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1.0ZET

Et tirlerinin ayiriminda duyusal niteliklere, anatomik farkliliklara, kilin
histolojik yapisina, doku yaglarinin 6zelliklerine ve etlerdeki glikojen miktarina
dayanan yontemlerin yanisira immunolojik, elektroforetik ve DNA hibridizasyon
yontemleri de kullanilmaktadir. Bu ydntemlerin uzun zaman almasi ve bir
kismimin da giivenilir olmamasi, gida laboratuvarlar igin ¢ok Snemli bir sorun
olusturmaktadir. Bu bakimdan, bu yontemlerde karsilagilan giigliikler ve bazi
dezavantajlar nedeniyle et ve et {riinlerinin orijininin tespit edilmesi i¢in dogru
sonug veren, basit ve hizli yontemlerin kullanimi zorunlu hale gelmistir.

Arastirmada at, kopek, kedi, sigir, koyun, domuz ve kegi etine ait spesifik
primerler kullamlarak Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) yontemi ile etlerde tiir
tayini yapildi. Her hayvan tiirli i¢in, kullanilan primerlerin ¢apraz reaksiyon verip
vermedigi incelendi ve kullanilan primerlerin tiire spesifik oldugu saptandiktan
sonra sigir, koyun ve kegi etlerinin her birine %5, %2.5, %1, %0.5 ve %0.1
oranlarinda ayr1 ayri domuz, at, kedi ve kopek etleri kangtirlarak tiir tespiti
yapildi. Tiir tespitinde at, kopek, kedi, sigir, koyun, domuz ve kegiye ait sirastyla
439, 322, 274, 271, 225, 212 ve 157 bp’lik mitokondriyal DNA (mtDNA)
pargalar1 ¢ogaltildi. PCR iglemi; %5, %2.5, %1 ve %0.5 oranindaki karisimlar icin
30 siklusta gergeklestirildi. %0.1 oranindaki karigimlar i¢in ise 35 siklusta yapildu.
PCR iiriinleri %1.5’1ik agaroz jele yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu.
Elektroforez islemini takiben jeller ethidium bromide ile boyanarak UV
transilluminator’de gézlendi.

Sonug olarak, PCR y6ntemi ile kolayca, kisa zamanda ve giivenilir olarak

biitiin et karnisimlarinda tiir tespiti yapildi. Bdylece et tiirlerinin orijini tespit



edilerek halkin aldatilmasi engellenecegi gibi toplumun tiikketmedigi hayvan etleri
diger yontemlere gore daha kolay, hizli ve giivenilir bir gekilde saptanabilir.

Anahtar Kelimeler: Et tiirleri, Orijin, mtDNA, PCR



2.ABSTRACT

Meat species can be determined by methods based on sensory attributes,
anatomical differences, histological structure of hair, characteristics of adipose
tissue, and glycogen content of muscle tissue as well as by immunological,
electrophoretical, and hybridization methods. These methods are of concern for a
food laboratory since they are time consuming and may not provide reliable
results. There has been a need for a fast, simple, and accurate method due to the
difficulties and disadvantages involve in methods mentioned above.

In this study, origin of meats from horse, dog, cat, bovine, sheep, porcine,
and goat was determined by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique using
species-specific primers. Confirming that the primers did not cross react between
species, test mixtures of meat were prepared by adding 5%, 2.5, 1, 0.5 and 0.1
levels of pork, horse, cat or dog meats to each of beef, sheep and goat meat.
Samples taken from these combinations were analysed by PCR for species
determination. Mitochondrial DNA (mtDNA) fragments of 439, 322, 274, 271,
225, 212, and 157 bp for horse, dog, cat, bovine, sheep, porcine, and goat meats,
respectively, were amplified. PCR were conducted at 30 cycles for mixtures at
5%, 2.5, 1, and 0.5 levels while at 35 cycles for mixture at 0.1% level. The PCR
products were seperated by electrophoresis on 1.5% agarose gel and stained by

ethidium bromide to visualize under UV light.

Are results indicated that meat species were accurately determined in all
combinations in a shorter period of time by PCR. It is concluded that PCR can be

useful for fast, easy, and reliable control of adulteration of consumers.

Key Words: Meat species, Origin, mtDNA, PCR



3. GIRIS

Insan yasaminda, saglikli ve dengeli beslenme o6nemlidir. Beslenmede
ozellikle et ve et tiriinlerinin kendine 6zgli Snemli bir yeri vardir. Et yiiksek biyolojik
degeri ve igerdigi tat maddeleri a¢isindan insan beslenmesinde 6n sirada yer alan bir
besin maddesidir. Bireysel farkliliklar dikkate alinarak giinliik 0.75 g/kg diizeyinde
protein alimi 6nerilmistir. Giinlik protein gereksiniminin ise yaklagik %50’sinin
hayvansal kokenli olmasi tavsiye edilmektedir. Artan diinya niifusunun aksine kigi
basina diigen protein miktar1 giderek azalmaktadir (15,17,38,46,47).

Ozellikle az gelismis veya gelismekte olan iilkelerde hayvansal protein
yetersizligine bagl olarak et ve tiriinleri yiiksek fiyatla satilmaktadir. Bu durum gelir
diizeyi diisiik tiiketicilerin ucuz et ve tiriinlerine olan taleplerini artirmaktadir. Bazi
isletmeciler bunu bir firsat bilip daha ¢ok kar etmek amaciyla ¢ok ucuz bir sekilde
sagladiklar toplumun tiiketmedigi hayvan etlerini dogrudan veya et iiriinlerine
karigtirarak satiga sunabilmektedirler (49).

Toplumun titketmedigi hayvan etleri kullanilarak hile yapilmakta, buna baglh
olarak gida kontrol hizmetleri zorlagmakta ve halk sagligi onemli 6lgiide tehdit
edilmektedir. Bu durum geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde daha sik
yasanmakta olup, iilkemizde de boyutlar belli olmamakla birlikte bu gibi etlerin
dogrudan veya iiriine dontistiiriilerek satisa sunuldugu zaman zaman gérsel ve yazil
basinda vurgulanmaktadir (5-7,10). Ornegin, yakin tarihlerde belediye ekipleri
tarafindan kedi ve kopek i¢ organ ve govde kisimlarmin ¢opliiklerde bulunmasi,
ayrica piyasada domuz ve at etlerinin yakalanmasi veya tiriinde kullamlmasi, bu
hayvan etlerinin iilkemizde de tiiketime sunuldugu diisiincesini akla getirmektedir

(6,7,49). Buna bagli olarak tiire 6zgii zoonoz ve zoonoz olmayan bir ¢ok hastalik



yayilmakta, tiiketici saghigi riske edilmekte ve ekonomik agidan 6nemli kayiplar
olmaktadir (15,47,56,86).

Tirk Gida Mevzuati'nda yer alan, gidalarin iiretimi, tiiketimi ve
denetlenmesine dair kanun hiikkmiindeki kararnamenin 1. maddesinde “‘halk sagligim
korumak iizere, gida maddelerinin iiretiminde kullanilan her tiirlii ham ve yardimer
maddeler, mamul ve yar1 mamul gida maddeleri ile yan {irlinlerinin tespit edilmesi
gerekir.”” Yine aym1 mevzuatin kirmizi et ve et iriinleri {iretim tesislerinin kurulus,
acilig, caligma ve denetleme usul ve esaslarina dair yoénetmeligin 12. maddesinde,
mamul madde {iretiminde Uriiniin bilesimine katilmasina izin verilenler haricinde
herhangi bir maddenin ne amacla olursa olsun kullanilmasimin yasak oldugu
belirtilmektedir (85).

Avrupa'da et muayenesi ile ilgili ilk islemlere 8. yiizyilda rastlanmaktadir.
Papa III. Gregor, at eti insanlarda hastalifa neden oldugu igin tiiketimini
yasaklamigtir (47). Tiirkiye’de ise kirmizi et sanayiinin temeli 1952 Yilinda kurulan
Et ve Balik Kurumu (EBK) ile atilmistir (38). Aradan gecen yaklagik 52 yillik siirede
Ulkemiz de kagak kesimlerin dniine gegilememistir. Et endiistrisinde yapilan bu tiir
hileleri kesin olarak saptayacak pratik ve duyarli yontemlerin yeterince
kullamlamamas: nedeniyle bu sorunun daha ciddi boyutlara wulastigi da
bildirilmektedir (49).

Ulkemizde et tiirlerinin ayrim elektroforetik yontemler ve Enzim Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ile yapilmaktadir (49,50). Ancak son yillarda et
tiirlerinin ayrimi daha duyarli ve pratik olan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR)
yontemi ile yapilmaya baslanmigtir (11,44,45,56,64,65,79). Ulkemizde ise yapilan

literatiir taramalarinda bu konuda arastirma yapilmadig1 goriilmiigtiir.



3. 1. Et Tiirlerinin Ayriminda Kullanilan Yontemler
Et tiirlerinin belirlenmesinde asagidaki yontemler kullanilmaktadir. Ancak

bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 mevcuttur. Bu yontemler;

3. 1. 1. Duyusal Niteliklerine Gére Ayrim

Etler, karkas veya bliyiik pargalar halinde iken goriiniis, renk ve koku gibi
baz1 duyusal nitelikleri ile birbirlerinden ayirt edilebilirler. Fakat bu degerlerin
subjektif olmasi, parcalanmis etlerde ve et trilinlerinde uygulanamamasi, etlerin

duyusal 6zelliklerine gore ayrimini miimkiin kilmamaktadir (15).

3. 1. 2. Anatomik Ozelliklerine Gére Ayrim

Bu ayrim, karkas halinde ve biitlin organlarin varliginda, kemik ve
organlardaki anatomik farkliliklar esas alinarak  yapilmaktadir (18). Fakat
anatomik farkliliklarin organ, karkas ve bliylik et pargalan ile sinirhi olmasi
nedeniyle parcalanmig, kiyilmig ve {irtin haline getirilmis etlerin ayrimi
yapilamamaktadir. Anatomik farkliliklarin daha ¢ok kemiklerde ve i¢ organlarda
bulunmasi, zoolojik yonden birbirine yakin hayvanlarin anatomik benzerlik
gostermesi, evcil ve yabani hayvanlar hakkinda yeterli anatomik bilgiye sahip
olunmamasi, uzman Kkisilere ihtiya¢ gostermesi gibi faktorler etlerin anatomik

olarak ayrimini sinirh veya imkansiz hale getirmistir (15,46,49).

