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Özet: Et ürünlerine hile amacıyla yabancı hayvan etlerinin katılması eskiden olduğu gibi günümüzde de önemli bir so-
rundur. Bu çalışmada hayvansal ürünlerimiz içerisinde en çok üretim payına sahip Türk fermente sucuklarında olası at
ve domuz eti karıştırılarak yapılacak hilelerin deneysel olarak varlığının tespiti ve karıştırılabilecek miktarların belirlen-
mesi amaçlanmıştır. Çalışmada teknik olarak, et orijinlerinin yada et ürünlerine katılan yabancı hayvan etlerinin tespitin-
de son yıllarda pek çok ülkede duyarlı, hızlı, ucuz ve pratik metotlardan biri olan Enzim Linked Immuno Assay (ELISA)
test kullanılmıştır. ELISA testi için gerekli olan türe özgü monospesifik antiserumlar affinite kromatografi yöntemiyle
saflaştırılmıştır. Deneysel yürütülen bu çalışmada, sığır etine % 1, 3, 5, 10 ve 15 oranlarında at ve domuz eti karıştırıla-
rak yapılmış Fermente Türk Sucuklarında, indirekt kompetatif ELISA ile at ve domuz etinin 10 mg gr -1’lık karışımlar
tespit edilmiştir. Saf at ve domuz albüminleri ile yapılan deneylerde ise duyarlılığın 2 µg ml -1 olduğu bulunmuştur.

Anahtar Kelimeler: At eti, domuz eti , ELISA, et orijin, identifikasyon, sığır eti

Determination of Meat Origins in Turkish Fermented Sausage Using Indirect Competitive ELISA

Summary: Mixing meat products with other animal meats as fraud is an important problem today as it was in the past.
The purpose of this study was to determine the origin of meats mixed with pork or horse meats as fraud and their
possible mixing rate in Turkish fermented sausages. In this study as technique, in recent years, the origin of meat and
meat products mixed with other animal meats has been determined, in many countries, using Enzyme Linked Immune
Assay (ELISA) which was a sensitive, quick, cheap and practical method. Mono-specific antibodies for each species
required for the ELISA test, were purified using affinity chromatography method. In this experimental study, Turkish
fermented sausage was prepared with beef containing 1%, 3%, 5%, 10% and 15% pork or horse meat and 10 mg g -1

mixture of pork or horse meats were detected in the sausage using competitive indirect ELISA (CI-ELISA).
Furthermore the sensitivity of the test for pure pig or horse albumin’s was found to be 2 μg ml-1.
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Giriş

Et ve ürünlerinin, kalitesiz ucuz etler kullanılarak
hileli üretimleri eskiden olduğu gibi günümüzde de
çoğu ülkede gıda kontrol hizmetlerinde problem
olan ve halk sağlığını tehdit eden önemli sorunlar-
dan birisidir (10). Bu sorun sosyal etik (bireysel,
yöresel, dini, etnik) ve yasal açıdan da oldukça
önemlidir. Etlerin orijinlerini yada et ürünlerine katı-
lan yabancı hayvan etlerinin tespiti, immünolojik
(2, 4, 5) elektroforetik (15,18,19), kromatografik
(27) ve RIA (12) gibi pek çok metot kullanılmakta-
dır. Son yıllarda etlerin identifikasyonunda daha
duyarlı, hızlı, ucuz ve pratik olan Enzim Linked
Immuno Assay (ELISA) tekniği (3, 7, 8, 11, 12, 13,
23, 24, 26, 28, 29) yaygın olarak kullanılmaya baş-
lamıştır. Etlerin identifikasyonun da ELISA, ilk defa
1982 yılında ilk kez Whitthaker and ark. (28, 29)
Kangethe ve ark. (17) tarafından kullanılmıştır.

Kangethe ve ark. (17) etlerin ayırt edilmesinde
indirekt ELISA'yı kullanarak sığır, at, koyun ve do-
muz etlerinin identifikasyonunu yapmışlar ve %
3'lük karışımları ayırt ettiklerini bildirmişlerdir. Aynı
yıl Whittaker ve ark.(28), ELISA ile çiğ etlerin ayrı-
mında sığır, koyun, kanguru, at, deve, domuz etleri
üzerine çalışmışlar ve % 10’nun altındaki karışım-
ların tespit edilebileceğini bildirmişlerdir. Bir yıl
sonra Patterson ve Spencer (25), yaptıkları çalış-
malarında at eti içerisinde eşek, koyun eti içerisin-
de keçi etini % 0,1 oranında, dana eti içerisinde
bufalo etini % 1 oranında ayırt ettiklerini bildirmiş-
lerdir.

Et türlerinin orijinlerinin belirlenmesinde ELISA'nın
farklı teknikleri üzerinde yapılan çalışmalarda (3,7,
14, 20, 21, 26) double sandwich ELISA tekniğini
kullanan Jones ve Patterson (14) dana eti içerisin-
de % 1-3 oranındaki domuz etini, Patterson ve ark.
(26) ise işlenmemiş etlerde at, kanguru, domuz,
deve, bufalo, koyun vb. türlerin ayrımında, % 1'
den daha az karışımları tesbit ettiklerini bildirmiş-
lerdir. Ayob ve ark. (3) indirek kompetatif ELISA ve
direkt nonkompetatif ELISA'nın, Dinçer ve ark. (7)
ise kompetatif ve indirekt ELISA'yı karşılaştırılma-
sını ve et ürünlerinde kürleme ve pişirmenin
ELISA'ya etkisini incelemişlerdir.
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Gereç ve Yöntem

Materyal olarak, içerisinde % 1, 3, 5, 10 ve 15
oranlarında at ve domuz eti karıştırarak yapmış
olduğumuz deneysel Türk fermente sucuklar (6)
kullanıldı. Sucuklarda kullanılan domuz eti; Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalına muayene
için getirilen yabani domuz etlerinden, at eti; pato-
loji kürsümüzün otopsi salonundan, sığır eti; Altın-
dağ Belediyesi Et Satış Merkezinden temin edildi.
Her bir karışım için 0,5'er kg sucuk hamuru hazır-
lanmış ve sucuk yapımı iki kez tekrar edildi.

