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Amag: Bu calismada Sivas ilinde piyasaya sunulan et liriinle-
rinde farkli yontemler kullanilarak tiir tayinin yapilmasi ve
bu yontemlerin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu ¢alismanin materyalini, Sivas'ta 2014
yilinda 6 farkl satis noktasindan rastgele 6rnekleme yonte-
miyle alinan sucuk, salam, sosis ve kofte drnekleri olusturdu.
Et tirtinlerinde tiir tayininin tespiti Agar Gel Immunodiffusi-
on (AGID), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemleri kullanilarak
yapildi.

Bulgular: Analizde kullanilan AGID, ELISA ve PZR yontemle-
rinde ayni 6rnekler sigir eti yoniinden pozitif bulundu. ELI-
SA sonuglarina gore ii¢ 6rnegin (2 salam ve 1 sucuk) sigir eti
bakimindan negatif oldugu saptandi. PZR sonuglarina gore
ise bu li¢ drneginde icinde oldugu toplam 11 farkli 6rnekte,
kiigiik ruminant (koyun/kegi) kalintisi tespit edildi. Ayrica
farkli 3 6rnekte ise kanath (tavuk) kalintisi tespit edildi. Kul-
lanilan ti¢ yontemde de tiim 6rneklerde domuz, at, karnivor
(kedi) kalintisinin olmadig: gézlendi.

Oneri: Kullanilan {i¢ yontemin birbiri ile uyumlu olmasi
yaninda PZR yonteminin daha hassas oldugu gozlenmistir.
Sivas ilinde yaygin olarak tiiketimi yapilan et iiriinlerinde
istenmeyen tiir kalintilarinin olmamasi; halk sagligi acisin-
dan 6nemli olmakla birlikte, firmalarin giivenilir iirtin sunma
konusundaki hassasiyetleri ve Et ve Et Uriinleri Tebliginin 1
Mart 2013 tarihinden itibaren uygulanmasi ve denetimlerin
yogunlugu ile ilgili olabilir.

Anahtar kelimeler: AGID, ELISA, et iiriinleri, PZR, tiir tayini

Aim: Objective of this study were identification of animal
species in meat products marketed in Sivas province using
different methods and comparison of these methods.

Materials and Methods: Sucuk, salami, sausage, meatball
and braised meat samples were collected for the investiga-
tion from marketed in Sivas province with random samples
methods in 2014. The identification of meat species in meat
products was investigated using Agar Gel Immunodiffusion
(AGID), and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
and Polymerase Chain Reaction (PCR) methods.

Results: All of AGID, ELISA and PCR methods detected posi-
tivity for cattle meat in same samples. Three samples (two
salami and one sucuk) were detected negative for cattle meat
with ELISA. According to the PCR results, total of 11 different
samples together these three samples were detected as small
ruminants (sheep/goat) residues. And there samples were
detected as poultry (chicken) residues. None of the samples
were detected as positive for pig, horse and carnivore (cat)
meats by all three methods.

Conclusions: Besides three methods used being compatible
with each other, the PCR method was found more sensitive.
The absence of residues of unwanted species in meat pro-
ducts which are commonly consumed in Sivas province, it is
important for public health; also sensitivity of companies to
provide reliable products and it may be related with inten-
sity of inspections and applying of Meat and Meat Products
Notification since March 1, 2013.

Keywords: AGID, ELISA, meat products, PCR, species iden-
tification
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Giris