3. 1. 3. Kilin Histolojik Yapisina Gore Ayrim
Kil, sirasiyla kok, gévde ve ug olmak iizere {i¢ kissmdan meydana gelir.

Kilin histolojik yapist hayvan tiiriine gore degigmektedir. Hayvanlara ait killarin



ayirici tanisinda cuticula tabakasi ¢ok dnemli bir rol oynar. Clinki bu tabaka farkli
tiir hayvanlarda farkli goriinimdedir. Bunun yani sira gévdeyi olusturan kabuk
tabakasinin 15181 kirma derecesinin tiirlere gore farkli olmasi tiir tespiti i¢in Snemli
bir dzelliktir (46).

Bu yontemle ayrim, karkas veya etlerin tizerinde bulunan killarin
histolojik muayenesi ile yapilmaktadir (18). Ancak toplumun tiiketmedigi hayvan
etlerini satan kisiler, bu etlerin {izerine eti tiikketilen hayvanlann killarim
serpistirebilir veya etin iizerinde kil bulunmayabilir. Dolayisiyla etin lizerinde
bulunan kil, o etin elde edildigi hayvana ait olmayabilir. Bu nedenle bu yéntem de

giivenilir degildir (15,49,50).

3. 1. 4. Yag Ozelliklerine Gore Ayrim

Daha ¢ok doku yaglarinin kimyasal 6zellikleri (donma ve erime noktalari,
iyot, sabunlagma, Reichert-Meissl sayilari, refraktometre indisleri, igermis
olduklar yag asitlerinin miktar ve gesitleri vb.) esas alinarak ayrim yapilmaktadir.
Ancak bu analizlerin biitlin {irlinlerde uygulanamamasi, ayn1 hayvanin degisik
bolgelerinde bulunan yaglarin farkli ozellikte olmalari ve analiz degerlerinin
tirlere gore ¢ok yakinlik gostermesi nedeniyle tiir ayrimu kesin olarak
yapilamamaktadir. Ayrica et Uriinlerinde kullanilmasi muhtemel olan bitkisel

yaglarin kangtirilmasiyla da hatali sonuglar alinmaktadir (15,18,49,50).

3. 1. 5. Glikojen Miktarma Goire Ayrim
Etlerdeki glikojen miktar esas alinarak ayrim yapilabilmektedir. Ancak

rigor mortisin olusumu sirasinda glikojenin laktik aside yikimlanmasi, aym tiir



hayvanlarda kesim Oncesi uygulanan islemlere, postmortem dénemde karkasin
muhafaza sicakhigina ve karkaslarin asilma gekillerine bagli olarak glikojen
miktarinin farkhi  bulunmasinin yam sira, gesitli katki maddeleri ilave edilmis

triinlerde glikojen miktarinin gii¢ saptanmasi gibi olumsuz zellikleri vardir (15).

3. 1. 6. Immunolojik Yontemlerle Ayrim

Deney hayvanlarina, hayvan tiirlerine ait proteinlerin parenteral olarak
enjekte edilmesinden sonra bu maddelere karsi olusan antikorlarin in vitro
ortamda et antijenleriyle karsilagtirilmasi esasina dayanir (42). Ilk kez 1900
yiinda  immunolojik yontemler iizerinde ¢aligmalar yapilmis ve genetik
bakimdan birbirinden farkl: hayvanlara ait ¢ig etlerin ayirt edilebildikleri, buna
karsin genetik bakimdan yakin olan hayvan tiirlerine ait etlerin ¢ig de olsalar
benzer antijenik niteliklere sahip olmalarindan dolayi belirlenemedikleri, ayrica 1s1
islemi uygulanmis et ve et {iirlinlerinde antijenik yapinin denaturasyonundan
dolayr bu yontemle tirlerin guvenilir bir sekilde ayirt edilemeyecekleri
bildirilmigtir (24,64). Yine bazi arasgtirmacilar (49,53), bu yontemlerle genetik
olarak birbirine yakin hayvan tlirlerinin etlerini tam olarak ayiramadiklarim

belirtmislerdir. Bu amagla gelistirilen baglica yontemler asagida dzetlenmistir.

3. 1. 6. 1. Anafilaksi Denemesi

Hayvan tiirlerine ait gesitli antijenik maddeler (et ekstrakti, kan, kan
serumu) deney hayvanlarina enjekte edilerek viicutlarinda antikor olusturulur.
Deney hayvanlarina aym1 yabanci bir protein belli araliklarla iki kez enjekte

edildiginde, ikinci enjeksiyondan sonra anafilaksi belirtileri gorillmektedir. Iste bu



prensibe dayanarak anafilaksi reaksiyonu ile etlerin teshis edilebilecegi ileri

stirlilmiisttir (15,50).

3. 1. 6. 2. Presipitasyon Yontemi

3. 1. 6. 2. 1. Presipitasyon Halka Yontemi (Uhlenhut Yéntemi)

Presipitasyon metodunun esasi, deney tavsanlarina yabanci proteinlerin
enjekte edilmesiyle kan serumlarinda antijen olarak kullanilan bu proteinlere kars:
antikorlarin olusturulmasidir (46).

Muayenesi yapilacak olan stipheli et veya et {iriiniinden ekstrakt hazirlanir.
Hazirlanan bu ekstrakt, tavsanlara 1., 2. ve 3. giinlerde sirasiyla 5, 10 ve 15 ml
miktarinda periton igine enjekte edilir ve son enjeksiyonu takiben 12. giinde
tavsanlardan aseptik kosullarda kan alinarak serumu (antiserum) ¢ikartilir .

Uhlenhut tiiplerine 0.5 ml miktarinda muayene edilecek ekstrakt konulur,
Sonra antiserum igeren pipet tiipiin dip kismina daldirilarak yavasga igerisindeki
antiserum birakilir. Yogunlugu fazla olan antiserum alt kisimda kalir. Pipet
dikkatlice tiipten ¢ekilip disar1 alinir. Antijen ve antiserum homolog ise 15 dakika
icerisinde iki sivinin temas yiizeyinde presipitasyon olusur (46). Bu ydntemde
birbirlerine yakin olan tlirlerin etleri ve %5°in altindaki farkl tiir et karigimlarinin

kesin olarak saptanamadigi vurgulanmstir (15,46).



3. 1. 6. 2. 2. Agar Jel immunodiffuzyon Yéntemi (AGID), (Ouctherlony
Yontemi)

Katilasmig agarda karsilikli ayr1 ayn g¢ukurcuklar olusturulur. Bu
¢ukurcuklardan birine antijen (et ekstrakti) digerine antikor (antiserum) konulur.
Antijen ile antikor agar jel igerisinde birbirlerine dogru diffuze olur ve birlesme
noktalarinda presipitasyon olusur. Sonug 72 saat iginde alinmaktadir (3). Fakat bu
yontemde de birbirlerine yakin tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlarin goriilmesi,
maliyetin yiiksek olmasi ve deneylerin uzun zaman almasi gibi olumsuz yénler
bildirilmigtir (50,64).

Immunolojik yontemlerde, kesin sonug i¢in spesifik antiserumun olmast,
1st  islemi uygulanmig ve sogukkanli hayvan etleri igin antiserum
olusturulamamasi, ¢apraz reaksiyon olusumu nedeniyle birbirlerine ¢ok yakin
tiirlerin ayirminin gii¢ olmasi, ¢apraz reaksiyonlarin olusumunu engellemek igin
spesifitesi yiiksek antikor tiretiminin pahali olmasi, antiserum hazirlamanin uzun
zaman almasi, fazla miktarda antiserum kullanilmasi ve analizin bazen uzun

zaman (72 saat) almasi gibi dezavantajlarinin oldugu belirtilmektedir (46,50).

3. 1. 6. 3. immuno Assay Yontemler

Radio Immuno Assay (RIA) ve ELISA ile yapilmaktadir. RIA ve ELISA
yalmzca antijen-antikor kompleksinin presipitasyonuna dayanan klasik
immunolojik metodlar degillerdir (50). RIA, kat1 faz iizerindeki antijen-antikor
kompleksine radyo izotop isaretli antikorlarin baglanmasi ve gamma-counter
cihaziyla olglilmesi esasina dayanir. ELISA, kat1 faz lizerinde antijenin bazi

determinantlarina spesifik antikorlarin, diger determinant gruplarina da enzim
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isaretli antikorlarin baglanmast ve substrat araciligiyla enzim aktivite diizeyinin
fotokolorimetre ile Olg¢lilmesi prensibine dayanir (49). ELISA teshis metodu
olarak ilk kez 1971 yilinda, et tiirlerinin tespit edilmesinde ise ilk olarak 1982
yilinda kullanilmigtir (51).

Genetik bakimdan birbirine yakin olan et tiirleri (at eti i¢inde esek, koyun
eti iginde %0.1’lik kegi etini, sigir eti iginde %1°lik bufalo etinin saptanmasti), yag
orani yiiksek, farkli oranlarda degisik etleri igeren {iriinlerdeki et tiirlerinin
orijini ELISA ile yapilmigtir. Donmus veya 80°C’de 60 dakika 1s1 islemi
uygulanmig iirtinlerde de uygulanmasi nedeniyle diger immunolojik ve
elektroforetik yontemlerden daha stindiir (15). Ancak ELISA’nin diger
yontemlere karst bu iistiin 6zellikleri yaninda, monoklonal antiserum kullanma
zorunlulugu, antiserumlarin duyarli ve monospesifik hale getirilmesinin pahali ve
uzun zaman almasi, sistemi kurmanin pahali olusu gibi dezavantajlar1 vardir (50).