Antiserumların elde edilmesi: ELISA'da kullanı-
lan antiserumlar tarafımızca deney hayvanlarından
elde edildi. Türe özgü domuz, at ve sığır
antiserumların üretimi, Ayob ve ark. (3), Herbert
(9), Minden ve Fair'in (22) önerilerine göre yapıldı.
Antiserum elde etmek için ikişerli üç grup şeklinde
oluşturulan tavşanların (Beyaz Yeni Zelanda, 14
haftalık) birinci grubundakilere 5’er mg domuz
(Sigma A2764), ikinci grubundakilere 5’er mg at
(Sigma A9888), üçüncü grubundakilere 5’er mg
sığır antijeni (Sigma A8022), 0,5 ml emülsifiye [0,5
M NaCl ve Freund's complete adjuvant (Sigma
F5881) (1/1, v/v)] içerisinde intramuskular olarak
enjekte edildi. İmmunizasyona 4. 8. ve 12. hafta-
larda aynı işlemler tekrarlanarak devam edildi. Son
enjeksiyondan sonra yeterli düzeyde antikor oluş-
ması beklendikten sonra tavşanların kanları
intrakardial olarak alınıp, serumları ayrıştırıldı. Ay-
rılan serumlar 2500 x g. devirde +4° C de 30 daki-
ka santrifüj edildi ve serumun üst kısmı tüplere
alınarak -20° C de depolandı.

Antiserumların saflaştırılması: Elde edilen
antiserumlar CNBr aktiveli sepharoz 4B’nin kulla-
nıldığı affinite kromatografiyle (1,16) saflaştırıldı.
Bunun için firmanın CNBr-aktiveli sefaroz 4B pros-
pektüsünde belirttiği şekilde hazırlanan domuz, at
ve sığır antijenleriyle birleştirilmiş CNBr- sefaroz
4B (Pharmacia) jel süspansiyonları ayrı ayrı kolon-
lara (Pharmacia 19-5002-01 Column C 10/20) dol-
durulup +4° C de bir gece bekletildi. Önce domuz
antiserumunu saflaştırmak için at ve sığır albümin-
leri içeren kolonlar birbirine tubinglerle seri paralel
olarak bağlandı. Domuz antiserumundan 4 ml ilk
kolonun üstünde bulunan reservuara konarak
peristaltik pompa 15 ml/saat hızla çalıştırılıp, 48
saat sirkülasyona tabi tutuldu. Domuz antiserumu
daha sonra, kendi antijenini içeren kolona aktarıldı
ve 24 saat da burada sirkülasyonu yapıldı. Sonra
Glisin-HCl (pH:2,5) solüsyonu kolona ilave edilerek
birleşmiş olan antijen-antikor kompleksinden do-
muz antikorları ayrıştırılarak serumlar kolektör ara-
cılığıyla (UV-1 Monitör 280nm Pharmacia) tüplere
toplandı. Bu domuz antikorlarını içeren ekstrakt

diyaliz torbasına konup +4° C de bir gece diyalize
bırakıldı. Sonra ekstrakt +4°C de 3000 x g. devirde
5 dakika santrifüj edildi. Üste kalan tortusuz berrak
kısım ELISA'da kullanılmak üzere -20° C de depo-
landı. Depolanmadan önce antiserumun titresi
indirek ELISA ile saptandı. At ve sığır
antiserumlarının da saflaştırılması aynı şekilde
yapıldı. Çalışmada türler arasında kross reaksi-
yonlarının olup olmadığını tespit etmek için sığır,
at ve domuz antijenleri heterolog antiserumlarla
karşılaştırılarak ELISA'da OD değerleri ölçüldü.

Numune ekstraktlarının hazırlanması: ELISA
testi için sucuk numunesi ekstraktları Patterson ve
ark. (26), bildirdiği şekilde hazırlandı. İki ayrı parti
halinde yapılmış deneysel sucuklardan her bir ya-
pım için 3 ayrı sucuk örneği analize alındı. Her
örnekten 20 gr alınarak 80 ml PBS (pH:7,2, 0,01 M
Na2HPO4, 0,01 M NaH2PO4, 0,15 M NaCl) içerisin-
de homojenize edildikten sonra 3000 x g. 30 daki-
ka santrifüj edildi. Daha sonra ekstraktın üst kısmı
Whatman No: 3 filtre kağıdından süzülerek yağla-
rından ve kaba partiküllerinden uzaklaştırıldı. Bu
numune ekstrakları ELISA'da kullanılmak üzere -
20° C de depolandı. Bu ekstraktlar, standart anti-
jenlerle test edilerek reaksiyon veren minimum
dilusyonları hesaplandı 1:10-1:40 arasındaki
dilusyonların uygun aralıklar olduğu saptandı.

