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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ODEMIS (iZMiR) ILCESINDE KIRMIZI ET URUNLERININ MENSEININ
DNA-BAZLI BELIRLENMESI

Mehmet CAYLALI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Mehmet Oguz OZTURK

Et ve et iirlinlerinin tiir kdkeninin tespit edilmesi, tiiketicileri korumak i¢in énemlidir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler yontemler, et tiirlerindeki tagsis
maddelerini tespit etmek ve miktarin1 belirlemek icin gelistirilen giiclii tekniklerden
biridir. Bu ¢alismada, 13 Agustos 2024 tarihinde Odemis (Izmir, Tiirkiye) ilgesinde
kasaplardan alinan 3 adet kirmizi et iirlinii sucuklarin menseileri TagMan qPCR
yontemi ile tespit amag¢lanmistir. Numunelerin DNA izolasyonu Eurofins GeneSpin
DNA Isolation Kit (Freiburg, Germany) ile yapilmistir. Arastirma 6rnekleri sigir, koyun
ve tavuk tiirleri yoniinden mensei bakisi i¢in, aym1 firmanin sigir, koyun ve tavuk
tiirlerine 6zgl primer ve prob setleri ve TagMan qPCR yontemi ile ayr1 ayr1 analize tabi
tutulmustur. Calisma sonucunda incelenen et iiriinlerinin sigir ve koyun menseili oldugu
belirlenmistir. Buna karsin, tiim 6rneklerde tavuk 6zgii analizler negatif sonug¢lanmaistir.
Sigir ve koyun tiirlerine ait Cycle threshold (Ct) veri ortalamalar1 sirastyla 13,25 ve
23,50 degerinde bulunmustur. Calisma sonuglar;, Odemis (Izmir, Tiirkiye) ilgesinde et
rtinlerinin  etiketlerinde belirtildigi iizere, sigir ve koyun mensei bigilerini
dogrulamistir. Ayrica, halk sagligini koruma kapsaminda, et iiretimi yapan isletmelere,

yerel otoritelerin daha genis 6l¢ekli arastirma ve denetim yapmasi dnerilmektedir.

2025, viii + 36 sayfa
Anahtar Kelimeler: DNA, Kirmizi et, Odemis, Sucuk, TagMan qPCR.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DNA-BASED IDENTIFICATION OF ORIGIN OF RED MEAT PRODUCTS IN
ODEMIS (iZMiR) DISTRICT

Mehmet CAYLALI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Oguz OZTURK

Determining the species origin of meat and meat products is important for protecting
consumers. Molecular methods such as polymerase chain reaction (PCR) are powerful
techniques developed to detect and quantify adulterants in meat species. In this study, it
was aimed to determine the origins of three red meat products (sucuk) purchased from
butchers in Odemis (izmir, Turkey) on August 13, 2024, using the TagMan qPCR
method. DNA isolation of the samples was performed using the Eurofins GeneSpin
DNA Isolation Kit (Freiburg, Germany). The research samples were analyzed separately
for species origin concerning cattle, sheep, and chicken using species-specific primer
and probe sets from the same company and the TagMan qPCR method. As a result of
the study, it was determined that the examined meat products were of cattle and sheep
origin. However, all samples tested negative for chicken-specific analyses. The Cycle
threshold (Ct) mean values for cattle and sheep species were found to be 13.25 and
23.50, respectively. The study results confirmed that the species origins of the meat
products in Odemis (Izmir, Turkey) were consistent with the information stated on their
labels. Additionally, within the scope of protecting public health, it is recommended that
local authorities conduct broader-scale research and inspections on businesses engaged

in meat production.

2025, viii + 36 pages
Keywords: DNA, Odemis, Red meat, Sucuk, TagMan qPCR.
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1. GIRIS

Et, besin degeri yiiksek gida iirlinlerinden biridir. Et fiyatinin yiiksek olmasi ve
bulunabilirliginin zaman gegtikce azalmasi, bazi et lireticileri ve saticilarini, et ve et
tirlinlerinde sahtecilige yonlendirmektedir. Et endiistrisinde yaygin olarak goriilen en
yaygin ekonomik dolandiriciliklardan biri, daha pahali etin daha ucuz veya kalitesiz etle

ikamesidir (Kumar vd. 2015).