Kang’ethe ve Gathuma (52), 1siya dayanikli kas antijenleri i¢in antiserum
kullanarak otoklavlanmis etlerde tiir ayrimini tespit etmislerdir. Fakat baz1 ¢apraz
reaksiyonlarin oldugu belirtilmistir (24). Yarismali ve indirek ELISA teknikleriyle
¢ig ve tiitsiilenmis et tiirlerinin tespit edilebildigi, fakat pisirilmis et iirlinlerinde bu
yontemlerin duyarhiliklarimin azaldig, 115°C’nin iizerinde 1s1 islemi gormiis
etlerde sonu¢ almmamadigi bildirilmistir (49). Yine tiirlere 0zgli protein
izolasyonundaki giigliiklerin ELISA’nin yaygin olarak kullanilmasina engel teskil

ettigi belirtilmistir (30).
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3. 1. 6. 4. Immunoelektroforezis

Antijenlerin, elektroforetik mobilitelerine gére ayrilarak homolog antikorla
presipitasyon olusturmast ilkesine dayanir (15). Bu yéntemin Ouctherlony
yonteminden daha hassas oldugu bildirilmistir. Bu yontemde numunenin
alinmasindan 36 saat sonra sonug alinabildigi belirtilmistir (3).

Bu yontemin kullaniminda, laboratuvarda biitiin hayvan tiirlerine ait
referans protein veya enzim bulundurulmasi zorunlulugu, birden fazla tiirii
iceren ve %2’den diislik diizeyde et karigtinlmig 6rneklerde uygulanamamasi, et
ekstraktinin hazirlanmasinin gii¢ olmasi, hizli olmamasi ve ayni hayvan tiiriiniin
degisik kaslarinda farkli elektroferogramlarin ¢ikmasi gibi dezavantajlarinin

oldugu belirtilmistir (48).

3. 1. 7. Proteine Dayah Yéntemler

3.1.7. 1. Elektroforez

Elektroforez, proteinlerin izoelektrik noktalari digindaki pH’larda sahip
olduklan net elektrik yiiklerinde ya da molekiil agirliklarindaki farkliliklardan
yararlanarak, bir destek madde igerisinde uygulanan elektrik akimiyla farkl
noktalarda toplanmalar1 esasina dayanan bir ayristirma yontemidir (15,49,50).

Bu yontemin, immunolojik y6ntemlere gore daha net sonug verdigi ve
immunolojik  reaksiyonlarda gorillen c¢apraz reaksiyonlarin olugmadigi,
kanistinlmis ve pargalanmis et iriinlerinde, 100°C’de 30 dakika 1s1l iglem
uygulanmus etlerde de tiir ayriminda kullanilabilecegi belirtilmektedir (49). Fakat

daha yiiksek 1s1 iglemi uygulanmig et tlirlerinin ayirt edilmesinde kesin sonug
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vermedigi belirtilmistir (41,64,90). Yine yontemin pahali ve zaman alici olmasi,
protein seperasyonunun gii¢ olmasi, bireysel faktorlere bagh olarak bir hayvan
tiirtinde farkh elektroferogramlarin olugmasi, her tiire 6zgii referans enzim veya
protein bulunma zorunlulugu, enzim arastirmalarinda katilan et oranimin diisiik
diizeylerde olmasi halinde tiir tespitinin yapilamamasi, ELISA ve RIA’da oldugu
gibi yerlesik kurulu bir laboratuvara ve uzman personele gereksinim duyulmasi

gibi dezavantajlarinin oldugu bildirilmistir (50,70).

3. 1. 7. 2. izoelektrofokusing ( IEF )

Elektroforeze goére daha duyarli, hizli ve ucuz olup, biitiin hayvan
etlerinde, 1sitilmig, dondurulmug etlerde, et kangimlarinda ve lirlinlerinde
uygulanmaktadir.

pH’s1 2-11 arasinda degisebilen bir destek maddesi (polyakrilamid jel vb.)
icinde proteinlerin elektrik akimiyla net yiiklerinin sifir oldugu izoelektrik
noktalarina gé¢ etmeleridir. Boylece izoelektrik noktalar: farkli proteinler degisik
yerlerde toplanarak birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Bu yontemle minimum %2
oranindaki karisimlarin saptanabildigi belirtilmektedir (49). Ancak, bu yontem
birbirleriyle yakin tiirlerin igerdikleri protein kompozisyonunundaki farkliliklarin
bilinmesini gerektirdigi gibi (6rnegin, koyun ve Kke¢inin kas proteinleri
arasindaki fark), aym tiir iginde, serum proteinleri ve beyin proteinleri ile
elektroforez yapildiginda, bireyler arasinda da farkliliklarin olabilecegi

belirtilmistir (56).
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3. 1. 7. 3. Kromatografik Yontemler

Kaslardan filtre edilerek hazirlanan et ekstraklarinin kromatografide
kullanilarak, et tiirlerinin identifikasyonunun yapilabildigi bildirilmistir (49,50).
Samy ve ark. (74), kas proteinlerinin yapisinin tiirlere gore farkli olmasi nedeniyle
likit kromatografide et tiirlerinin saptandigini ve her tiire ait spesifik
kromatogramlarin (kromatografik analiz sonucu elde edilen grafik) olustugunu
bildirerek, bilinmeyen et karigimlarinin tiire spesifik standart kromatogramlarla
kargilagtirllarak  identifikasyonlarinin  yapilabildigini ortaya koymusglardir.
Bununla birlikte, bu yOntemin yalnizca taze ve donmus etler ig¢in
uygulanabilecegini, ayrica cografik, mevsimsel ve bireysel (yas, cins, yetistirme
vb.) faktorlerin tiir spesifik kromatogram profilini etkileyebilecegini

belirtmiglerdir.

3. 1. 8. Dokularda Genetik Materyalin Saptanmasi Temeline Dayal

Yontemler

3. 1. 8. 1. Deoksiriboniikleik Asit’in (DNA) Makromolekiiler Yapis1 ve Onemi

Niikleik asitler, 1869 yilinda lenfosit hiicrelerinde saptanmus, siire gelen
calismalar neticesinde 1944 yilinda DNA’nin genetik bilgiyi tasiyan molekiil
oldugu kamitlanmistir (83). Hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylar yoneten, genetik
bilgileri tagiyarak bunlarin nesillere aktarilmasinda 6nemli fonksiyonlar: bulunan
niikleik asitler (DNA ve RNA) hiicrelerde bir merkezi jenerator islevi

gormektedirler (14).

14



Watson ve Crick (93), 1953 yilinda, DNA’nn ¢ift iplik¢ikli ve sarmal

yaptya sahip oldugunu saptamiglardir (Sekil 1).

s ke r-tomtat

Sekil 1. DNA’ nin Watson-Crick Modeli (93)

Hiicrelerde biitiin biyolojik olaylar1 yoneten, genetik bilgileri tasiyarak
sonraki nesillere aktaran niikleik asitler; deoksiriboniikleikasit (DNA) ve
riboniikleikasitler (RNA) olarak ikiye ayrilir. Bu iki molekiil, niikleik asitlerin
birbirlerine eklenmesiyle meydana gelir. Yapilarindaki seker ve fosfat iiniteleri,
fosfodiester baglari ile birbirine baglanarak omurgay1 olustururlar. Bu omurgay1
ise pirimidin ve piirin bazlar1 birarada tutar. Pirimidin bazlar1 sitozin (C), timin
(T) ve wurasil (U), piirin bazlar1 adenin (A) ve guanin (G) dir. Bir iplikgikte
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bulunan pirimidin bazlarina karsi diger iplik¢ikte piirin bazlari bulunur. Yani
adeninin kargisinda timin, sitozinin kargisinda guanin bulunmaktadir (Sekil 1).

DNA’nin sarmal ve gift iplik¢ikli yapida olmasi son derece Onemlidir.
Ciinkii ¢ift iplik¢ikli olmakla genetik bilgiler garanti altina alinmaktadir. Ayrica
DNA kendine bir replikasyon mekanizmasi kurarak, bir iplik¢ik digerinin
sentezi igin kalip odevi gormektedir. Bir iplik¢ikte olusan kopma ve
zedelenmelerde saglam olan kars: iplik¢ik kalip olarak kullanilarak, kopan yerdeki
bazlarin yerine polimeraz enzimi tarafindan yenileri yerlestirilir (14,83).

Dort temel bazin (A,T,G,C) degisik sirada, yanyana ve Kkarsilikli
dizilmesinden olusan DNA iplikgikleri hﬁcreler ve canlilar i¢in ¢ok dnemli olan
genetik bilgileri tagirlar ve bu bilgiler bazlarin dizilis siras: ile yakindan ilgilidir.
Farkl tiirlerin DNA’lan birbirlerinden farklidir. Bu durum tiirler arasinda genetik

farkhiliklar: olusturur (13,14,83).

3.1.8.2. DNA Hibridizasyon Yontemleri

Protein yapilarindaki farkliliklar, farkli dokularin farkli proteinleri
icermeleri ve proteinlerin yliksek 1sida denature olmalan (22,24,36,70,90), et
tirlerinin  ayriminda  proteine  dayali  yontemlerin  kullamilabilirligini
siirlamaktadir  (30,71). Bu bakimdan  yeni  yontemler  gelistirilmeye
cahsilmgtir  (37). Bir grup arastirmaci (29-31,36,86,90,95), et tiirlerinin
belirlenmesinde DNA hibridizasyon metodunu kullanmiglardir.

Hibridizasyon teknikleri doku, organ, hiicre kiiltiirii, ekskret, sekrete ait

DNA’lardaki spesifik genlerin isaretli prob’larla (bilinen, kisa ve spesifik DNA
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pargasi) ortaya konulmasi esasina dayanir (14,26). Bu amagla asagidaki yéntemler

kullanilmaktadir;

3. 1. 8. 2. 1. Southern Blot Hibridizasyon

Incelenecek 6rneklerdeki DNA’lar saf olarak elde edildikten sonra bir
restriksiyon enzimi ile kesilerck ¢ok sayida biiytikli kiigiiklii DNA segmentleri
(pargalari) haline getirilir. Bu segmentler, agaroz jel -elektroforezde
biiyiikliiklerine (biiyiikten kii¢iige dogru) veya molekiil agirliklarna gore bir
seperasyona tabi tutulur. Agaroz jel iizerindeki DNA bantlar1 nitroselliiloz
membran iizerine transfer edilirler. Membran {izerine, burada aranmasi gereken
DNA’nin, radioaktif maddeyle isaretli spesifik komplementeri olan (¢cDNA prob),
tek iplik¢ikli kisa segmentleri konularak prob DNA ile membrandaki tek iplikgik
DNA segmentlerinin birlesmesi sonucu DNA-DNA hibridizasyonu saglanir.
Sonra membran lizerine X-iginlarina  duyarli  bir  film  yerlestirilerek
radioaktivitenin film iizerine etkimesi saglanir. Radioaktif bolgeler siyah bantlar
halinde ortaya ¢ikarlar (otoradiografi). Boylece kagit iizerinde DNA-DNA
hibridizasyon bolgeleri tespit edilir. Bu durum, DNA siispansiyonunda aranan tiire

ait DNA sekanslarinin bulundugunu ortaya koyar (13).