İndirekt kompetatif ELISA testinin yapılışı:
Ayob ve ark. (3), önerdiği indirekt kompetatif
ELISA tekniği kullanıldı. Kaplayıcı tamponda [ pH:
9,6, (0,05 M NaHCO3, 0,05 M Na2CO3) ] hazırlan-
mış at ve domuz antijenlerinden mikrotitrasyon
plakalarının (U form polystyrene, Dynatec Typ 24
A) oyuklarına 375 µl kondu ve oda ısısında 3 saat
inkubasyona bırakıldı. İnkubasyondan sonra plaka
boşaltılarak kaplayıcı tampon ile üç kez yıkanıp
kurutuldu. Daha sonra 10 mg ml-1 yağsız süttozu
içeren solüsyondan 375 µl bütün oyuklara konarak
30 dakika oda ısısında inkubasyona bırakıldı.
İnkubasyondan sonra mikroplakalar boşaltıp kuru-
tularak teste hazır hale getirildi. PBST [ pH: 7,2
(0,01 M Na2HPO4, 0,01 M NaH2PO4, 0,15 M
NaCl) ] ile ikili dilusyonları hazırlanmış test örnek-
lerinden (1:20 ve 1:40’lık dilusyonları) ve aranan
hayvan etine özgü monospesifik serumdan (sığır
antiserumu için 1:100, at antiserumu için 1:500,
domuz antiserumu için 1:200) her oyuğa 50’şer µl
kondu. Plakanın ilk 8 oyuğuna (çift paralel olarak)
ise numunelerin yerine aranan hayvan türüne ait
standart antijenin onlu dilusyonları (0, 0,01µg,
0,1µg, 1µg, 10µg, 100µg, 1mg,10mg) ve üzerine
kendisine özgü antiserumdan 50’şer µl kondu.
Oda ısısında 10 dakika inkubasyona bırakıldı.
İnkubasyondan sonra PBST ile yıkandı ve kurutul-
du. 1:1000 titreli konjugattan (Sigma-8275) plaka-

nın oyuklarına 100’er µl konarak 10 dakika inkube
edildi ve sonunda plaka boşaltılıp yine PBST ile
yıkanıp kurutuldu. Substrat solüsyonundan (Sigma
P 1526) plakanın oyuklarına 100’er µl kondu ve 10
dakika oda ısısında inkube edildi. Yüzde 12,5’luk
H2SO4 solüsyonundan 50'şer µl oyuklara konarak
reaksiyon durduruldu. ELISA okuyucusu ile
(Titertek Multiscan Plus) 492 nanometrede plaka-
da oluşan rengin OD ölçüldü.

Verilerin değerlendirilmesi: Testlerle birlikte,
numunelerdeki karışımların varlığını ve miktarları-
nın saptanmasında yararlanılacak standart eğrinin
oluşturmak için standart olarak kullanılan at ve
domuz albüminlerinden elde edilen OD değerleri
(Tablo 1), Kangethe ve ark. (17), önerdiği şekilde
Y = a + bxlog/b formülüyle doğru grafikleri hazırlan-
dı. Buradaki 'x' değerleri xlog = a-y/b formülü ile
hesaplandı. Plaktaki minimum (+) standart OD
değerlerin ortalaması alınıp 2 ile çarpılarak
“pozitiflik sınır değeri” bulunup, bu değeri geçen
serumlar (+) kabul edildi.  Elde edilen veriler
Hewlet Packard software programı ile değerlendiri-
lerek t testi ile analiz edildi.

Bulgular

Fermente Türk Sucukları içerisine % 1, 3, 5, 10 ve
15 oranlarında at ve domuz eti karıştırarak yapılan
sucukların ELISA testi sonucunda numune
dilüsyonlarında okunan  OD değerlerinin standart-
ların maksimum duyarlılık sınırlarına göre okunabi-
lirlikleri Şekil 1’de gösterilmiştir. Numunelerde he-
saplanan karışım miktarları ile olması gereken
miktarlar (% 1, 3, 5, 10, 15) arasında student t testi
yapılmış “t” testi sonuçları Tablo 2’de gösterilmiştir.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada ELISA'nın seçilmesinin nedeni,
saflaştırılmış antiserum kullanılması nedeniyle
kross reaksiyonların çok az olması, az miktarda
antiseruma gereksinim duyulması ve böylelikle de
oldukça fazla numune işlenebilmesi ve dolayısıyla
güncel sorunlardan biri olan maliyetin düşük
olmasındandır (8, 14, 21, 25, 26, 28, 29). Örnek
hazırlama işinin daha basit olması, sonucun gözle
ya da basit araçlarla (spektrofotometre)
okunabilmesi, diğer yöntemlerdeki gibi uzman
veya fazla sayıda personele gereksinim
duymaması (24,29), test sonuçlarının testi yapan
kişiye göre değişmemesi (28), sistemin otomatik
hale getirilebilmesi, ELISA'nın laboratuvarlarda
kolayca yapılabilmesi (3, 7, 21, 24, 29) diğer
avantajlarındadır. İndirekt kompetatif ELISA
tekniğin seçilmesinin nedeni ise, bu teknikte

mikroplakaların önceden antijenlerle kaplanması
olayı, diğer ELISA tekniklerindeki mikroplakaların
numunelerle kaplanmasıyle geçen 3-4 saatlik gibi
uzun bir süreyi ortadan kaldırıp test zamanını 30
dakikaya kadar kısaltarak zaman tasarufuna
neden olması, yine diğer metotlarda
mikroplakaların numunelerle kaplanmasından
dolayı çalışma hatalarının çokluğunun bunda
antijenle kaplanmasından dolayı az olması, +4°
C'de en az 6 ay saklanabilmesi (3, 13)
özelliklerinin bulunmasıdır. Yine Dinçer ve ark. (7),
double sandwich ve kompetatif ELISA teknikleri ile
işlenmiş ve çiğ sığır etlerinde domuz ve koyun eti
ayrımının % 1’e kadar mümkün olduğunu, fakat
her iki metotla pişirilmiş dana eti içerisinde koyun
etinin ayrımının ise mümkün olmadığını, ısı işlemi
görmüş dana eti içerisinde domuz etinin teşhisinin
ise ancak kompetatif ELISA ile % 25 oranında
mümkün olduğunu belirtmişler, bu nedenle işlem
görmüş olan ürünlerde kompetatif ELISA'da kross
reaksiyonların daha az görülmesi nedeniyle de
indirekt ELISA tercih edilmiştir.