Et; s1g1r, manda, koyun, kegi gibi biiylik ve kiiciikbas hayvan-
lar; tavuk, hindi, kaz, 6rdek, be¢ tavugu gibi evcil kanatl hay-
vanlar ile tavsan ve domuzdan elde edilen, insan tiiketimine
uygun tim pargalar1 ifade etmektedir (Anonim 2012). Et
triinleri baslangicta etin bozulmasini geciktirmek, muhafa-
za siiresini uzatmak, etin bol oldugu zamanlarda ise ete bazi
islemler uygulayarak eti uzun siire saklamak amaci ile yapil-
mistir (Anar 2010). Sucuk, salam ve sosis; liretim yontemi
ve kullanilan hammaddenin yapisi itibariyle taklit ve tagsise
(hileye) oldukga acik olan et tiriinlerdir. Et ve et iiriinlerinin
fiyatlari arttik¢a bu tip karisim tiriinlerde insan saghigini hice
sayarak bir¢ok hile yapilabilmektedir. Uretimde toplumun
tiilketmedigi hayvan etlerinin (at, esek, kedi, kdpek) kullanil-
masi, ¢esitli i¢c organ (akciger, dalak, karaciger, kulak, iskem-
be, deri, bagirsak, kalp, uterus, meme, testis, dil, lenf yumru-
lar1), bag doku bakimindan zengin etlerin (tendo, ligament,
fascia, kikirdak) yiliksek oranda kullanilarak bu iirlinlerin
kaliteli iirtin ad1 altinda satisa sunulmasi, iirtindeki protein
miktarini dengelemek i¢in bitkisel kdkenli proteinlerin kul-
lanilmasi ve son kullanma tarihi ge¢mis iirlinlerin tekrar
homojenizasyon islemi ile yeniden tiiketime sunulmasi gibi
bircok hile uygulanabilmektedir (Giicer ve Govercin 2010,
Arslan 2013).

Farkli hayvan tiirlerine ait etler sucuk, salam, sosis ve kofte
gibi lriinlere katildiklarinda tiiketiciler tarafindan algilan-
masi zordur. Sigir ve koyun etlerine (yap1 ve renk benzerli-
ginden dolay1l) domuz eti karistirilabilmektedir (Sincer ve
ark 2010). Mutlu ve Yurdakul (2006)’un yaptig1 arastirma-
ya gore etlerin bagka etlerle karistirilip tiiketime sunulmasi
gida giivenilirligi konusunda halki endiselendiren konularin
basinda gelmektedir. Et iiriinlerinde kullanilan et tiirlerinin
tanimlamasi ekonomik sebepler, dini faktorler, etiketin dog-
rulanmasi ve haksiz rekabetin dnlenmesi agisindan 6nemli-
dir (Sincer ve ark 2010, ilhak ve Giiran 2015). Basta halk sag-
liginin korunmasi, dini inanislar dogrultusunda tiiketicilerin
aldatilmasinin ve ekonomik yonden haksiz rekabetin dniine
gecilmesi amaciyla uzun yillardan beri tiiketime sunulan et
ve et lirinlerinin hangi hayvan etinden yapildiginin belirlen-
mesi bilim insanlarinin baslica arastirma konularindan biri
olmustur (Ekici ve Akytiz 2003).

Tiiketicilerin aldatilmasinin 6nlenmesi amaciyla gidalarin
kontroliinde, hassas, hizli sonug veren, basit, rutin kullanim-
lara uygun, duyarlilig1 yiliksek, giivenilir ve ayni zamanda
diistik maliyetli yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasina
gereksinim vardir (Tirk ve ark 2005). Et ve et {riinlerinin
ayiriminda duyusal niteliklere, anatomik farkliliklara, histo-
lojik 6zelliklerine, doku ve yaglarin 6zelliklerine ve etlerdeki
glikojen miktarina dayanan yodntemlerin yani sira immu-
nolojik, elektroforetik ve serolojik metotlarin kullanildigi
bildirilmektedir (Hitchock ve Crimes 1985, Ekici ve Akytliz
2003). PZR teknolojisinin gelistirilmesi ile farkl tiirler i¢in
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ruminant, kanatl, balik, domuz, at, karnivor, fare ve si¢can)
et Uriinlerinde tiir tayini yapilabilmesi amaciyla mtDNA,
RFLP, RNA, RAPD, minisatellit, mikrosatellit, real time PZR
gibi farkli markor sistemleri kullanilarak ette tiir tayininin
hizl;, ekonomik ve daha hassas olarak yapilabilmesine imkan
saglamistir (Lahiff ve ark 2001, Tajima ve ark 2002, Krcmar
ve Rencova 2003, Laube ve ark 2003, Dalmasso ve ark 2004,
Toyoda ve ark 2004, Che Man ve ark 2007, {lhak ve Arslan
2007a, 2007b, Martin ve ark 2007, Giingen ve ark 2009, Ce-
rit ve ark 2015). Yiiksek 1siya maruz birakilarak elde edilen
rendering tirlinlerin de dahi PZR yontemi ile tiir tayininin ya-
pilabilecegi gosterilmistir (Kurar ve ark 2012). Ayrica, Agar
Gel Immunodiffusion yontemi (AGID) ve Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (Ayaz ve ark 2006, Giinsen
ve ark 2006, Tirkyillmaz ve Irmak 2008, Tiirkyilmaz ve ark
2009, Yalgin ve Alkan 2012) gibi et tiir tayin yontemleri de
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, Sivas ilinde piyasaya sunulan et lriinlerinde
u¢ farkhi yontem (AGID, ELISA, PZR) kullanilarak tiir tayi-
nin yapilmasi ve yontemlerin birbirleri ile karsilagtirilmasi
amagclanmistir.