3. 1. 8. 2. 2. Dot Blot hibridizasyon

Materyalden DNA ekstraksiyonu yapilir, DNA’lar konsantre edilir ve
denaturasyona tabi tutulur. Sonra siispansiyondan bir damla nitroselliiloz kagit
iizerine damlatilir, denaturasyonu takiben 1sitilarak fikse edilir. Kagit tizerine P

ile isaretli DNA problari konulur ve hibridizasyon saglanir (13,31).
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DNA hibridizasyon yontemi, etlerin igerdikleri DNA’ya dayandigindan
immunolojik ve elektroforetik yontemlerden ¢ok daha duyarlidir (30,31,95). Bu
yontem ¢ig et ve et Urlinlerinde oldugu kadar, 1s1 iglemi uygulanmis et ve et
iiriinlerinde de tiirlerin ayirt edilmesinde kullanilmistir (24,30).

Chikuni ve ark. (24), Dot-blot hibridizasyon yontemiyle tiirlerin genomik
DNA pargalarim ortaya koyarak belirli hayvan tlirlerinin etleri arasindaki ayrimi
bagarmiglardir. Benzer sekilde Wintero ve ark. (95), domuza ait spesifik DNA
dizilerini kullanip 1s1 islemi gérmemis triinlerde, sigir eti igerisine %0.5 oraninda
kanstirnlmig domuz etini tespit etmislerdir. Ebbehoj ve Thomsen (31), DNA
hibridizasyon yontemi kullanarak yaptiklar1 bir ¢aligmada sigir eti igerisine %2.5
oraninda karistirilmis koyun ve kegi etlerini rahatlikla tespit edebildiklerini, fakat
kegi-koyun eti karigimlarinda %10’dan daha diisiik oranlar tespit edemediklerini
belirtmiglerdir.

Bu yéntem ¢ig et ve et {iriinlerinde oldugu kadar, 120°C’de 10 dakika 1s1
islemi uygulanmuis et ve et iiriinlerinde de tiirlerin ayirt edilmesinde kullanilmigtir
(30). Ancak hibridizasyon teknikleriyle et tiirlerinin ayirt edilmesinde,
birbirleriyle yakin iligkili tiir etlerinin karigtirilmasi (6rnegin, sigir-bufalo, koyun-
keci) ve bunlarin tespit edilmesi i¢in kullamlan problarin spesifitesiyle ilgili
olarak baz1 problemlerin ortaya ¢iktig1 vurgulanmistir (30,64). Ayrica bu teknigin

¢ok pahali, karmagik ve zaman alic1 oldugu ileri siiriilmiistiir (62,67,73,80,95).
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3. 1. 8. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Yéntemi

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) yontemi, aranan genetik materyalleri
saptamak amaciyla gergeklestirilen, birka¢ saat gibi kisa bir zaman igerisinde,
hedeflenen niikleik asidin (DNA) c¢ogaltilmasim1 saglayan bir yontemdir
(27,32,33,36,55,80). PCR, ilk defa 1983 yilinda uygulanmaya baglanmis olup, adli
tiptan ekolojiye, teshisten gida kontroliine kadar pek ¢ok alanda kullaniimaktadir
(2,20,23,27,80).

PCR’nin en Onemli ozelligi, 6zel bir DNA dizisini se¢ip ¢ogaltarak
istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasimi Onlemesidir. Bu 6zellik sadece dizinin
taminmasini kolaylastirmakla kalmaz, ek olarak DNA’nin analiz edilmesinede
olanak saglar (26,33). Calisilan genetik materyal, ¢ok az miktarda veya diger
farkli DNA’ lar arasinda da olsa ¢ogaltilabilir ve homojen bir DNA materyali
haline getirilerek kolayca identifiye edilebilir (14,27,33,67,95). Ayrica PCR ile
tek iplikli DNA ve ‘‘reverse transcription’ islemi vasitasiyla kopya DNA’ya

doniistiiriilen RNA” larin amplifiye edilmesi de s6z konusu olabilir (27,33).

3. 1. 8. 3. 1. PCR’nin Calisma Prensibi

PCR’nin baslangi¢ materyali, ¢ogaltilacak olan baz dizisine sahip hedef
DNA’dir. Cogaltilacak olan diziyi ayrica izole etmeye gerek yoktur. Ciinkii
reaksiyonda kullanilacak olan primerler tarafindan bu diziler tanimlanir.
Primer, hedef DNA’y1 tammlayan tek iplikli kiigiik sentetik oligoniikleotidlerdir
(12,16,23,27,55,61,88). Primerler hedef olarak se¢ilmis DNA’nin belirli bir
bolgesine yerleserek tamamlayici rol oynamasim saglayacak spesifik dizilerden

olusur. Neticede hedef bolgenin uglarina baglanarak (annealing yada
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hibridizasyon iglemi) g¢ogaltilacak olan DNA bolgesinin simirlarim belirlerler.
DNA dizileri 5 ve 3’ olmak fizere 2 uca sahip olup polimerizasyon (DNA
iplik¢igine baz eklenmesi) siirekli olarak 5'— 3’ yoniine dogru olusur (16,27,33).

Reaksiyon karisimina katilacak primer konsantrasyonu ¢ok énemlidir. Cok
diisiik primer konsantrasyonu, istenilen DNA dizisini ya ¢ok az olusturur yada
hi¢ olusturamaz. Cok yiiksek primer konsantrasyonu da hedef olmayan
(istenmeyen) DNA dizilerinin ¢ogalmasina yada primerlerin birbirlerine
baglanarak ‘‘primer dimer’’ adi verilen ve spesifik olmayan ¢ogalmalara yol
agabilir (14,16,75,96).

Polimeraz zincir reaksiyonunda denaturasyon, hibridizasyon (annealing)
ve sentez (uzama) olmak {izere ti¢ basamak mevcuttur. Farkli ve kontrollii sicaklik
derecelerinde meydana gelen bu {i¢ basamak bir siklusu olusturur (Sekil 2,3). Bu
islem 25-30 defa tekrar edilerek, tizerinde caligilan hedef DNA milyonlarca

sayida ¢ogaltilabilmektedir (14,16,20,26,33,39,84,89) .

3.1.8.3.2. Hedef DNA’nin Denaturasyonu

Gerekli materyaller, mikrosantrifiij tiiplerine (eppendorf, vb.) konulduktan
sonra, istenilen 1s1 derecelerine ayarlanmis olan thermal cycler’e (1s1 déngii
cihazi) yerlestirilir. Alet otomatik olarak 1siy1 90-95°C’ye yiikseltir ve bu 1sida
hedef DNA denature edilir. Denaturasyon islemi ile DNA ipliklerini birbirine
baglayan hidrojen baglar1 koparak ¢ift iplikli hedef DNA (ds DNA)’dan, tek
iplikli (ss DNA) DNA olugturulur (Sekil 2). Hedef DNA’daki guanin ve sitozin
miktarina gére denaturasyon i¢in gerekli sicaklik derecesi 95°C’den daha yiiksek

uygulanabilir. Ciinkii guanin ve sitozin arasinda 3 hidrojen bagi, adenin ve timin
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arasinda ise 2 hidrojen bag1 bulunmaktadir. Yine sentez basamaginin siiresi, hedef
DNA’nin  uzunluguna ve Kkonsantrasyonuna baghh olarak degisebilir

(14,26,27,39,87).

3. 1. 8. 3. 3. Primerlerin Baglanmasi ( Hibridizasyon )

Hibridizasyon basamagi, spesifik primerlerin tek iplikli DNA parcalarina
uygun yerlerden baglanmasidir (27,33).

Denaturasyon i¢in gerekli olan siire sona erdikten sonra tek iplikli niikleik
asitler, primerler ve DNA polimeraz igin kalip islevi goriir. Oligoniikleotid
primerlerin, tamamlayict DNA molekiiliine kaynasmasina imkan vermek igin,
thermal cycler 1s1y1 37 ile 65°C’ler arasina diisiirlir ve ortamda bulunan primerler
hedef DNA iizerindeki spesifik sekanslara baglanir (Sekil 2). Primerler DNA
polimerazin ¢aligma yoniine uygun olarak (5'— 3') baglanirlar. Bu basamak i¢in
gerekli olan 1s1 ve siire, primetlerin niikleotid yapisina (guanin ve sitozin oranina),
primerlerin uzunluguna ve bunlarin PCR karisimindaki konsantrasyonlarina bagl
olarak degisir. En uygun hibridizasyonun 55-65°C’ler arasinda oldugu
belirtilmektedir. Yiiksek 1simin kullanilmasi yanlis niikleotidlerin primerlerin 3’
ucuna baglanmasint dnler. Hibridizasyon 1sisiin diisiik  tutuldugu durumlarda
ise spesifik olmayan kiigik DNA parcaciklannin olustugu bildirilmigtir

(14,20,26,27,33,39,61,69).
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5 : { 3
3 , 5
5 3 <~ Primer 1
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(primer baglanmas:) 3 5
RERRE
5| R '. : ’Bk
3. Sentez
(Uzama) KR ey 5
NENENEN 3,
3 5
5 3
4. Cogaltdan :
DNA 3 — _ N 5 5
5 3

Sekil 2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Safhalar (27).
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DNA
Yoguniugu
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PCR Siklus Says!