Numunelerdeki karışım miktarlarını bulmak için
Ayob ve ark. (3), Dinçer ve ark. (7), Kangethe ve
ark. (17) önerdiği gibi mikroplakalarda numunelerle
birlikte standart antijenler kullanılmış ve standart
antijenlerden elde edilen eğrilerden yararlanılarak
karışım miktarları hesaplanmıştır. Yine
standartlara dayanarak doğrudan numunelerdeki
karışım miktarını bulmak mümkün olmasına
rağmen, güvenilir sonuçları söyleyebilmek için
standart eğriden geçen 6 noktanın bulunması
gerektiğini Kangethe ve ark. (17) bildirmektedirler.
Standart eğrilere göre testin 0,1 µg-100 µg
arasında duyarlılığa sahip olduğu tesbit edilmiştir.
At ve domuz albuminleri ile yapılan deneylerde ise
duyarlılığın 2 µg ml-1 olduğu bulunmuştur.
Numunelerde hesaplanan karışım miktarları ile
olması gereken miktarlar (% 1, 3, 5, 10, 15 )
arasında student t testi yapılmış “t”testi
sonuçlarına göre (Tablo 2) at etinin I. yapımına ait
örneklerde hesaplanan miktarlar beklenen
miktarlara göre p değeri (p<0,01) önemsiz
bulunmuştur. II. yapıma ait örneklerde ise % 1, 3
ve 5 karışımlarda (p<0,01) miktarlar önemli, % 10
ve 15 karışımlarda önemsiz bulunmuştur. Domuz
eti karışımlarının 1. ve 2. yapımına ait örneklerinde
ise sadece % 1'lik karışım miktarları beklenen
miktarlardan (p<0,01) farklı bulunmuştur. Her iki et
karışımına ait toplam örneklerin ortalamalarında
ise % 1 ve 3'lük karışımlarda miktarlar (p<0,01)
önemli bulunmuştur. Deney sonuçları Ayob ve ark.
(3) Patterson ve ark. (23, 26), Dinçer ve ark. (7) ve
Ayob ve ark. (3) etlerde % 1'lik karışımların ayırt
edilebileceği görüşünü desteklemektedir. Yine
etlerdeki    %  1'lik   karışımların   tesbit   edilmeleri
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Gereç ve Yöntem

Materyal olarak, içerisinde % 1, 3, 5, 10 ve 15
oranlarında at ve domuz eti karıştırarak yapmış
olduğumuz deneysel Türk fermente sucuklar (6)
kullanıldı. Sucuklarda kullanılan domuz eti; Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalına muayene
için getirilen yabani domuz etlerinden, at eti; pato-
loji kürsümüzün otopsi salonundan, sığır eti; Altın-
dağ Belediyesi Et Satış Merkezinden temin edildi.
Her bir karışım için 0,5'er kg sucuk hamuru hazır-
lanmış ve sucuk yapımı iki kez tekrar edildi.

Antiserumların elde edilmesi: ELISA'da kullanı-
lan antiserumlar tarafımızca deney hayvanlarından
elde edildi. Türe özgü domuz, at ve sığır
antiserumların üretimi, Ayob ve ark. (3), Herbert
(9), Minden ve Fair'in (22) önerilerine göre yapıldı.
Antiserum elde etmek için ikişerli üç grup şeklinde
oluşturulan tavşanların (Beyaz Yeni Zelanda, 14
haftalık) birinci grubundakilere 5’er mg domuz
(Sigma A2764), ikinci grubundakilere 5’er mg at
(Sigma A9888), üçüncü grubundakilere 5’er mg
sığır antijeni (Sigma A8022), 0,5 ml emülsifiye [0,5
M NaCl ve Freund's complete adjuvant (Sigma
F5881) (1/1, v/v)] içerisinde intramuskular olarak
enjekte edildi. İmmunizasyona 4. 8. ve 12. hafta-
larda aynı işlemler tekrarlanarak devam edildi. Son
enjeksiyondan sonra yeterli düzeyde antikor oluş-
ması beklendikten sonra tavşanların kanları
intrakardial olarak alınıp, serumları ayrıştırıldı. Ay-
rılan serumlar 2500 x g. devirde +4° C de 30 daki-
ka santrifüj edildi ve serumun üst kısmı tüplere
alınarak -20° C de depolandı.

Antiserumların saflaştırılması: Elde edilen
antiserumlar CNBr aktiveli sepharoz 4B’nin kulla-
nıldığı affinite kromatografiyle (1,16) saflaştırıldı.
Bunun için firmanın CNBr-aktiveli sefaroz 4B pros-
pektüsünde belirttiği şekilde hazırlanan domuz, at
ve sığır antijenleriyle birleştirilmiş CNBr- sefaroz
4B (Pharmacia) jel süspansiyonları ayrı ayrı kolon-
lara (Pharmacia 19-5002-01 Column C 10/20) dol-
durulup +4° C de bir gece bekletildi. Önce domuz
antiserumunu saflaştırmak için at ve sığır albümin-
leri içeren kolonlar birbirine tubinglerle seri paralel
olarak bağlandı. Domuz antiserumundan 4 ml ilk
kolonun üstünde bulunan reservuara konarak
peristaltik pompa 15 ml/saat hızla çalıştırılıp, 48
saat sirkülasyona tabi tutuldu. Domuz antiserumu
daha sonra, kendi antijenini içeren kolona aktarıldı
ve 24 saat da burada sirkülasyonu yapıldı. Sonra
Glisin-HCl (pH:2,5) solüsyonu kolona ilave edilerek
birleşmiş olan antijen-antikor kompleksinden do-
muz antikorları ayrıştırılarak serumlar kolektör ara-
cılığıyla (UV-1 Monitör 280nm Pharmacia) tüplere
toplandı. Bu domuz antikorlarını içeren ekstrakt

diyaliz torbasına konup +4° C de bir gece diyalize
bırakıldı. Sonra ekstrakt +4°C de 3000 x g. devirde
5 dakika santrifüj edildi. Üste kalan tortusuz berrak
kısım ELISA'da kullanılmak üzere -20° C de depo-
landı. Depolanmadan önce antiserumun titresi
indirek ELISA ile saptandı. At ve sığır
antiserumlarının da saflaştırılması aynı şekilde
yapıldı. Çalışmada türler arasında kross reaksi-
yonlarının olup olmadığını tespit etmek için sığır,
at ve domuz antijenleri heterolog antiserumlarla
karşılaştırılarak ELISA'da OD değerleri ölçüldü.