Ekonomik kayiplar, saglik etkileri ve dini inanglar gibi c¢esitli nedenlerden dolayi,
tiikketiciler, kotii niyetli et sahteciligi uygulamalarindan korunmalidir. Et sahteciligi
uygulamalarini tespit etmek ve et tiirlerinin tanimlanmasi igin basit, dogru, kesin ve

hassas yontemlere ihtiya¢ vardir (Meyer vd. 1994).

Et tiirlerinin mensei tamimlanmasi ic¢in anatomik, histolojik, biyokimyasal,
spektrofotometrik, kromatografik, immiinolojik ve enzim bagli immiinosorbent testleri
(ELISA) gibi ¢ok sayida geleneksel yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilar
yiiksek pisirme sicakliklarina maruz kalmis et Uriinlerinin tiir tanimlamasinda yetersiz

kalmaktadir (Guoli vd. 1999).

Son yillarda molekiiler yaklagima dayali gelistirilen Polimeraz Zincir Reksiyonu (PCR)
teknikleri gibi DNA tabanli yontemler, diger yontemlerin siirlamalarini asabilecek
daha iyi tanimlama ¢6ziimleri sunmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali
DNA analiz yontemleri, yogun 1s1l islemine tabi tutulmus ve karmasik bilesime sahip et
tirtinleri i¢in bile, kullanilan hayvan tiirlerini hassas ve hizli bir sekilde tespit

edebilmektedir (Chikuni vd. 1994).

Bu c¢alismada, Odemis (Izmir) ilgesindeki kasaplardan alman 3 adet kirmizi et iiriinii
sucuklarin mengei TagMan qPCR yontemiyle sigir, koyun ve tavuk tiirleri {izerinden
arastirilacaktir. Elde edilecek sonuglarla, et iiriinleri sucuklarin etiketinde beyan edilen
mengei bilgileri ile analiz sonuglar karsilastirilarak, et {iriinii sucuklarda yanlis beyan
veya tagsis olup olmadigi belirlenecektir. Arastirma sonuglar1 Odemis’te satilan

sucuklarin mengei hakkinda giincel ve giivenilir bilgi verecektir.



2. LITERATUR BILGILERI

Etin bir kisminin veya tamaminin daha az degerli muadilleriyle degistirilmesi veya
eklenmesi, yabani olarak yakalanan veya ciftlikte yetistirilen hayvanlar s6z konusu
oldugunda hayvanlarin mensgeinin yanlis beyan edilmesi ve hayvanlarin cografi
menseinin yanlis beyan edilmesi gibi tagsisler olmasi dikkat ¢ekicidir. Et tagsisinin en

yaygin nedeni ekonomik motivasyondur (Zhang vd. 2021).

2.1 Et Tiirii Tammmlama Yontemleri

Gida iirtinlerindeki tiirlerin kokenini tespit etmek icin dnemli sayida analitik yontem
gelistirilmigtir.  Et tiirlerini tamimlamak i¢in DNA ve Protein bazli yontemler
kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Bunlardan ilki hibridizasyon ve polimeraz zincir
reaksiyonunu (PCR) igermektedir (Lockley ve Bardsley 2000). Protein bazli yontemler
arasinda kromatografi, spektroskopi, elektroforez ve immiinoassayler bulunmaktadir

(Nakyinsige vd. 2012).

Et tarlerini tamimlama
igin Analitik yontemler

l

Protein DNA
tabanh

1

tabanh
Elektroforez Kromatografi Spektroskopi ELISA Biogip Multiplex

+ . v v

Indirekt
SDS PAGE HPLC NIR

RAPD

RFLP

Sandvic
MS
IEF GC

Tire 6zgi

CE

DNA
sekanslama

Real Time

DD PCR

Sekil 2.1 Et tiirli tanimlama i¢in yontemler (Alikord vd. 2018).



2.1.1 DNA Tabanh Yontemler

DNA'nin 1s1ya dayaniklilik giicii ve bir bireyin tiim hiicrelerinde bulunmasi nedeniyle,
DNA bazli analizler tiir ayirt etme ve tanimlama i¢in tercih edilmektedir. DNA
hibridizasyonu ve Polimeraz zincir reaksiyonlart (PZR), hileli gida {iriinlerinde et
tiirlerinin belirlenmesine yardimci olan iki ana DNA tabanli molekiiler tekniktir

(Lockley ve Bardsley 2000).