Gereg¢ ve Yontem

Calisma materyalini, 4 tanesi Sivas ilinin yerli firmas1 olmak
tizere 6 farkli firmadan rastgele drnekleme yontemiyle topla-
nan sucuk, salam, sosis ve kofteden toplam 17 érnek olustur-
du (Tablo 1). Toplanan numuneler soguk zincir kosullarinda
laboratuvara getirilip en kisa silirede isleme alindi. Calisma
materyalinden 3, 6, 9 ve 15 numarali 6rneklerden tiir tespiti
amaciyla AGID (Anonim 2005), tiim 6rneklerde ise ELISA kiti
(ELISA-TEK™ Cooked Speciation Kits, ELISA Technologies,
Inc. Gainesville, Florida/U.S.A; Anonim 2014) ve PZR yonte-
mi kullanild.

AGID yontemi

Bu yontemde kullanilan kéfte 6rnekleri ¢ig iiriin olup benzer
sekilde 15 numarali sucuk 6rnegi de fermente iirtin olup her-
hangi bir 1s1l isleme tabi tutulmadan kullanildi. Yonteme gore
agar plaginda kuyucuk acilip, kuyucuklardan merkezdeki ku-
yucuga aranacak tiire ait 50-60 pL presipitan serum eklendi.
Etrafindaki kuyucuklara da numune etlere ait maserasyon
swvis1 eklendi. Pozitif kontrol olarak da her tiire ait uygun an-
tijenler kullanildi.

ELISA yontemi

Kitin 96 kuyucuklu plaginin ilk 24 siras1 sig1r, ikinci 24’lik
sirasi kanatly, tictincti 24’1tk siras1 domuz ve doérdiincii 24’1tk
sirasl ise tek tirnakli (at) antikoru ile kaplatilacak sekilde fir-
madan siparis edildi. Analiz kit prosiidiiriine uygun olarak
gerceklestirilip hem gorsel hem de ELISA Reader ile okuna-
rak sonuglar degerlendirildi.

Eurasian ] Vet Sci, 2016, 32, 1, 30-35




Et Girtinlerinde tur tayini

Ozsensoy ve Sahin

Tablo 1. Calismada kullanilan et iiriinleri, firma kodlari, AGID, ELISA ve PZR sonuglari.