Numune ekstraktlarının hazırlanması: ELISA
testi için sucuk numunesi ekstraktları Patterson ve
ark. (26), bildirdiği şekilde hazırlandı. İki ayrı parti
halinde yapılmış deneysel sucuklardan her bir ya-
pım için 3 ayrı sucuk örneği analize alındı. Her
örnekten 20 gr alınarak 80 ml PBS (pH:7,2, 0,01 M
Na2HPO4, 0,01 M NaH2PO4, 0,15 M NaCl) içerisin-
de homojenize edildikten sonra 3000 x g. 30 daki-
ka santrifüj edildi. Daha sonra ekstraktın üst kısmı
Whatman No: 3 filtre kağıdından süzülerek yağla-
rından ve kaba partiküllerinden uzaklaştırıldı. Bu
numune ekstrakları ELISA'da kullanılmak üzere -
20° C de depolandı. Bu ekstraktlar, standart anti-
jenlerle test edilerek reaksiyon veren minimum
dilusyonları hesaplandı 1:10-1:40 arasındaki
dilusyonların uygun aralıklar olduğu saptandı.

İndirekt kompetatif ELISA testinin yapılışı:
Ayob ve ark. (3), önerdiği indirekt kompetatif
ELISA tekniği kullanıldı. Kaplayıcı tamponda [ pH:
9,6, (0,05 M NaHCO3, 0,05 M Na2CO3) ] hazırlan-
mış at ve domuz antijenlerinden mikrotitrasyon
plakalarının (U form polystyrene, Dynatec Typ 24
A) oyuklarına 375 µl kondu ve oda ısısında 3 saat
inkubasyona bırakıldı. İnkubasyondan sonra plaka
boşaltılarak kaplayıcı tampon ile üç kez yıkanıp
kurutuldu. Daha sonra 10 mg ml-1 yağsız süttozu
içeren solüsyondan 375 µl bütün oyuklara konarak
30 dakika oda ısısında inkubasyona bırakıldı.
İnkubasyondan sonra mikroplakalar boşaltıp kuru-
tularak teste hazır hale getirildi. PBST [ pH: 7,2
(0,01 M Na2HPO4, 0,01 M NaH2PO4, 0,15 M
NaCl) ] ile ikili dilusyonları hazırlanmış test örnek-
lerinden (1:20 ve 1:40’lık dilusyonları) ve aranan
hayvan etine özgü monospesifik serumdan (sığır
antiserumu için 1:100, at antiserumu için 1:500,
domuz antiserumu için 1:200) her oyuğa 50’şer µl
kondu. Plakanın ilk 8 oyuğuna (çift paralel olarak)
ise numunelerin yerine aranan hayvan türüne ait
standart antijenin onlu dilusyonları (0, 0,01µg,
0,1µg, 1µg, 10µg, 100µg, 1mg,10mg) ve üzerine
kendisine özgü antiserumdan 50’şer µl kondu.
Oda ısısında 10 dakika inkubasyona bırakıldı.
İnkubasyondan sonra PBST ile yıkandı ve kurutul-
du. 1:1000 titreli konjugattan (Sigma-8275) plaka-

nın oyuklarına 100’er µl konarak 10 dakika inkube
edildi ve sonunda plaka boşaltılıp yine PBST ile
yıkanıp kurutuldu. Substrat solüsyonundan (Sigma
P 1526) plakanın oyuklarına 100’er µl kondu ve 10
dakika oda ısısında inkube edildi. Yüzde 12,5’luk
H2SO4 solüsyonundan 50'şer µl oyuklara konarak
reaksiyon durduruldu. ELISA okuyucusu ile
(Titertek Multiscan Plus) 492 nanometrede plaka-
da oluşan rengin OD ölçüldü.

Verilerin değerlendirilmesi: Testlerle birlikte,
numunelerdeki karışımların varlığını ve miktarları-
nın saptanmasında yararlanılacak standart eğrinin
oluşturmak için standart olarak kullanılan at ve
domuz albüminlerinden elde edilen OD değerleri
(Tablo 1), Kangethe ve ark. (17), önerdiği şekilde
Y = a + bxlog/b formülüyle doğru grafikleri hazırlan-
dı. Buradaki 'x' değerleri xlog = a-y/b formülü ile
hesaplandı. Plaktaki minimum (+) standart OD
değerlerin ortalaması alınıp 2 ile çarpılarak
“pozitiflik sınır değeri” bulunup, bu değeri geçen
serumlar (+) kabul edildi.  Elde edilen veriler
Hewlet Packard software programı ile değerlendiri-
lerek t testi ile analiz edildi.