Sekil 3. Amplifiye Edilen DNA Miktarimin PCR Siklus Sayist ile fliskisi (27)

3. 1. 8. 3. 4. Polimerizasyon (Sentez = Uzama)

DNA polimeraz enzimi vasitasiyla hedef DNA sarmalinin tamamlanmasi
islemidir. Primerler hedef DNA’daki spesifik sekanslara baglandiktan sonra
thermal cycler 1s1y1 70-72°C’ye ¢ikararak tiipler i¢inde bulunan ve 1s1ya dayanikli
olan taq polimeraz enzimi 5'—3’ yoniinde olmak {izere, ortamdaki niikleotidleri
kullanarak, primerlerin 3’ dizisine niikleotidleri yerlestirir (Sekil 2) ve boylece
hedef DNA dizisinin bir kopyas: elde edilir. Bu periyodun sonunda sicaklik
yaklagik 20 saniye siireyle 94°C’nin lizerine ¢ikarilir ve boylece orijinal iplik ve
yeni sentez edilmis tamamlayici iplik birbirinden aynlir. Isitma islemi tek iplikli

DNA’nin diger sikluslarda kalip islevi gormesi, primerlerin baglanmasi ve yeni
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DNA ipliklerinin DNA polimeraz tarafindan sentezlenmesi igin 30-50 defa
tekrarlanabilir (14,19,26,27,87).

PCR amplifikasyon isleminin etkinliginde genel olarak dért temel faktor
rol oynar. Birincisi, PCR reaksiyonundaki siklus sayisidir. Her ne kadar hedef
DNA’nin amplifiye edilecek miktarin1 siklus sayisi belirlese de DNA
konsantrasyonu arttikga, primer baglanmasindan ziyade polimeraz zincir
reaksiyonu sonucu olusan sarmallarin birbirine baglanmasinin s6z konusu oldugu
ve buna bagl olarak ¢ok sayida PCR sikluslarinin, az sayida sikluslara oranla
daha az etkili olacag: bildirilmistir (Sekil 3). Ikinci faktor, amplifiye edilecek
hedef DNA miktaridir. Polimeraz zincir reaksiyonunda yiiksek konsantrasyonda
hedef DNA (>10") ihtiva eden numuneler kullanildiginda diisiik
konsantrasyonlardakine (<10% nazaran daha disiik diizeyde bir amplifikasyon
elde edilecegi belirtilmistir (67,72,73). Uglincii faktdr, hedef DNA sekansinin
uzunlugudur. PCR’nin etkinligi ile sekans uzunlugu arasinda ters orantili bir iliski
mevcuttur. Dordiincti onemli faktor ise primer baglanmasi ve hibridizasyon igin
kullamlan 1s1 ile ilgilidir. Hibridizasyon 1sis1 ile PCR’nin spesifitesi arasinda
pozitif bir korrelasyon mevcuttur. Yiiksek 1sida PCR’de énemli bir problem olan

yanlis hibridizasyonun olugma ihtimali diisiiktiir (27).

3. 1. 8. 3. PCR Teknigi ile Et Tiirlerinin Tespiti

Et ve et tiriinlerinde tiir ayrimimnin yapilabilmesi igin duyusal niteliklere,
anatomik farkliliklara, kilin histolojik yapisina, doku yaglarinin 6zelliklerine ve
etlerdeki glikojen miktarina dayanan ¢aligmalarin yamsira g¢esitli immunolojik,

elektroforetik ve hibridizasyon metodlar1 denenmistir (15,21,22,25,71,77,90,91).
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Bu metodlarda kargilagilan giicliikler ve bazi dezavantajlar nedeniyle et ve et
tirlinlerinin orijininin tespit edilmesi ig¢in dogru sonu¢ veren, basit ve hizlh
yontemlerin varligi zorunlu hale gelmistir (28,36,56,62,77).

Molekiiler biyolojide son yillarda kaydedilen hizli gelismeler, 6zellikle
DNA’nin in vitro olarak ¢ok kisa stirede ¢ogaltilmasini saglayan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’nun gelistirilmesi bitki, bakteri ve hayvan tiirlerinin tespit
edilmesinde  biiyilk  kolaylik  saglamig ve  basariyla  kullamlmistir
(1,2,16,34,35,54,58,59,63,66,76,78,81,82,86,94).

Et tiirlerinin tespit edilmesinde kullanilan DNA hibridizasyon yéntemine
gore, tiir spesifik hedef DNA’nin PCR ile ¢ogaltilmasinin daha hassas ve hizli bir
teknik oldugu saptanmuistir (43,90).

Farkl: tiirlerin DNA’lar1 birbirlerinden farklidir. Bu durum tiirler arasinda
genetik farkliliklarnt olusturur (14,40,83). PCR tekniginde DNA’nin  bu
dzelliklerinden yararlanilarak tiir ayirimu yapilmaktadir. Bu amagla PCR ile PCR
tabanl1 olan Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ve Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemleriyle et tiirlerinin ayirimi
yapilmugtir (4,11,36,44,45,56,58,62-66,79,91).

Konuyla ilgili yapilan literatiir taramalarinda yurt disinda simirlt sayida
kaynak  bulunmasma  kargin, {ilkemizde bununla ilgili  ¢alismaya
rastlanilamamusgtir.

Koh ve ark. (56), RAPD yontemiyle 10 farkli tiir hayvan etini ayirt
etmislerdir. Iciar ve Ingrid (44), ¢ farklt 10 bazhik primer kullanarak degisik
islemlere tabi tutulmug at, esek, katir, domuz, Kanada geyigi, ren geyigi, kuzu,

keci ve kanguru etlerinde tiir ayrimini yapmiglardir. Appa Rao ve ark. (11), RAPD
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yontemini kullanarak 14 farkli primer ile ¢iftlik hayvanlarinda tiir tayinini
yapmuglardir. Lee ve Chang (58), ise yine RAPD yontemiyle 2 farkli primer
kullanarak 8 farkli hayvanda ve insanda tiir tespitini bagsarmuslardir. Ilhak ve
Arslan (45), sigir, koyun, ke¢i ve yabani domuz etini RAPD yéntemi ile ayirt
etmislerdir.

Bazi arastirmacilar (43,57,65,67), RFLP yontemini kullanarak et ve et
iiriinlerinde tiir tespitini yapmiglardir.

Meyer ve ark. (64), Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) yontemiyle
121°C’de 10 dakika 1sitilmus et tiriinlerinde %50, 20, 10, 5 ve 2 oranlarinda domuz
etini tespit etmislerdir. Bu aragtirmacilar ¢ig etlerde Ouchterlony metoduyla %2
ve %5°lik et kansimlanm tespit edemediklerini, ELISA ile 100°C’de 20 dakika
181l islem uygulanmig et kangimlarinda ancak %50 oraninda kanstinlmig et
tiirlerini tespit edebildiklerini bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar (66), yaptiklan
baska bir calismada da, et {liriinlerine ilave edilmis soya proteinini PCR
yontemiyle tespit etmislerdir.

PCR yontemi ile 80, 100 ve 120°C’de 30 dakika 1s1 iglemi uygulanmig
kanath etlerinde (43), tiir tayini yapilmigtir. Bagka bir ¢alismada (94), yine PCR
yontemiyle 26 farkli balik ve 17 farkh hayvan tiirii tespit edilmistir. Yapilan
baska bir ¢alismada, 100 ve 120°C’lerde 30 dakika 1st islemi uygulanmig sigur,
domuz, tavuk, koyun ve kegi etlerinde tiir tayinini saptadiklarini, ancak 120°C’de
30 dakika 1s1 iglemi uygulanmis at etinde sonu¢ alamadiklarini bildirmislerdir
(62). Lockley ve Bardsley (60), RFLP yontemiyle %10, 5 ve 1 oranlarinda

kanistirilmig tavuk ve hindi etlerini tespit etmiglerdir.

26



Bu ¢aligma, tiire 6zgili spesifik primerler kullamlarak farkl tiirlerin et
karisimlarinda PCR ile et tiiriinii saptamak ve dzellikle karisim halindeki etlerde

PCR’nin duyarliligin1 tespit etmek amaciyla yapilmigtir.
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4. GEREC VE YONTEM

4. 1. Et Orneklerinin Saglanmasi
Calismada at, kopek, kedi, sigir, koyun, domuz ve kegi etleri kullanildi. Et
ornekleri, DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 + 1°C’de muhafaza edildi.

Caligma 3 tekrar yapildi.

4. 2. PCR Yonteminin Uygulanmasi

4. 2. 1. Calismada Kullanilan Cihaz ve Gerecler
- Agaroz jel elektroforez tanki (ThermoHybaid, HB 1214)
- Elektroforez gii¢ kaynagi (Wealtec, Elite 300 plus)
- Film (Poloroid T 667, Black and White Print Film)
- Fotograf makinesi (Poloroid)
- Mikrosantrifiyj (CLP, Model 3410)
- PCR Sprint (ThermoHybaid, England)

- Ultraviyole kaynag1 (Spectroline, Model TC-312 E/F)
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4, 2. 2. Calismada Kullanilan Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

4. 2. 2. 1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Soliisyonlar

TNES soliisyonu

Tris 1242 ¢
NaCl :8.76 ¢
EDTA- Na tuzu :3.722 ¢
SDS 2g

Bu maddeler tartilarak 1000 ml’lik balon joje igerisine konuldu ve distile

su ile 1000 ml’ye tamamland.

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

100 ml’lik balon jojeye 10 g SDS konuldu ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

6 M NaCl

100 mI’lik balon jojeye 35,064 g NaCl konuldu ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

Fenol- kloroform- izoamilalkol (25:24:1)

AppliChem (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edildi.
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3 M Sodyum asetat ¢ozeltisi
100 ml’lik balon jojeye 26.424 g sodyum asetat konuldu ve distile su ile

100 ml’ye tamamlandi.

%70 Alkol

%96’ lik etil alkolden 70 ml alinarak distile su ile 96 ml’ye tamamlandi.

4.2.2.2.PCR isleminde Kullamilan Tampon Ve Soliisyonlar

Taq DNA Polimeraz

dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
PCR Tamponu (10x), pH: 8.3

MgCL 25 mM

Mineral Yag

Promega (Madison, USA) firmasindan temin edildi.

Primer

Caligmada kullanilan tiim primerler Integrated DNA Technologies, Inc,
(Coralville, USA) firmasindan temin edildi.

Sigir, koyun, kegi, at ve domuza ait spesifik primerler Tablo 1°de belirtilen
kaynaklardan elde edildi. Kopek ve kediye ait mitokodriyal DNA dizileri ise
(kedi icin: accession number: NC 001700, kopek i¢in: accession number:
NC_002008) gen bankasindan (8,9) temin edilerek spesifik primerleri

tarafimizdan belirlendi.
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Her bir hayvan tiiriine ait spesifik primer, 2.5 pl’sinde 20-25 pikomol

(pmol) olacak sekilde steril distile su ile sulandirilarak PCR iglemi igin -20°C’de

mubhafaza edildi. Caligmada kullanilan primerler Tablo 1’de gosterilmektedir.