Ornek Firma ve Sigir Koyun/Keci Kanath (Tavuk)  Tek Tirnakl (At) Domuz Karnivor (Kedi)
No Ornek AGID/ELISA/PZR  AGID/ELISA/PZR AGID/ELISA/PZR AGID/ELISA/PZR AGID/ELISA/PZR AGID/ELISA/PZR
1 A Sucuk X/+/+ X/X/- X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
2 A Salam X/+/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
3 A Kofte +/+ )+ X/X/- -/-/- -/-/- -/-/- X/X/-
4 B Sucuk X/+/+ X/X/+ X/-/+ X/-/- X/-/- X/X/-
5 B Salam X/-/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
6 B Kofte +/+ )+ X/X/+ -/-/- -/-/- -/-/- X/X/-
7 C Sucuk X/-/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
8 C Salam X/-/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
9 C Kofte +/+ )+ X/X/+ -/-/- -/-/- -/-/- X/X/-
10 D Sucuk X/+/+ X/X/- X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
11 D Sosis X/+/+ X/X/- X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
12 E Sucuk X/+/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
13 E Salam X/+/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
14 E Sosis X/+/+ X/X/+ X/-/- X/-/- X/-/- X/X/-
15 F Sucuk +/+ )+ X/X/- -/-/- -/-/- -/-/- X/X/-
16 F Salam X/+/+ X/X/- X/-/+ X/-/- X/-/- X/X/-
17 F Sosis X/+/+ X/X/+ X/-/+ X/-/- X/-/- X/X/-

X : Yontemin kullanilmadigi 6rnekler.

PZR yontemi

Bu yontemde ise tiim orneklerde fenol/kloroform yonte-
mi kullanilarak DNA izolasyonu yapildi (Sambrook ve ark
1989). DNA izolasyonu sonrasi érnekler sigir, koyun, tavuk,
at, karnivor (kedi), domuz tiirlerine ait spesifik primerler
kullanilarak PZR yontemi ile yiikseltgendi (Tablo 2). Daha
énceki calismada (Ozsensoy ve ark 2010) uygunlugu tespit
edilmis olan PZR profili ve protokolii bu ¢alismada da uygu-
lanarak ytikseltgenen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektro-
forezinde 100 V da 60 dk siire ile ayristirilip 365 nm UV’'de
gorintiilendi.

Bulgular

AGID bulgulan

Calismada ¢ig et iirtinlerinde AGID yontemi ile yapilan anali-
ze gore 6rneklerin tamaminda sigir eti tespit edildi. Ornekle-
rin hicbirinde domuz, at ve kanatl etine rastlanmadi (Tablo
1, Sekil 1).

ELISA bulgulari

ELISA sonucunda 2 adet salam (5 ve 8 nolu 6rnekler) ve 1
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adet sucuk 6rnegi (7 nolu drnek) sigir eti bakimindan negatif
olarak belirlendi. Bu arada drneklerin hi¢cbirinde domuz, at
ve kanatli etine rastlanmadi (Tablo 1, Sekil 2).

PZR bulgulart

Yapilan et liriinlerinde tiir tayini ¢alismasi sonucunda, 3 6r-
nekte (4, 16 ve 17 nolu 6rnekler) kanath eti karisimin oldugu
(Sekil 3), diger tiirlerden ise toplam 11 6rnekte kii¢lik rumi-
nant (koyun veya kegi) karisiminin olabilecegi (Sekil 4), at,
domuz ve karnivor karisiminin ise hi¢cbir 6rnekte olmadigi
tespit edildi. Koyun primeri ile yapilan PZR sonucunda 6r-
neklerin iirlin bantlarinda istenilen band biiyiikliigiinden ve
100 baz giftinden (bg) daha kii¢iik olan nonspesifik bantlar
(primer dimer) gozlendi (Sekil 4).

Tartisma

Calismada kullanilan primerlerin, hangi tiirlerde ¢alisip ¢a-
lismadiginin belirlenmesi amaciyla tiir pozitif 6rnekler ile
PZR yiikseltgenmesine dair agaroz jelde goriintiilenmesi ya-
pildi.

Kullanilan koyun primeri siir 6rneklerinde, sigir primeri-
nin uzunlugundan daha diisiik boyutta bant verdigi i¢in ¢a-
lismada si1g1r disinda koyun pozitif 6rnegi ile birlikte kii¢clik
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Tablo 2. Calismada kullanilan primerler listesi.