Bulgular

Fermente Türk Sucukları içerisine % 1, 3, 5, 10 ve
15 oranlarında at ve domuz eti karıştırarak yapılan
sucukların ELISA testi sonucunda numune
dilüsyonlarında okunan  OD değerlerinin standart-
ların maksimum duyarlılık sınırlarına göre okunabi-
lirlikleri Şekil 1’de gösterilmiştir. Numunelerde he-
saplanan karışım miktarları ile olması gereken
miktarlar (% 1, 3, 5, 10, 15) arasında student t testi
yapılmış “t” testi sonuçları Tablo 2’de gösterilmiştir.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada ELISA'nın seçilmesinin nedeni,
saflaştırılmış antiserum kullanılması nedeniyle
kross reaksiyonların çok az olması, az miktarda
antiseruma gereksinim duyulması ve böylelikle de
oldukça fazla numune işlenebilmesi ve dolayısıyla
güncel sorunlardan biri olan maliyetin düşük
olmasındandır (8, 14, 21, 25, 26, 28, 29). Örnek
hazırlama işinin daha basit olması, sonucun gözle
ya da basit araçlarla (spektrofotometre)
okunabilmesi, diğer yöntemlerdeki gibi uzman
veya fazla sayıda personele gereksinim
duymaması (24,29), test sonuçlarının testi yapan
kişiye göre değişmemesi (28), sistemin otomatik
hale getirilebilmesi, ELISA'nın laboratuvarlarda
kolayca yapılabilmesi (3, 7, 21, 24, 29) diğer
avantajlarındadır. İndirekt kompetatif ELISA
tekniğin seçilmesinin nedeni ise, bu teknikte

mikroplakaların önceden antijenlerle kaplanması
olayı, diğer ELISA tekniklerindeki mikroplakaların
numunelerle kaplanmasıyle geçen 3-4 saatlik gibi
uzun bir süreyi ortadan kaldırıp test zamanını 30
dakikaya kadar kısaltarak zaman tasarufuna
neden olması, yine diğer metotlarda
mikroplakaların numunelerle kaplanmasından
dolayı çalışma hatalarının çokluğunun bunda
antijenle kaplanmasından dolayı az olması, +4°
C'de en az 6 ay saklanabilmesi (3, 13)
özelliklerinin bulunmasıdır. Yine Dinçer ve ark. (7),
double sandwich ve kompetatif ELISA teknikleri ile
işlenmiş ve çiğ sığır etlerinde domuz ve koyun eti
ayrımının % 1’e kadar mümkün olduğunu, fakat
her iki metotla pişirilmiş dana eti içerisinde koyun
etinin ayrımının ise mümkün olmadığını, ısı işlemi
görmüş dana eti içerisinde domuz etinin teşhisinin
ise ancak kompetatif ELISA ile % 25 oranında
mümkün olduğunu belirtmişler, bu nedenle işlem
görmüş olan ürünlerde kompetatif ELISA'da kross
reaksiyonların daha az görülmesi nedeniyle de
indirekt ELISA tercih edilmiştir.

Numunelerdeki karışım miktarlarını bulmak için
Ayob ve ark. (3), Dinçer ve ark. (7), Kangethe ve
ark. (17) önerdiği gibi mikroplakalarda numunelerle
birlikte standart antijenler kullanılmış ve standart
antijenlerden elde edilen eğrilerden yararlanılarak
karışım miktarları hesaplanmıştır. Yine
standartlara dayanarak doğrudan numunelerdeki
karışım miktarını bulmak mümkün olmasına
rağmen, güvenilir sonuçları söyleyebilmek için
standart eğriden geçen 6 noktanın bulunması
gerektiğini Kangethe ve ark. (17) bildirmektedirler.
Standart eğrilere göre testin 0,1 µg-100 µg
arasında duyarlılığa sahip olduğu tesbit edilmiştir.
At ve domuz albuminleri ile yapılan deneylerde ise
duyarlılığın 2 µg ml-1 olduğu bulunmuştur.
Numunelerde hesaplanan karışım miktarları ile
olması gereken miktarlar (% 1, 3, 5, 10, 15 )
arasında student t testi yapılmış “t”testi
sonuçlarına göre (Tablo 2) at etinin I. yapımına ait
örneklerde hesaplanan miktarlar beklenen
miktarlara göre p değeri (p<0,01) önemsiz
bulunmuştur. II. yapıma ait örneklerde ise % 1, 3
ve 5 karışımlarda (p<0,01) miktarlar önemli, % 10
ve 15 karışımlarda önemsiz bulunmuştur. Domuz
eti karışımlarının 1. ve 2. yapımına ait örneklerinde
ise sadece % 1'lik karışım miktarları beklenen
miktarlardan (p<0,01) farklı bulunmuştur. Her iki et
karışımına ait toplam örneklerin ortalamalarında
ise % 1 ve 3'lük karışımlarda miktarlar (p<0,01)
önemli bulunmuştur. Deney sonuçları Ayob ve ark.
(3) Patterson ve ark. (23, 26), Dinçer ve ark. (7) ve
Ayob ve ark. (3) etlerde % 1'lik karışımların ayırt
edilebileceği görüşünü desteklemektedir. Yine
etlerdeki    %  1'lik   karışımların   tesbit   edilmeleri
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üzerine Whittaker ve ark. (28), Griffiths ve
Billington'un (8), Jones ve Patterson (14),
Patterson ve Spencer'in (25) yaptıkları
çalışmaların sonuçlarıyla aynı doğrultudadır.
Standart antijenlerle mikroplakaların kaplandığı bu
bizim kullandığımız indirekt kompetatif ELISA
tekniği, Kangethe ve ark. (17), Whittaker ve ark.
(29), Jones ve Patterson (13) tarafından kullanılan
ELISA tekniklerinden çok daha iyi performans
sağlamıştır. Ayrıca Patterson ve ark. (26) diğer
ELISA tekniklerine göre çok yüksek sensitiviteli (%
1'in altındaki karışımları) olarak bildirdiği sandwich
ELISA kadar indirekt kompetatif ELISA'da duyarlı
bulunmuştur. Fakat düşük düzeylerdeki
karışımların ayırt edilmesinde numunenin
ekstraksiyonu ile homojenizasyon önemlidir.
Ürünler içerisindeki % 3'den fazla at ve domuz eti
karışımları kolayca ayırt edilebilmekte ve karışım
miktarları hesaplanabilmektedir. Bizim
sonuçlarımıza göre % 3’den aşağı %1’lik
karışımların bile ayırt edilebildiğini ve elde mevcut
kontrol gruplarının bulunması halinde bu karışım
miktarlarının bile miktarlarının tesbit
edilebilineceğini göstermektedir. Bu nedenle
deneysel olarak % 1'lik karışımlar tesbit edildiği
halde saha çalışmalarında numunelerdeki % 1'lik
karışımların homojen olmamalarından dolayı 10
mg gr-1 karışımlarda miktar tayini yapmak
koşullara gore değişebileceğinden güvenli
olmayabilir. Fakat % 3'ün altındaki miktarları tesbit
edilememesine karşın karışımların varlığını ortaya
koymak mümkündür. Çünkü her nekadar
homojenizasyonun düşük karışımlar üzerine