Table 1. PCR yonteminde kullanilan tiir spesifik primerler

Et tiirleri Primerlerin baz dizilisi Kaynak No

Sigir 5’- GCCATATACTCTCCTTGGTGACA- 3’ 57
5’- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA- 3’

Koyun 5’- TTAAAGACTGAGAGCATGATA- 3’ 57
5’- ATGAAAGAGGCAAATAGATTTTCG- 3’

Domuz 5’- GCCTAAATCTCCCCTCAATGGTA- 3’ 57
5’- ATGAAAGAGGCAAATAGATTTTCG- 3’

Kedi 5’- CATGCCTATCGAAACCTAACATAA- 3’ 8
5’- AAAGAAGCTGCAGGAGAGTGAGT- 3’

Kopek 5’- GATGTGATCCGAGAAGGCACA- 3’ 9
5’- TTGTAATGAATAAGGCTTGAAG- 3’

Kegi 5’- GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3" 62

5’- CTCGACAAATGTGAGTTACAGAGGGA- 3’
At 5°- GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA- 3’ 62

5’- CTCAGATTCACTCGACGAGGGTAGTA- 3’
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4. 2. 2. 3. Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

5x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) Tamponu

Tris :272¢g

Borik asit :13.6¢g

EDTA :28¢

Distile su : 500 ml

pH :83

Hazirlanan stok TBE tamponu elektroforez islemi sirasinda 4 kat

sulandirilarak kullanildi.

%1.5’lik Agaroz Jel
0.75 g agaroz (Sigma) tartilarak 50 ml 1xTBE ¢ozeltisine konuldu. Kaynar

su banyosunda eritildikten sonra elektroforez kasetine dokiildii.

Jel Yiikleme Tamponu

Promega (Medison, USA) firmasindan temin edildi.

Ethidium Bromid Cozeltisi
Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edildi.
10 mg/ml Ethidium bromid soliisyonundan 0.5 ml alinarak 10 ml’ye

tamamland (0.5 mg/ml) ve koyu renkli bir sisede +4°C’de saklandu.
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4. 3. Etlerden DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

Et 6rneklerinden Koh ve ark. (56)’nin bildirdigi yontem modifiye edilerek
DNA ekstrakte edildi. Bu amagla sirasiyla asagidaki islemler yapildi.

1- Calismada kullamilan et tiiriiniin diger hayvan tiirlerinin etleriyle
kontamine edilmemesine 6zen gosterildi. Her hayvan tiiriine ait etten 0.5 g
polypropilen tiipe alinarak tizerine 4 ml TNES soliisyonu ilave edildi.

2- Her tiipe 25 mg/ml hazirlanmig proteinaz K’dan 10 pl ve %10’luk
SDS’den 50 ul ilave edilerek benmaride 58°C’de 8 saat bekletildi.

3- Inkiibasyon sonunda 750 pl alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarild:
ve lizerine 250 pl 6 M NaCl ilave edilerek 11600 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

4- Santrifiij sonunda 500 pl st faz ayn bir eppendorf tiipe aktarildi,
fizerine sirasiyla 25:24:1 oranlarinda fenol-kloroform-izoamilalkol igeren
soliisyondan 300 pl ilave edilerek vortekslendi ve 11600 x g’de 5 dakika santrifiy
edildi. DNA’nin bulundugu {iist faz sinir olan ara faza kadar alinarak bagka bir
eppendorf tiipiine aktarildi.

5- Ayn tiipe alinan bu list faza, elde edilecek olan DNA’y1 daha saf bir
hale getirmek i¢in 300 pl kloroform ilave edildi. Kloroform protein, yag, fenol ve
fenolden kurtulan daha kiigiik pargalar1 ortamdan uzaklastirir. Kloroform
ilavesinden sonra tiipler vortekslendi ve 11600 x g’de 3 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda yine st faz dikkatlice alt fazdan siv1 aspire edilmeden ¢ekildi
ve ayri bir tiipe aktarildi. Daha saf bir DNA elde etmek i¢in bu asama bir kez daha

tekrar edildi.
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6- Ay bir tiipe alinan bu tist faz iizerine 400 pl saf etanol ve 40 pl 3 M
Na-asetat ilave edilerek DNA’nin presipitasyonu i¢in —20 + 1°C’de 8 saat
bekletildi.

Bunu takiben tiipler hemen santrifiije konuldu, 11600 x g’de 10 dakika
santrifiij edilerek DNA’nin tortu halinde ¢tkmesi saglandi. Santrifiijden sonra
tiplerin igindeki s1v1 kisim dikkatlice bosaltildi.

7- Tortu tizerine 400 pl %70°1ik etil alkol ilave edildi. Yine 11600 x g’de
10 dakika santrifiij islemi yapilarak DNA’dan Na-asetat uzaklastirildi.
Santrifijden ¢ikarilan tiiplerin sivi kism bosaltilarak dip kisimda sadece tortu
birakildi.

8- Tiiplerin agz1 1-2 saat agik birakildi. Béylece tiip i¢erisinde kalmis olan
alkol ugurularak tortu kurutuldu.

9- Kuruyan tortu iizerine 100 ul steril distile su ilave edilerek siispanse
edildi. Bdylece her hayvan tiiriine ait DNA elde edildi. Bu DNA’lar, primerlerin

spesifite kontrolii igin PCR islemi yapilincaya kadar -20+1°C’de muhafaza edildi.

4. 4. Et Kanisimlarimin Hazirlanmasi ve Karigim Halindeki Etlerden DNA
Ekstraksiyonu

Her bir hayvan tiiriine ait et kiyma haline getirildi. Toplam hacim 250 g
olacak sekilde sigir, koyun ve kegi etlerine ayr1 ayri domuz, at, kopek ve kedi
etleri sirasiyla %5, %2.5, %1, %0.5 ve %0.1 oranlarinda ilave edildi. Karisimlar
mikserde homojen hale getirilmeye ¢alisildi. Sonra bu karigim igerisinde diisiik

oranlarda bulunan et tiiriine ait DNA’y1 ekstrakte edebilme ihtimalini artirmak
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i¢in, her et kanigimmin bes degisik yerinden 2’ser g 6rnek alinarak her birine ayr
ayr1 DNA ekstraksiyonu ve PCR islemi uygulandi.

Bu o6rneklerden DNA ckstraksiyonu yapilirken 5. asama harig, etlerden
DNA ekstraksiyonu boliimiinde yapilan islemler aynen uygulandi. 5. asamada ise
kloroformla temizleme bir kez tekrar edildi. Ciinkii DNA’nin en fazla bu asamada
kayba ugradigi belirtilmektedir (36,56). Boylece karisim igerisinde c¢ok diisiik

oranlarda bulunan etten DNA elde etme orani arttirildi.

4. 5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her reaksiyon tiiptine 5 pl 10x PCR buffer, 5 pl 25 mM MgCl,, 4 ul 10
mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP), 0.25 pl Taq DNA polimeraz, 20 pmol
spesifik primer, 5 pl hedef DNA ve 26 pl steril distile su konuldu. Reaksiyon
karisiminin lizerine yiizeyi tamamen kapatacak sekilde bir damla mineral yag
konuldu. Boylece yiiksek sicakliklarda karisimin buharlagmas: onlenmis oldu.
Hazirlanan eppendorf tiipleri thermocycler cihazina yerlestirilip, 94°C’de 45
saniye, 58°C’de 45 saniye, 72°C’de 90 saniye bekletilerek toplam 30 siklusta
PCR islemi gergeklestirildi. %0.1 oranindaki et kangimlar i¢in PCR islemi 35
siklus uygulandi.

Cogaltilan DNA segmentleri 15 pl miktarinda %1.5’lik agaroz jele

(Sigma) yiiklenerek 100 voltta 1 saat elektroforez islemine tabi tutuldu.
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4. 6. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, agaroz veya poliakrilamid jele elektrik akimi uygulanip
negatif elektrik yiikli DNA veya DNA pargalarinin nétral pH’da anoda dogru
gbomesi esasina dayanir (83).

0.75 g agaroz 50 ml 1xXTBE soliisyonuna ilave edilerek kaynar su
banyosunda eritildi ve sogumaya yakin tarak takilmis elektroforez kasetine
dokiildii. Cozeltinin katilagmasindan sonra kaliptaki tarak ¢ikarilarak jel
elektroforez tankina yerlestirildi. PCR iirtinleri yiikleme tamponu ile karigtirildi ve
kuyucuklara konuldu.

Dogru akim saglayan gii¢ kaynag ile elektrik akimi1 uygulanarak (100 volt,

44 amper) PCR iirtinleri agaroz jel igerisinde biiytikliiklerine gére yiirtitiildii.

4. 6. 1. Jelin Boyanmasi
Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel, 300 ml distile su + 1 ml (0.5 mg/ml)
ethidium bromid bulunan soliisyonda 30 dakika boyanarak DNA bantlarinin UV

transilluminatérde (312 nm) goriiniir hale gelmesi sagland1 ve fotograflar gekildi.
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5. BULGULAR

Caligmada kullanilan tim hayvan tiirlerinden ve bunlarin farkh oranlardaki
karisimlarindan DNA elde edildi.

Caligmada tiirler arasinda kros reaksiyonlarin olup olmadigin tespit etmek
amaciyla her hayvan tiirline ait spesifik primerler ayr1 ayr1 uygulanarak agaroz
jelde goriintiilendi. Sekil 4’de goriildiigi gibi at, kopek, kedi, sigir, koyun, domuz
ve kegiye ait strasiyla 439, 322, 274, 271, 225, 212 ve 157 bp’lik mitokondriyal
DNA pargasi ¢ogaltildr ve kullantlan primerlerin tiire spesifik oldugu saptandu.