Tiir Lokus Ad1 Primer sekansi (5’ -> 3") PZR Uriinii (bg)

Sigir ETH10 F: GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 198-234
R: CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

Koyun OarCP34 F: GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG 111-125
R: GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC

Tavuk MCWO0101 F: GTTTGTTTGCATCTGTAGTCTG 273-279
R: CCATATTCTGTTAGAAAGTAGAG

At Lex33 F: TTTAATCAAAGGATTCAGTTG 155-202
R: TTTCTCTTCAGGTGTCCTC

Domuz S0068 F: AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT 218-242
R: CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC

Kedi INF-G F: AGGAGCATGGACACCATCAAGGAA <100

R: TCAGCTTGAGGAAGTCATCCCGTT

F:ileri Yon, R:GeriYén.

Sekil 1. AGID yonteminde olusan presipitasyon ¢izgileri. Ortadaki kuyucukta
arastirilan tiire 6zgii presipitan serum, Ok yoniine dogru: 1. Kuyucuk 3 nolu
ornek, 2. Kuyucuk 6 nolu drnek, 3. Kuyucuk pozitif kontrol 4. Kuyucuk 9 nolu
ornek, 5. Kuyucuk 15 nolu 6rnek 6. Kuyucuk Negatif kontrol (FTS).

Sekil 2. ELISA sonuglarinin gorsel olarak degerlendirilmesi.

riiminantlarin karisiminin olup olmadiginin arastirilmasi
maksadiyla kullanildi. Diger primerler ise sadece kendi tii-
riinde pozitif bant verdigi, diger tiirlerde ise bant vermedigi
gozlendi.

Et ve et Urlinlerinin serolojik kaliteleri ile ilgili olarak AGID
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda hi¢bir érnekte at
ve domuz karisimi bulunmamisken (Yildiz ve ark 2004, Cetin
ve ark 2010), farkh yontemlerin kullanildig1 bazi ¢alismalar-
da ise diisiik oranda da olsa at (Yal¢in ve Alkan 2012), tek
tirnakli ve domuz etlerinin (Tiirkyillmaz ve ark 2009) varligi-
na rastlanilmistir. Bu ¢calismada ise AGID yontemi ile yapilan
analize gore 6rneklerin tamaminda si81r eti tespit edilirken,
orneklerin hi¢cbirinde domuz, at ve kanatl etine rastlanilma-
di. ELISA yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda, ¢alisilan
orneklerin hicbirinde diger bir et tiiri saptanmamisken (Ma-
cedo-Silva ve ark 2000), bazi ¢alismalarda ise %2.9 (Yalgin
ve Alkan 2012), %15.5 (Tiirkyilmaz ve Irmak 2008), %16.3
(Giingen ve ark 2006), %22 (Ayaz ve ark 2006), %46-63
(Silvestre 1995) oraninda iriinlerin etiket bilgileri ile bag-
dasmayan karisimlar oldugu belirtilmistir. AGID ve ELISA
yontemleri ile ¢ig kiymalarin %15.9’unun, domuz sosis tiriin-
lerinin ise %22.5’inin hileli oldugunu bildirilmistir (Hsieh ve
ark 1996). Yapilan bu calismada ise ELISA yontemi ile yapilan
analizlere gore sadece 3 drnekte si8ir eti bakimindan negatif
olarak saptandj, fakat hi¢bir 6rnek at, domuz veya kanatl ka-
risimina rastlanmadi. Dolayisiyla bu 6rneklerde koyun-kegi
gibi diger kirmizi et karisimi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bir diger ¢alismada ruminant (s1g1ir, koyun ve kegi)
etlerine farkli oranlarda domuz, at, kedi ve kdpek etleri ka-
ristirilmis ve PZR yontemi ile farkli oranlarda tiir karigimi
olan bu et lriinlerinde tiir tayininin daha hizli, kolay ve gii-
venilir sekilde yapilabilecegi (ilhak ve Arslan 2007b) hatta
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Sekil 3. Kanath primeri (MCW0101) kullanilarak yapilan tiir tayini. LD: 100 bg
DNA ladderi, PK: Pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, 1-17: Ornek numaras.