2.1.1.1 DNA Hibridizasyon Teknigi

Yiiksek sicakliklarda, dogal DNA denatiirasyona ugrayarak ¢ift sarmalin ayrilmasina ve
kisa pargalarin ve tek sarmalli DNA'larin olugsmasina neden olur. ss-DNA hibridizasyon
calismalarinda prob ve hedef olarak kullanilacak ve spesifik problar sadece hedef
DNA'nin spesifik niikleotid dizisini tanir. DNA hibridizasyonu, gercek zamanli PZR ve
DNA mikro dizileri gibi teknikler kullanilarak tanimlanir. DNA mikroarray
hibridizasyonunun hassasiyeti PZR'dan daha diisiiktiir, ayrica numune c¢apraz

kontaminasyonuna kars1 daha az hassastir (Ballin vd. 2009).

DNA hibridizasyonunun tespiti, patojen tanimlama, genetik profilleme ve tek niikleotid
polimorfizmi de dahil olmak {izere biyoanalizlerde yapilan bir¢cok ¢alismanin
merkezinde yer almaktadir. Ilk olarak 1987 yilinda (Baur vd. 1987) tarafindan et

tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir (Dohno ve Nakatani 2011).

DNA biyosensorii ve DNA mikroarray, hizli, yeniden kullanilabilir, siirekli, se¢ici ve
hassas tespit yontemlerine olanak taniyan umut verici teknikler sunan en iyi 6zgiin
tespit sistemleridir. Hem DNA biyosensorleri hem de mikro diziler, tamamlayici tek
sarmalli niikleik asit dizilerinin tercihli baglanmasini kullanir. Bu yap1 genellikle tek
sarmallr bir DNA (ss-DNA) probunun hibridizasyon yoluyla tamamlayici hedef DNA
dizisine baglanmak iizere bir donistiiriicii ylizeyine immobilizasyonuna baghdir

(Sassolas vd. 2008) (Sekil 2.2).



DNA problari

Hedef DNA

Sekil 2.2 Bir DNA dizisinin tespitinde yer alan adimlar (Sassolas vd. 2008).

2.1.2 PCR Yontemleri Ii¢cin Farkh DNA Tiirleri

Amaca bagl olarak, PZR yontemlerinde farkli DNA tiirleri kullanilir. Mitokondriyal
DNA'mim PZR amplifikasyonu tiirlerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Her mitokondride ¢ok sayida mtDNA molekiilii vardir. Bu da mt DNA'y1 dogal olarak
cogaltilmis bir genetik varyasyon kaynagi haline getirir. mt DNA maternal olarak
kalitilir, boylece bir birey normalde sadece bir alele sahip olur ve boylece heterozigot

genotiplerden kaynaklanan dizi belirsizlikleri genellikle 6nlenir (Hagelberg vd. 1999).

Mitokondriyal (mt) DNA, kiigiik (15-20 kb) dairesel bir molekiildiir ve 22 tRNA, 2
rRNA ve 13 mRNA icin kodlama yapan yaklasik 37 genden olusur. Intronlardan
yoksundur, fakat kiigiik intergenik aralayicilar vardir, hatta bazen okuma gerceveleri {ist

iiste cakisir (Lockley ve Bardsley 2000).

Genomik DNA, uydu, telomerik mikro uydu, mini uydu, transpozon, kisa serpistirilmis
niikleer elementler (SINE) ve uzun serpistirilmis niikleer elementler (LINE) gibi
tekrarlayan diziler igerir. Tekrarlayan diziler organizasyon, lokalizasyon ve bolluk

acisindan farklilik gosterir. SINE ve LINE genomun %10-15"ini kaplar, bu da bu



dizilere dayanan yontemlerde gozlemlenen diisiik yogunlugun ana nedenidir. Sigir
genomunun %?7,1'ini  kapladig1 disiiniilen 1,709 g/cm3 sigir uydu dizisinin
amplifikasyonu PZR'da basariyla kullanilmistir. Bu da yaklasik 0,0025 genomik
kopyaya karsilik gelmektedir. Kopya sayisi sabit oldugu icin fakli Orneklerin
genom/genom esdegerlerinin PZR ile 6l¢iimii miimkiindiir (Walker vd. 2004).

2.1.3 PZR Tabanh Yontemler

Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR), 6zgiin bir DNA dizisinin birkag¢ saat icinde birkag
milyon kat biiyiitiilmesini saglayan in vitro enzimatik bir yontemdir. Mullis vd. (1986)
tarafindan icat edilen bu teknik, sadece molekiiler biyologlar ve genetikgiler i¢in degil

ayni zamanda adli tip ve gida teknolojisi uzmanlari i¢in de yararlidir (Kumar vd. 2015).