Toplam 30 siklus PCR islemi sonunda Sekil 5-16’da goriildiigt gibi %5,
%2.5, %1 ve %0.5 oranlarindaki farkli tiir et karigimlar agaroz jelde tespit edildi.
%0.1 oranindaki farkli tiir et karisimlari ise 30 siklus PCR iglemi sonunda net
olarak tespit edilemedi. Bu nedenle PCR siklus sayis1t 30°dan 35°e ¢ikarilarak

%0.1 oranindaki farkl: tiir et karigimlar1 da tespit edildi (Sekil 17).
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Sekil 4. Et Tirlerinden Ekstrakte Edilen DNA’larin Tiir Spesifik Primerler ile
Copaltilmastyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezdeki
Goériiniimleri

M- Marker (100 bp),

1-ateti

2- kopek eti

3- kedi eti

4- s1gir eti

5- koyun eti

6- domuz eti

7- kegi eti
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Sekil 5. Sigir ve At Eti Kangimlarindan Ekstrakte Edilen At DNA’simin Tiir
Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 s181r eti

2-% 100 at eti

3-%95sigireti + % S ateti

4-%97.5 sigireti + % 2.5 ateti

5-% 99 sigireti + % 1 ateti

6-%99.5 sigireti + % 0.5 ateti

7-%99.9 sigireti + % 0.1 at eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 6. Sigir ve Kopek Eti Karigimlarindan Ekstrakte Edilen Képek DNA’sinin
Tiir Spesifik Primer ile Cogaltiimasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Gortiniimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 si1g1r eti

2- % 100 kopek eti

3-% 95 sigir eti + % 5 kopek eti

4-%97.5 sigireti + % 2.5 kopek eti

5-% 99 sigireti + % 1 kopek eti

6- % 99.5 sigireti + % 0.5 kopek eti

7- % 99.9 sigireti + % 0.1 kopek eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 7. Sigar ve Kedi Eti Kangimlarindan Ekstrakte Edilen Kedi DNA’sinin Tiir
Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 sig1r eti

2- % 100 kedi eti

3-% 95 sigireti + % S kedi eti

4-%97.5 sigireti + % 2.5 kedi eti

5-% 99 sigireti + % 1 kedi eti

6-% 99.5 sigireti + % 0.5 kedi eti

7-% 99.9 sigir eti + % 0.1 kedi eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 8. Sigir ve Domuz Eti Karisimlarindan Ekstrakte Edilen Domuz DNA’sinin
Tiir Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 s1g1r eti

2- % 100 domuz eti

3-% 95 sigireti + % S domuz eti

4-%97.5 sigireti + % 2.5 domuz eti

5-% 99 sigireti + % 1 domuz eti

6- % 99.5 sigireti + % 0.5 domuz eti

7- % 99.9 sigir eti + % 0.1 domuz eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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439 bp —=

225 bp

Sekil 9. Koyun ve At Eti Karisimlarindan Ekstrakte Edilen At DNA’sinin Tiir
Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Urlinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 koyun eti

2-% 100 at eti

3-% 95 koyuneti + % 5 at eti

4-% 97.5 koyun eti + % 2.5 at eti

5-% 99 koyun eti + % 1 at eti

6- % 99.5 koyuneti + % 0.5 at eti

7-% 99.9 koyun eti + % 0.1 at eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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3220p ——
225 bp

Sekil 10. Koyun ve Kopek Eti Karigimlarindan Ekstrakte Edilen Kopek
DNA’smin Tiir Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin
Agaroz Jel Elektroforezdeki Gortintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 koyun eti

2- % 100 kopek eti

3-% 95 koyun eti + % 5 kopek eti

4- % 97.5 koyun eti + % 2.5 kdpek eti

5-% 99 koyun eti + % 1 kopek eti

6- % 99.5 koyun eti + % 0.5 kopek eti

7-% 99.9 koyun eti + % 0.1 kopek eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 11. Koyun ve Kedi Eti Karigimlarindan Ekstrakte Edilen Kedi DNA’sinin
Tiir Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 koyun eti

2- % 100 kedi eti

3-% 95 koyun eti + % 5 kedi eti

4-% 97.5 koyun eti + % 2.5 kedi eti

5-% 99 koyun eti + % 1 kedi eti

6- % 99.5 koyun eti + % 0.5 kedi eti

7-% 99.9 koyun eti + % 0.1 kedi eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 12. Koyun ve Domuz Eti Kanmgimlarindan Ekstrakte Edilen Domuz
DNA’sinin Tiir Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin
Agaroz Jel Elektroforezdeki Goriiniimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 koyun eti

2- % 100 domuz eti

3-% 95 koyun eti + % 5 domuz eti

4-%97.5koyuneti + % 2.5 domuz eti

5-% 99 koyun eti + % 1 domuz eti

6- % 99.5 koyun eti + % 0.5 domuz eti

7- % 99.9 koyun eti + % 0.1 domuz eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 13. Kec¢i ve At Eti Karigimlarindan Ekstrakte Edilen At DNA’simin Tiir
Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriiniimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 kegi eti

2- % 100 at eti

3-% 95 kegieti - % 5 ateti

4-%97.5kegi eti + % 2.5 at eti

5-% 99 kecieti + % 1 ateti

6-% 99.5 kegieti + % 0.5 at eti

7-% 999 kegieti + % 0.1 at eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 14. Kegi ve Kopek Eti Karigimlarindan Ekstrakte Edilen Kopek DNA’sinin
Tiir Spesifik Primer ile Cogaltiimastyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 kegi eti

2- % 100 kopek eti

3-% 95 kecieti + % 5 kopek eti

4-%97.5 kegi eti + % 2.5 kopek eti

5-% 99 kegi eti + % 1 kopek eti

6- % 99.5 kegi eti + % 0.5 kopek eti

7-% 99.9 kegi eti + % 0.1 kopek eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 15. Kegi ve Kedi Eti Karisimlarindan Ekstrakte Edilen Kedi DNA’simin Tiir
Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezdeki Goriintimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 kegi eti

2- % 100 kedi eti

3-% 95 kegieti + % 5 kedi eti

4-%97.5kegieti + % 2.5 kedi eti

5-% 99 kegieti + % 1 kedi eti

6-% 99.5 kegi eti + % 0.5 kedi eti

7- % 99.9 kegi eti + % 0.1 kedi eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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Sekil 16. Ke¢i ve Domuz Eti Kangimlarindan Ekstrakte Edilen Domuz
DNA’sinin Tiir Spesifik Primer ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen PZR Uriinlerinin
Agaroz Jel Elektroforezdeki Goriiniimleri

M- Marker (100 bp)

1- % 100 kegi eti

2- % 100 domuz eti

3-% 95 kegi eti + % 5 domuz eti

4-% 97.5 kegi eti + % 2.5 domuz eti

5-% 99 kegieti + % 1 domuz eti

6- % 99.5 kegi eti + % 0.5 domuz eti

7- % 99.9 kegieti + % 0.1 domuz eti

8- Distile su (negatif kontrol)
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9 10 11 1Y

Sekil 17. %0.1 Oranindaki Et Karisimlarindan Ekstrakte Edilen Domuz, Kedi,
Kopek ve At DNA’larinin Tiir Spesifik Primerler ile Cogaltilmasiyla Elde Edilen
PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezdeki Goriiniimleri (35 Siklus PZR)

M- Marker (100 bp)
1-%99.9 sigir eti + % 0.1 domuz eti
2-% 99.9 koyun eti + % 0.1 domuz eti
3-%99.9 kegi eti + % 0.1 domuz eti
4-%99.9 sigireti + % 0.1 kedi eti
5-%99.9 koyun eti + % 0.1 kedi eti
6-% 99.9 kegi eti + % 0.1 kedi eti
7-%99.9 sigir eti + % 0.1 kopek eti
8- % 99.9 koyun eti + % 0.1 kopek eti
9-% 99.9 kegi eti + % 0.1 kdpek eti
10- % 99.9 sigireti + % 0.1 at eti
11- % 99.9 koyuneti + % 0.1 at eti
12-% 99.9 kegieti + % 0.1 at eti
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6. TARTISMA

Saglik, etik ve ekonomik nedenlerden dolay: et ve et iiriinlerinin orijininin
tespit edilmesi biiyiikk onem tasimaktadir. Bu g¢alisjmada PCR yontemi ile et
tiirlerinin ayrimi yapildi ve PCR’nin duyarhiligi incelendi.

Ulkemizde et ve driinlerinin orijininin belirlenmesinde son zamanlarda
ELISA teknigi kullanilmaktadir. Kamber (49), yaptig1 ¢alismada materyal olarak
igerisinde %15, %10, %5, %3 ve %1 oranlarinda domuz ve at eti karistirilarak
hazirlanmis deneysel Tiirk fermente sucuklarinda ELISA teknigini kullanarak tiir
tayinini  yapmug. %1’in  altndaki = karigimlarda  ise = numunelerin
homojenizasyonlarinin ve ekstraksiyonlarinin ¢ok 6nemli oldugunu bildirmistir.
Yine 1s1 islem uygulanmamis triinlerde, yabanci et kangimlarinin tespitinde
ELISA’nin hassas bir metot olmasina karsin, numune ekstraktlarinin ¢ok iyi
hazirlanmasi ve kullamlan antikorlarin monospesifitesinin ¢ok yiiksek olmasi
gerektigini belirtmistir.

DNA hibridizasyon y6énteminde, etlerin icerdikleri genetik materyal esas
alinmistir (24,30,31,95). Bu yontem ¢ig et ve et irlinlerinde oldugu kadar,
120°C°de 10 dakika 1s1 islemi uygulanmis et ve et iiriinlerinde de tiirlerin ayirt
edilmesinde kullamilmustir (30). Wintero ve ark. (95), et tiirlerinin tespitinde
kullanmlan immunodiffiizyon, immunoelektroforezis, izoelektrofokusing ve DNA
hibridizasyon yontemlerini kargilagtirmislar, sonugta DNA hibridizasyonunun
diger yontemlere gore daha giivenilir ve duyarl1 oldugunu fakat daha fazla zaman
aldigim bildirmislerdir. Ancak hibridizasyon teknikleriyle et tiirlerinin ayirt
edilmesinde, birbirleriyle yakin olan tiirlerin etlerinin karigtirilmas: ve bunlarin

tespit edilmesi i¢in  kullanilan problarin spesifitesiyle ilgili olarak bazi
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problemlerin ortaya ¢giktig: vurgulanmistir (30,64). Ayn1 zaman da bu teknigin ¢ok
pahali, karmagik ve zaman alic1 oldugu ileri stiriilmiistiir (56,61,66).