olumsuz etkisi de olsa çok duyarlı bir metod
olduğu için pozitif sonuç alınmaktadır. Bu nedenle
saha çalışmaları için oldukça duyarlı ve güvenilir
bir metottur. Sucuk numunesinin içinde bulunan
kürleme ajanları (NaCl, NaNO3) ve baharatların
ELISA'ya olumsuz etkileri olmamıştır. Bu sonuçlar
Dinçer ve ark. (7) ile Jones ve Patterson'un (14)
bildirdiği gibi işlenmiş etlerde ELISA ile tür ayrımı
yapılabileceği görüşüyle aynı doğrultudadır.
Yabancı et karışımlarının tesbitinde ELISA kolay
uygulanabilen hassas bir metot olmasına karşın
miktar ölçümlerinde ekstraktların iyi hazırlanması
ve kullanılan antikorların monospesitesinin yüksek
olması oldukça önemlidir.

Türler arasındaki kross reaksiyonun varlığının
tesbit edildiği ELISA testlerinde okunan OD
değerlerinin homolog antijen-antikor
reaksiyonlarında yüksek, farklı türlerin antijenleri
arasında ise düşük gözlenmiş (Şekil 2 ve 3) ve
istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur.
Saflaştırarak kullandığımız at, domuz ve sığır
antiserumları, türüne özgü antijenler dışındaki
albuminlerle çapraz reaksiyon göstermemiştir. Bu
Ayob ve ark. (3), sonuçları ile aynı doğrultudadır.
Fakat Dinçer ve ark. (7), Kangethe ve ark. (17),
Patterson ve Jones (23) affinite kromatografi ile
saflaştırılmış antiserumlar kullanıldığında bile
yakın tür hayvan etleri arasında kross
reaksiyonların gözükebildiğini bildirmektedirler.
Yine Dinçer ve ark. (7), işlemenin ELISA için
olumsuz etki göstermediğini ve kross
reaksiyonların indirekt ELISA'ya oranla kompetatif
ELISA'da   daha   düşük   olduğunu  bildirmişlerdir.

Tablo 1. Standart at ve domuz antijenlerinde okunan optik dansite değerleri.

II. YAPIM

A B C A B C

A
T

0
0,01 g
0,1 g
1 g

10 g
100 g

1000 g
10 000 g

1,333
1,384
1,372
0,625
0,336
0,275
0,228
0,220

2,821
2,803
2,710
1,400
0,750
0,440
0,260
0,270

1,756
1,804
1,824
0,804
0,399
0,278
0,199
0,195

1,190
1,182
0,870
0,450
0,362
0,255
0,211
0,209

2,810
2,730
2,640
1,370
0,780
0,390
0,250
0,230

1,236
1,207
1,189
0,524
0,412
0,242
0,185
0,185

D
O
M
U
Z

0
0,01 g
0,1 g
1 g

10 g
100 g

1000 g
10 000 g

2,317
2,230
2,284
2,092
1,338
0,423
0,309
0,299

1,502
1,400
1,484
1,086
0,766
0,306
0,258
0,270

2,043
1,932
1,941
1,372
1,005
0,298
0,230
0,232

2,314
2,203
2,269
1,736
0,309
0,398
0,279
0,317

1,379
1,349
1,281
0,915
0,685
0,281
0,240
0,268

1,734
1,741
1,519
1,126
0,862
0,271
0,198
0,237

I. YAPIM



2525

Et orijininin ELISA ile belirlenmesi… Erciyes Üniv Vet Fak Derg 6(1) 21-29, 2009 Erciyes Üniv Vet Fak Derg 6(1) 21-29, 2009 U. KAMBER, E. ÖZALP

üzerine Whittaker ve ark. (28), Griffiths ve
Billington'un (8), Jones ve Patterson (14),
Patterson ve Spencer'in (25) yaptıkları
çalışmaların sonuçlarıyla aynı doğrultudadır.
Standart antijenlerle mikroplakaların kaplandığı bu
bizim kullandığımız indirekt kompetatif ELISA
tekniği, Kangethe ve ark. (17), Whittaker ve ark.
(29), Jones ve Patterson (13) tarafından kullanılan
ELISA tekniklerinden çok daha iyi performans
sağlamıştır. Ayrıca Patterson ve ark. (26) diğer
ELISA tekniklerine göre çok yüksek sensitiviteli (%
1'in altındaki karışımları) olarak bildirdiği sandwich
ELISA kadar indirekt kompetatif ELISA'da duyarlı
bulunmuştur. Fakat düşük düzeylerdeki
karışımların ayırt edilmesinde numunenin
ekstraksiyonu ile homojenizasyon önemlidir.
Ürünler içerisindeki % 3'den fazla at ve domuz eti
karışımları kolayca ayırt edilebilmekte ve karışım
miktarları hesaplanabilmektedir. Bizim
sonuçlarımıza göre % 3’den aşağı %1’lik
karışımların bile ayırt edilebildiğini ve elde mevcut
kontrol gruplarının bulunması halinde bu karışım
miktarlarının bile miktarlarının tesbit
edilebilineceğini göstermektedir. Bu nedenle
deneysel olarak % 1'lik karışımlar tesbit edildiği
halde saha çalışmalarında numunelerdeki % 1'lik
karışımların homojen olmamalarından dolayı 10
mg gr-1 karışımlarda miktar tayini yapmak
koşullara gore değişebileceğinden güvenli
olmayabilir. Fakat % 3'ün altındaki miktarları tesbit
edilememesine karşın karışımların varlığını ortaya
koymak mümkündür. Çünkü her nekadar
homojenizasyonun düşük karışımlar üzerine