Giliniimiizde PZR testi, et ve et lriinlerinin tiir kokeninin belirlenmesinde biiyiik bir
popiilerlik kazanmaktadir. Bu, daha az karmasik ve hizli giivenilir olmasi nedeniyle et
ve et Uriinlerinin kimlik dogrulamasi i¢in hassas, uygun maliyetli, kesin, 0zgiin ve
potansiyel olarak uygulanabilir bir tekniktir. PZR testleri ayn1 zamanda canli hayvanlar
ve bunlardan elde edilen firiinlerin izlenebilirlik sorunlarmin ¢oziilmesinde de faydali

oldugunu kanitlamaktadir (Cunningham ve Meghen 2001).

Basaril1 bir PZR amplifikasyonu i¢in gerekli bilesenler sablon DNA, bir ¢ift ileri ve geri
oligoniikleotid primer, dort cesit deoksiniikleotid, termostabil bir DNA polimeraz
enzimi ve reaksiyon tamponudur. PZR teknigi, gerekli amplifikasyon derecesine bagl

olarak denatiirasyon, primer tavlama ve uzama adimlarini igerir (Chikuni vd. 1994).

2.1.3.1 Multiplex PZR

Multiplex PZR testi, tavuk eti, hindi eti, sigir eti, domuz eti, ke¢i eti, koyun eti, esek eti
ve at etinin tanimlanmasi i¢in uygundur. Isitilmis ve islenmis et iiriinlerinde tespit
limitinin %1 oldugu bildirilmistir. Gnomik ve mitokondriyal DNA'y1 hedefler ve PZR
reaksiyonunda birden fazla et tiiriinii eszamanli, kesin ve hizli bir sekilde tanimlar.

Coklu tiir tanimlamasinda, her tiir i¢in farkli primer setleri kullanilir (Kumar vd. 2015).



2.1.3.2 Restriction Fragmenth Length Polymorphism (RFLP)

RFLP teknigi, PZR amplikonlarinin restriksiyon enzimi sindirimine tabi tutuldugu ve jel
elektroforezi ile her bir tlire 6zgii desenler olarak gorsellestirildigi tiire 6zgii bir
tekniktir. Tirlerin RFLP analizi ile ayirt edilmesi, kullanilan restriksiyon enzimleri
tarafindan taninan 6zgiin restriksiyon bolgelerindeki farkliliklara dayanir. Farkli tiirler

ve farkli irklar gibi taksonlar arasinda ayrim yapilmasini saglar (Sun ve Lin 2003).

2.1.3.3 Gercek Zamanh (Real Time) PZR

Gergek zamanh PZR, kantitatif PCR (qPZR) olarak da bilinir. Ger¢ek zamanl PZR,
amplifikasyon {irlinlerinin Uretiminin her amplifikasyon dongiisii sirasinda dogrudan
izlendigi bir stirectir. Tirlerinin rutin tespitinde ve miktar tayininde kullanilabilir. Bu
teknik, hizli olmasi, ham, 1s1l islem gormiis ve karigik numuneler i¢in uygulanabilirligi,
0,1 pg'ye kadar hassasiyeti ve giivenilirligi ile bilinir. En ¢ok kullanilan ger¢cek zamanl

PZR testleri, TagManR ve SYBR Green teknolojileridir (Chen vd. 2010).

TagMan yonteminde hem primerler hem de prob, sablon DNA {izerindeki tamamlayici
bolgelerine tavlanacak sekilde tasarlanir. Problar sirasiyla 5'-u¢ ve 3'-ugta floresan
haberci boya ve sondiiriicii ile etiketlenir. Haberci boya, sondiiriiciiye olan yakinligi
nedeniyle reaksiyona katilmadan once genellikle floresan yaymaz. Prob, qPZR
primerlerinin asag1 akisina baglanmak {izere tasarlanmis 0zgilin diziler igerir. Prob
hibridize edildikten sonra, DNA polimeraz probun reporter ve quencher molekiillerinin
yanindan gecip onlar1 ayristirdikca floresan sinyal {iretilir. Burada, DNA polimeraz
primeri proba dogru uzatir. Polimerazin 5’ niikleaz aktivitesi, uygun hedef sekansa
hibridize olmasi halinde probu ayristirir ve raportdr boyay: serbest birakarak molekiiliin

floresan sinyal yaymasini saglar (Pinheiro vd. 2012), (Sekil 2.3).