Meyer ve ark. (65), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP-
PCR) yontemini kullanarak siir eti igerisine %20, %10, %5, %1 ve %0.5
oranlarinda karigtirilmig domuz etini tespit etmislerdir. 30 siklus PCR isleminden
sonra %20, %10 ve %5’lik karigimlarin ¢ok rahat tespit edildigini, %1 ve %0.5’
lik karisimlarin ise agaroz jelde tam belli olmadigini belirtmislerdir. Bu 6rneklere
de dubleks PCR yaptiklarinda ¢ok kolay bir sekilde saptandigini gostererek,
gidalarda et tiirlerinin orijininin tespit edilmesinde DNA’ya dayali analiz
yontemlerinin kullanilmasinin ¢ok daha uygun oldugunu bildirmislerdir. Aym
arastirmacilar yaptiklar: bir bagka ¢alismada da (66), nested-PCR yontemiyle, ¢ig
domuz eti igerisine %0.01 oraminda kanstirdiklart soya proteinini tespit
etmislerdir.

Meyer ve ark. (64), tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, sigir eti
icerisine %50, %20, %10, %5 ve %2 oranlarinda domuz eti karistirtlmis tirtinlere
121°C’de 10 dakika 1s1 islemi uyguladiktan sonra drneklerden DNA ekstraksiyonu
yapilmig ve 35 siklus PCR iglemi sonunda kolaylikla sigir eti igerisinde domuz
etini tespit etmiglerdir. Ayni ¢aligmada deneysel olarak da PCR’nin hassasiyetini
olgmek igin domuz ve sigir DNA’larmi %1 (5 nanogram domuz DNA’s1 495
nanogram sigir DNA’s1) oraninda karigtirarak PCR yapmislar, 30 siklus PCR
islemi sonunda pozitif sonu¢ aldiklarmni, aym islemi %0.5 ve 0.1 oraminda
karistirarak tekrarladiklarinda ise 30 siklusun yetersiz oldugunu, siklus sayisini

35’e gikardiklarinda ise sonug alabildiklerini bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada
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ticari olarak satilan immunolojik kitlerle ¢ig etlerde %10°dan daha diisiik
oranlardaki domuz eti karigimlarini saptayamadiklarini belirtmislerdir.

Partis ve ark. (68), RFLP-PCR yontemiyle sigir etine %] oraninda
kanistinllmis domuz etinin, Hopwood ve ark. (43) ise PCR yo6ntemiyle kuzu eti
icerisine %1 oraninda karistinlmig tavuk etinin rahathikla tespit edilebilecegini
bildirmislerdir. Tokdemir (83), 15 adet kil kokii dokusundan 5.22 mikrogram
(5220 nanogram) DNA elde ettigini belirtmis, Meyer ve ark. (64) ise 5 nanogram
DNA’y1 35 siklus sonunda jelde goriintiilemislerdir.

Deney sonuglari, Meyer ve ark. (64,65), Partis ve ark. (68), Hopwood ve
ark.’nin (43) etlerde %1 ve %0.5 oranindaki karigimlarin rahatlikla ayirt
edilebilecegi goriisiini  desteklemektedir. Fakat %0.5 ve %0.1 oranlarindaki
karigimlarin ~ tespit edilmesinde karigimin  homojenizasyonu ve DNA
ekstraksiyonunun ¢ok dnemli oldugu belirtilebilir.

Diisiik oranlarda karigimlar ekonomik bakimdan oOnemli olmayabilir.
Ancak saglik, dini ve etik bakimdan son derece 6nemlidir. Bu nedenle giivenilir,
duyarli ve pratik yontemlere gerek duyulmaktadir. Ozellikle ¢ig etlerde klasik
immunolojik metodlarin kullamlmasi yeterli goriilsede, bu yontemlerle birbirine
yakin tiir hayvan etlerinin ayit edilememesi (41), %10°dan daha disik
oranlardaki karigimlar igin yeterince hassas olmamasi nedeniyle pratikte giivenli
bir sekilde kullanilmamaktadir (49). Yine elektroforetik metodlarin 1s1 islemi
gormiis etlerde uygulanmamasi, ELISA ile 100°C’de 20 dakika 1s1 islemi gormiis
etlerde %50’nin altindaki karisimlarin tespit edilememesi (64), pahali ve zaman

alic1 (24,36,69,80,95) olmalar1 bu yontemlerin dezavantajlardar.
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Bu aragtirmada, karigim igerisinde diisiik oranlarda bulunan et tiiriinii tespit
etme ihtimalini artirmak igin, hazirlanan et kansimlanmin her birinin farkli
yerlerinden 2’ser g olmak iizere 5’er adet omek alinarak, ayn ayrnn DNA
ekstraksiyonu ve PCR islemi yapildi. Calisma siiresince yapilan tekrarlarda %5,
%2.5 ve %1 oraninda hazirlannmus karigimlardan alinan her 5 6rnekte de pozitif
sonug alindi. Ancak %0.5 oraninda hazirlanmis karigimlardan alinan 5 6rnegdin en
az 4’tinde, %0.1 oranminda hazirlanmis kargimlardan alinan 5 6rnegin ise en az
3’tinde bazen 4’tinde pozitif sonug alindi. Bu durumun hem karigim igerisinde
aranan et oraninin (%0.5, %0.1), hem de analize alinan 6rnegin ¢ok diisiik
miktarlarda (2 g) olmasindan kaynaklandi@: diisiiniilebilir. Bu nedenle, rutin
analizlerde karisim igerisinde ¢ok diisiik oranlarda olan et tiirlinii tespit etmek igin,
iyl bir homojenizasyonunun yapilmasi, en az 2-3 6rnegin analize alinmasi ve
sonuglarin birlikte degerlendirilmesinin daha dogru olacagi kanaatine varildi.

Ayrica, PCR yontemi ile, hayvansal kokenli yemlerin (et-kemik unu)
hazirlanmasinda, hangi hayvan tiiriine ait etin kullamldig1 saptanabilir. Ornegin,
ruminantlarin  beslenmesinde  kullamlan yemlerde, Bovine Spongiform
Encephalopathy (BSE)’e sebep olabilmesi nedeniyle ruminant kokenli yem
maddelerinin kullamlmas1 yasaklanmistir (57). Ulkemizde ise, bu tiir yem
maddelerinin orijininin tespitinde kullanilacak herhangi bir analiz yontemi
bulunmamaktadir. Bu bakimdan hayvansal yemlerde kullanilan et-kemik ununun
hangi hayvan tliriine ait oldugu PCR ile saptanarak BSE gibi hastaliklarin 6niine
gecilebilir. Ayrica eti tiikketilmeyen hayvan etlerinin kasaplik hayvan etlerine
kangtirilmast ve bu sekilde satisa sunulmasi sonucu tiir spesifik zoonoz

hastaliklarin (6rnegin; domuzda trisin, kizil, tek tirnaklilarda malleus gibi)
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yayilmasi s6z konusu olabilir. Bu gibi hastaliklarin baz1 bireylerde saptanmasi
halinde, bireyin tiikettigi ¢ig veya pismis et ya da et iiriinlerinde, et tiirii PCR
yontemiyle tespit edilerek hastaligin kaynag: ortaya ¢ikarilabilir.

Calismada, %0.5 oranindaki farkli tiir et karigimlarinda 30 siklus PCR
islemi sonunda tiir tespiti yapildi. %0.1 oranindaki farkl tiir et karigimlarinda ise
30 siklusta sonug¢ alinamad:. Fakat siklus sayis1 30°dan 35°e ¢ikarildiginda %0.1
oranindaki et karisimlarinda da tiir tespiti yapildi. Boylece ¢ok diisiik oranlardaki
farkli tiir et karigimlarindan siiphelenildigi durumlarda PCR siklus sayisinin
artirllmasinin gerekli oldugu vurgulanabilir. Fakat 35 siklus PCR iglemi sonunda
%0.1 oranindaki karigimlarin saptanabilmesi farklh tir hayvan etlerinin islendigi
isletmelerde, istenilmeden olusan et kontaminasyonlarini kasith olarak yapilmisg
gibi gosterebilir. Bununla birlikte eti tiiketilmeyen veya tiiketilmesi serbest olup
iiriinde bulunmasi uygun olmayan tiir hayvan etlerinin iiriine kanstinlma oraninin
genellikle %10-20 civarinda oldugu tahmin edilir (49). Fakat karisim orani1 ne
miktarda olursa olsun saglik, etik kurallar ve tiiketicinin dini inang¢lar1 bakimindan
kullamlacak metodun son derece duyarli olmasi gerekmektedir. Bunun icin de
etlerin orjininin saptanmasinda PCR yontemi kullanilmasinin daha dogru olacag:
belirtilebilir. Ancak PCR’nin hassasiyetinden dolayr bu yontemde tiir tespiti
yapilacak etin bagka tiir hayvan etleriyle kontamine edilmemesi gerekir. Ornegin
ortak kullamlan bigak, kiyma makinesi, pargalama sehpasi, kuter vb. alet ve
malzemeler ile DNA kontaminasyonu olabilir. Bu gibi durumlarda analiz edilen et
ornegine, farkh tiir hayvan etleri karigtiriimig gibi bir sonug alinabilir.

PCR’ nin giivenilir, ekonomik, pratik olmasi, ayn1 anda ¢ok sayida drnegin

analiz edilmesi, kisa siirede sonug¢ vermesi ve %0.1 oranindaki karisimlarin rutin
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olarak saptanmasi gibi nedenlerden dolay1 diger yontemlere gére daha istiin
oldugu belirtilebilir. Bu bakimdan, is giicli, zaman ve maddi agidan da tasarruf
saglanmis olur.

Sonug olarak bu yontemle kisa siirede, ekonomik olarak %0.1 oranindaki
farkli tiir et kanigimlarinin saptanabilecegi ve rutin analizlerde de rahatlikla
kullanlabilecegi vurgulanabilir. Geligsmekte olan bir iilke olarak hizli, duyarh ve
ekonomik olan bu yontemin yayginlagtirilip, et tiirlerinin orijininin tespitinde

kullanilmas1 daha dogru olacaktir.
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