14
muaauaaaaammm&llmm NK

Sekil 4. Koyun primeri (OarCP34) kullanilarak yapilan tiir tayini. LD: 100 bg
DNA ladderi, PK; Pozitif kontrol, NK; negatif kontrol, 1-17: Ornek numaras.

et Uriinlerinde hedef tiirtin DNA'sindan %0.1 ile %0.01 kon-
santrasyonda bulunmasi durumunda bile PZR yontemi ile
tespit edilebilecegi (Krcmar ve Rencova 2003, Kusama ve
ark 2004) belirtilmektedir. Yapilan son ¢alismadan birinde
de Istanbul’da tiikketime sunulan 500 adet ¢ig et {iriinlerinde
(kiyma, lahmacun i¢ malzemesi ve kebap), 9 farkl tiire (s1-
g1, koyun, domuz, at, esek, tavuk, kedi, kdpek, hamambdcegi,
fare ve sinek) ait DNA ornekleri Real-time PZR yontemi ile
arastirilmis ve 52 6rnekte sigir disinda koyun, tavuk ve at
kalintilarina rastlanilmistir (Cerit ve ark 2015). Yapilan bu
calisma kapsaminda da yine et iirlinlerinden 11 6rnekte kii-
¢lik ruminant (koyun veya keci) karisiminin ve 3 6rnekte ise
kanath karisiminin olabilecegi fakat hi¢cbir 6rnekte at, domuz
ve karnivor (kedi) karisimina rastlanmadigi PZR ile tiir tayini
yontemi sonucunda tespit edilmistir. Kanath karisimi olan li¢
ornekten 4 numarali 6rnekte PZR iiriin bandinin zayif olma-
s1 digerlerine gore ¢ok daha az oranda bir karisimin ya da
hata ile bulasmanin s6z konusu olabilecegini gostermektedir.
Sonug olarak et iiriinlerinde DNA temelli yontemler kullani-
larak yapilan calismalarda genel anlamda diger tiirlere ait
kalintilarinda tespitinin yapilabildigi goriilmektedir.

AGID ve ELISA yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada
(Yalgin ve Alkan 2012), iki yontemde de ayni sonucun elde
edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da kullanilan her {i¢ yon-
temle (AGID, ELISA, PZR) ayn1 6rnekler sigir eti agisindan po-
zitif bulundu. Pozitif sonug veren 6rnekler her ti¢ yontemle
domuz, at ve kanatli eti yoniinden negatif sonug verdi. ELISA
yonteminde sigir yoniinden 3 6rnek negatif bulundu. PZR ile
yapilan koyun primeri sonucunda ise bu 3 6rnegi de iceren
11 6rnekte kiigiik ruminant karisiminin oldugu tespit edildi.
Calismada kullanilan 3 yontemde de diger tiirlerde herhangi
bir karisim olmadig tespit edildi. Bu sonuglara gore AGID ve
ELISA ile elde edilen sonucun PZR islemi sonucunda da bu-
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lunmus olmasi yontemlerin glivenilirligini vermekle birlikte
PZR yonteminin diger yontemlere gore daha hassas oldugu-
nu gostermektedir. Et ve et liriinlerinde tiir tayini amaciyla
PZR yonteminde tiir spesifik, mtDNA ve rRNA y6niinden pri-
merler kullanilmasinin yaninda Real Time PZR yontemi de
kullanilarak yeni ¢alismalar yapilabilir.

Oneri

Sivas ilinde yaygin olarak tiiketimi yapilan et iirlinlerinde
istenmeyen tiir kalintilarinin olmamasi; halk saglig1 agisin-
dan 6nemli olmakla birlikte firmalarin giivenilir iriin sunma
konusundaki hassasiyetleri ve Et ve Et Uriinleri Tebliginin 1
Mart 2013 tarihinden itibaren uygulanmasi ve denetimlerin
yogunlugu ile ilgili olabilir.
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