SYBR Green, ¢ift sarmalli DNA'min mindr oluguna baglanan bir boyadir. Floresan
yogunlugu cift sarmalli DNA miktar1 ile orantilidir. SYBR Green'in bir avantaji,
PZR'dan sonra bir erime egrisi olusturulabilmesi ve tekli mutasyonlarin ve

delesyonlarin tespit edilebilmesidir (Lopez-Andreo vd. 2006).
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Sekil 2.3 TagMan prob tespiti siireci: TagMan problar1 primerlerin agag1 akis yoniinde
tek sarmalli cDNA'ya baglanir. Uzatma sirasinda polimeraz probu, floresan
sinyalin tespit edilmesini saglar (Pinheiro vd. 2012).

2.1.3.4 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) analizi, kisa rastgele PZR primerlerinden
yararlanir. Bu yontem son derece ayirt edicidir. PZR reaksiyonunda birden fazla et
tiirliniin es zamanli olarak tanimlanmasi i¢in basit, hizli ve hassas bir yontemdir. RAPD
analizi, kisa rastgele PZR primerlerinden yararlanir ve bir dizi amplifiye iiriin {retir.
RAPD teknigi, karsilastirma i¢in referans materyalin mevcut oldugu ancak DNA dizisi
hakkinda ¢ok az bilgi sahibi olundugu veya hig bilgi sahibi olunmadig1 durumlarda ¢ok
giiclii ve etkilidir. Bu nedenle RAPD sadece evcil hayvanlar i¢in degil, ayn1 zamanda
nadir tiirler i¢in de gegerlidir. Ciinkii DNA dizilimleri hakkinda 6nceden bilgi sahibi
olmak gerekmez. Ancak RAPD'nin tekrarlanabilirliginin zayif oldugu bilinmektedir
(Rastogi vd. 2007, Saez vd. 2004).



2.1.4 PZR Uriinlerinin Dizileme Analizi

Dizileme (sekans) ile tanimlama, PZR amplikonlarin1 analiz etmenin en dogrudan ve
gecerli yoludur. Genellikle jel elektroforezi ve gergek zamanli PZR ile elde edilen
sonuglarin ardindan dogrulayici bir analiz olarak kullanilir. Dizileme tek tek PZR
amplikonlarina kolayca uygulanabilir. Ornegin, sitokrom b ve 12S rRNA et tiirlerinin

tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler belirteclerdir (Iijima vd. 2006).

Hayvan tiirlerinin DNA dizilimi ile karakterize edilmesi, bilinen dizilerin
mevcudiyetine baghdir. Yaygmm hayvan tiirlerinden, 1klardan ve genetik
varyasyonlardan ¢ok sayida sekans igeren veri tabanlarinda (6rnegin Genbank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ¢ok sayida bilgi mevcuttur. Dizileme, referans materyal
bulunmasa bile bilinmeyen Orneklerdeki tiirleri tanimlamak i¢in kullanilabilir. Bunun
i¢in tiirlerin 6zglin bir DNA dizisine sahip olmasi yeterlidir. PZR amplikonlarindan elde
edilen diziler ve veritabani karsilagtirmasi yoluyla tanimlama ile tiir kimligini belirlenir

(Imaizumi vd. 2007).

2.1.5 Protein Analizine Dayal Yontemler

2.1.5.1 Elektroforez

Bu teknikte, et tiirlerinin tanimlanmasi igin ¢Oziinebilir proteinler, o&zellikle

sarkoplazmik proteinler kullanilir ve ¢ig et izerinde uygulanir (Hui ve Sherkat 2006).

Sodyum dodesil siilfat poli akrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE): Protein
bantlarinin molekiiler boyutlarindaki farkliliklara dayanarak proteinleri karakteristik
modellere ayirir. Bu yontemin dezavantajlar1 arasinda diigiik gilivenilirlik, hassasiyet
eksikligi, jellerin yorumlanmasindaki zorluklar ve 1s1l islem derecesi ve boyama

teknikleri gibi faktorlerin etkilesimi yer almaktadir (Martinez vd. 2001).

izoelektrik odaklama (IEF): izoelektrik noktalardaki (PI) farkliliklara dayanir. IEF

yontemi, ¢ig ya da pismis etteki hayvan tiirlerinin belirlenmesinde de kullanilir ve SDS-



PAGE'den daha etkili oldugu ongdriiliir. Skarpeid vd. (1998), bu yontemi kullanarak

s1g1r, domuz ve hindi eti arasinda ayrim yapmustir.

