gida
maddelerinin hem ilgili gida standartlarina uygunlugu, hem de tiiketici haklarinin
korunmasi bakimindan 6nem tasimaktadir (24).
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Amerika'da yapilan bir aragtirmada ¢ig kiymalarin % 15.9’unun hileli oldugu
bildirilmistir (15). Ankara’da yapilan arastirmada ise 9 adet parga et ile 16 adet kiyma
kofte drneginin, sirasiyla % 22.2 (2 adet) ve % 6.3’tintin (1 adet) farkl et tiirli icerdigi
saptanmustir (6). Silvestre (26) ¢ig kiyma ve hamburger numunelerinin sirasiyla % 46.4
ve % 83.3 diizeyinde bir veya birden fazla tiire ait et icerdigini belirlemigtir. Konu ile
ilgili yapilan diger bir arastirmada Alabama (Amerika)’da satisa sunulan domuz kiymasi
orneklerinin % 90’inda hileli olarak kanath eti tespit edilmistir (14). Buna karsin
Macedo-Silva ve ark. (19) Brezilya'da piyasadan temin edilen 18 adet sigir, 18 adet
tavuk ve 3 adet domuz hamburger 6rneginde ELISA yontemi ile tiir tayini yapmslar
hicbir drnekte farkli bir et tiirii saptamamiglardir. Buna gore ¢ig et ve et kanigimlarinda
tiir tespitine yonelik arastirmalar iilkelere gore onemli degisimler gosterebilmekte, bazi
cahsmalarda farkl et tiirti oram % 80-90 diizeyine ulasirken bazi ¢alismalarda bu diizey
% 6.3 ve hatta sifir olabilmektedir. Bu durum orneklerin temin edildifi sati
noktalarinin bulundugu mevki ve drneklerin satis fiyatlari, ayni zamanda satisa sunulan
noktalara yapilan denetimlerin yogunlugu ile iliskili olabilir.

Isil islem gérmiis et triinleri ile ilgili yapilan caligmalarda, Hsieh ve ark. (15)
Amerika’da (Florida) incelemis olduklart domuz sosis tiriinlerinin % 22.5’inin hileli
oldugunu bildirmis, Silvestre (26) ise analiz ettigi sosis numunelerinin % 63.6’sinda bir
veya daha fazla farkl: tiire ait et oldugunu saptamigtir. Alabama’da yapilan aragtirmada
domuz sosis drneklerinin % 54°iine kanatl eti karistinldig: tespit edilmistir (14). Konu
ile ilgili dier bir calismada arastirmacilar, incelemis olduklar: sucuk Orneklerinin %
39.2’sinin, salam ¢rneklerinin % 35.7 sinin ve sosis drneklerinin ise % 27.2’sinin farkl
et tiirii igerdiZini saptamslardir (6).

Calismamizda etikete gore farklilik gésteren numunelerde yabanci et tiirii olarak
en ok tavuk etinin kullamldid1 goriilmektedir. Benzer sonug dier aragtiricilar
tarafindan da bildirilmektedir (6, 14, 15). Memeli hayvan etlerine gtre daha diisiik
diizeyde kolestrol ve doymus yag iceren kanathh etlerine ragbet tiim diinyada
artmaktadir. Buna bagli olarak elde edilmesi difer hayvanlara gore daha ekonomik ve
kolay olan kanatli etlerinde tiretim fazlas: olusabilmekte, kemiksiz hale getirilmis
kanatli etlerinin parca ya da kiyilmig memeli hayvan etlerine ilave olasiligi
yiikselmektedir (25).

ELISA teknigi ile tiire Ozgii monoklonal ya da poliklonal antikorlarin
kullanimina bagl olarak ¢apraz reaksiyon gibi nedenlerden otiirii farkl sonuclar ortaya
¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlar hem albumin gibi kan proteinlerini (28) hem de
kasta bulunan ¢oziinebilir proteinleri (20) yakalama egilimindedir. Bununla birlikte
arastirmacilar poliklonal antikorlarin de@isken afiniteye sahip olduklarini ve diger
tirlerden olabilecek c¢apraz reaksiyon ihtimalinin yiiksek oldugunu (11) ve gapraz
reaksiyonu onlemek igin ilave saflastirma islemine ihtiyag gostermelerini (1, 16, 28)
onemli dezavantaj olarak bildirmektedir. Buna karsin giiniimiizde monoklonal
antikorlarin tiir tespitinde kullamilmas: daha c¢ok ragbet gérmektedir (12, 21). Chen ve
ark. (9) monoklonal antikor indirekt ELISA yontemi kullanarak ¢ig ve 1s1 islemi gérmiis
tavuk iiriinlerinden domuz eti varlif1 tespit diizeyini %1 olarak bildirmislerdir. Aym
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arastirmacilar monoklonal antikorlarin baglanma 6zellikleri ile her ELISA ydnteminde
optimize edilebileceklerini ve diisiik tespit limitleri ile giivenilir ve en iyi diizeyde
analizin gerceklestirilebilecegini bildirmislerdir. Benzer sekilde arastirmamizda
monoklonal sandvi¢ ELISA yontemi kullanmilmistir. Cig et ve et iiriinleri tespitinin
yapildig1 kitlerde sigir, domuz ve kanatlilar igin tespit limiti < %1 olarak
bildirilmektedir (4).

Sonug¢ olarak ¢ig et ve 1sil islemi gormiis et iriinlerinde tir tayini, basta
tiketiciler olmak t{izere birgok agidan biiyiik onem tasimaktadir. Uygun olmayan
tiriinlerin tespiti i¢in kontrollerin siirekli ve giincel metodlar ile hizli bir bicimde
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu amagla immunoenzimatik ve molekiiler yontemler
on plana ¢ikmakta; pratik, hizli sonug veren, hassas ve uygulama igin profesyonel ekibe
ihtiyag gostermemesinden &tirii ELISA yontemi rutin analizlerde tercih sebebi olarak
goriilmektedir.
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