olumsuz etkisi de olsa çok duyarlı bir metod
olduğu için pozitif sonuç alınmaktadır. Bu nedenle
saha çalışmaları için oldukça duyarlı ve güvenilir
bir metottur. Sucuk numunesinin içinde bulunan
kürleme ajanları (NaCl, NaNO3) ve baharatların
ELISA'ya olumsuz etkileri olmamıştır. Bu sonuçlar
Dinçer ve ark. (7) ile Jones ve Patterson'un (14)
bildirdiği gibi işlenmiş etlerde ELISA ile tür ayrımı
yapılabileceği görüşüyle aynı doğrultudadır.
Yabancı et karışımlarının tesbitinde ELISA kolay
uygulanabilen hassas bir metot olmasına karşın
miktar ölçümlerinde ekstraktların iyi hazırlanması
ve kullanılan antikorların monospesitesinin yüksek
olması oldukça önemlidir.

Türler arasındaki kross reaksiyonun varlığının
tesbit edildiği ELISA testlerinde okunan OD
değerlerinin homolog antijen-antikor
reaksiyonlarında yüksek, farklı türlerin antijenleri
arasında ise düşük gözlenmiş (Şekil 2 ve 3) ve
istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur.
Saflaştırarak kullandığımız at, domuz ve sığır
antiserumları, türüne özgü antijenler dışındaki
albuminlerle çapraz reaksiyon göstermemiştir. Bu
Ayob ve ark. (3), sonuçları ile aynı doğrultudadır.
Fakat Dinçer ve ark. (7), Kangethe ve ark. (17),
Patterson ve Jones (23) affinite kromatografi ile
saflaştırılmış antiserumlar kullanıldığında bile
yakın tür hayvan etleri arasında kross
reaksiyonların gözükebildiğini bildirmektedirler.
Yine Dinçer ve ark. (7), işlemenin ELISA için
olumsuz etki göstermediğini ve kross
reaksiyonların indirekt ELISA'ya oranla kompetatif
ELISA'da   daha   düşük   olduğunu  bildirmişlerdir.

Tablo 1. Standart at ve domuz antijenlerinde okunan optik dansite değerleri.

II. YAPIM

A B C A B C

A
T

0
0,01 g
0,1 g
1 g

10 g
100 g

1000 g
10 000 g

1,333
1,384
1,372
0,625
0,336
0,275
0,228
0,220

2,821
2,803
2,710
1,400
0,750
0,440
0,260
0,270

1,756
1,804
1,824
0,804
0,399
0,278
0,199
0,195

1,190
1,182
0,870
0,450
0,362
0,255
0,211
0,209

2,810
2,730
2,640
1,370
0,780
0,390
0,250
0,230

1,236
1,207
1,189
0,524
0,412
0,242
0,185
0,185

D
O
M
U
Z

0
0,01 g
0,1 g
1 g

10 g
100 g

1000 g
10 000 g

2,317
2,230
2,284
2,092
1,338
0,423
0,309
0,299

1,502
1,400
1,484
1,086
0,766
0,306
0,258
0,270

2,043
1,932
1,941
1,372
1,005
0,298
0,230
0,232

2,314
2,203
2,269
1,736
0,309
0,398
0,279
0,317

1,379
1,349
1,281
0,915
0,685
0,281
0,240
0,268

1,734
1,741
1,519
1,126
0,862
0,271
0,198
0,237

I. YAPIM



2626

Et orijininin ELISA ile belirlenmesi… Erciyes Üniv Vet Fak Derg 6(1) 21-29, 2009 Erciyes Üniv Vet Fak Derg 6(1) 21-29, 2009 U. KAMBER, E. ÖZALP

Ayob ve ark. (3) ise sığır eti içerisinde domuz eti
karışımlarının analizini yaptıkları indirekt
kompetatif ELISA’da kross reaksiyonun daha az
görüldüğü sonuçları bu araştırma sonuçlarına
paralellik göstermektedir.

Ucuz etlerin pahalı etler içerisine karıştırma
oranının genelde % 20 civarında olduğu tahmin
edilmektedir. Çünkü % 20’nin altındaki karışımlar
hile bakımından ekonomik olmadığı düşünülüp bu
yüzden diğer kaba immunolojik metotların
kullanılması yeterli görülse de, yakın tür hayvan
etlerinin    ayrımını    mümkün   kılmaması,   sağlık
açısından  % 20'nin  altındaki  karışımların  önemli

olması ve sosyal etik (yöresel, dini ve etnik kurallar
gibi) nedenler bu amaçla kullanılacak metodun
daha duyarlı olmasını zorunlu kılmaktadır. Bunun
için de etlerin türlerine göre ayırt edilmesinde
spesifitesi yüksek bir metot olan ELISA tercih
edilmelidir. Yine ELISA'nın önemli bir başka
özelliği de, aynı anda oldukça fazla numunenin
analiz edilebilmesidir. Bu özelliğinden dolayı gıda
kontrol laboratuvarlarına bu sistemin getirilmesi ile
bugüne kadar masraflı ve uzun zaman alan
identifikasyon analizleri daha pratik şekle
sokularak, piyasada etlerin orjin yönünden
kontrollerinde süreklilik sağlayacaktır.Şekil 1. At ve domuz antijeni standartların ve örneklerin OD eğrileri

Şekil 2. Domuz antikorunun at ve sığır etleriyle arasındaki kross reaksiyon

Şekil 3. At antikorunun domuz ve sığır etleriyle arasındaki kross reaksiyon
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