Kapiler elektroforez (CE): Elektroforez ve kromatografi yontemlerinin birlesiminden
tiiretilmis bir yontemdir. Protein analizi i¢in yeterince hassas bir yontemdir. Ancak et
tagsislerinin belirlenmesi icin rutin olarak kullanilacak kadar hassas degildir. Gerekli
ekipman da pahalidir ancak aym tiir icindeki 1sitilmamis etlerde tekrar tekrar

kullanilabilir (Skarpeid vd. 1998).

2.1.5.2 Kromatografi

Kromatografi, et {riinlerindeki proteinlerin tanimlanmasi, belirlenmesi ve analiz
edilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Kromatografi, karisik ve 1sitilmis et {iriinlerinde
kullanilabilme avantajina sahip olsa da, protein modellerinin yorumlanmasi oldukca
zordur. Yiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve
kapiler elektroforez (CEP) gibi kromatografik yontemlerin tiimii et tanimlamasi i¢in

rapor edilmistir (Schonherr 2002).

Gaz Kromatografisi (GC): Verimli iiriin analizi i¢in, yag analizindeki yag asitleri gibi
yiiksek derecede ugucu olmalar1 gerekir, ancak amino asitler diisiik ucuculuga sahip

olduklarindan, GC ile dogrudan belirlenemezler (Tranchida vd. 2004).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC): Et tayini icin gelistirilen HPLC
yontemlerinin ¢ogu, farkli etlerdeki protein, peptit ve/veya amino asit profillerinin
farklilastirilmasina dayanmaktadir. HPLC, GC'min aksine rutin analizler i¢in uygun

olan, yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilir ligine sahip bir yontemdir (Chou vd. 2007) .

HPLC, bilinen hayvanin %0,5'ini veya daha azin1 tespit edebilen hayvana 6zgii histidin
dipeptidleri, karnozin, anserin ve balenini tespit etmek icin kullanilmistir. HPLC
yonteminin en biiyiik dezavantaji uzun ekstraksiyon ve analiz siireleri gerektirmesi, bu

yontemin yaygin kullanimini 6nemli 6l¢iide sinirlandirmaktadir (Chou vd. 2007) .



2.1.5.3 Spektroskopi

Spektroskopik yontemler, numunelerdeki molekiiller tarafindan elektromanyetik
spektrumun kesin dalga boylarinda 151k emilimine dayanir. Et Orneklerinin orta
kizil6tesi (2000-800 cm-1), yakin kizildtesi (750-2498 nm) ve goriiniir (400-750 nm)
yansima spektrumlarini tiir iceriginin hem tanimlanmasi hem de miktarinin belirlenmesi

icin kullanan spektroskopiler rapor edilmistir (Jakes vd. 2015).

Kiitle spektrometrisi (MS): Kiitle spektrometresi (MS) teknikleri, gida tiriinlerindeki
protein ve peptit analizlerinde hayati bir rol oynamaktadir. Kiitle spektrometrisi (MS),
yapisal tanimlama i¢in bliylik hassasiyete sahip giiclii bir aragtir. MS tespitleri yaygin
olmasina ragmen, yiiksek maliyetli bir prosediirdiir ve et kaynaklarinin etkili bir sekilde

ayirt edilmesini saglamak icin ¢ok fazla sinyal {iretebilir (Zamora-Rojas vd. 2012).

2.1.5.4 Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay Testi (ELISA)

Bu teknik ilk olarak yirminci yiizyilin baglarinda kullanilmaya baslanmistir. Enzime
bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) hayvan proteinlerini tespit etmek i¢in en yaygin
kullanilan yontemdir. Antikorlar ve antijenler arasindaki etkilesime dayanur.
Immiinoassay teknikleri, maliyetli, sofistike ekipman kullanimini ve analiz siiresini

azaltmak i¢in tamamlayici yaklagimlar saglar (Alikord vd. 2018).

ELISA'nin avantajlar1 arasinda basitligi, yiiksek hassasiyeti ve dogrulugu yer alir.
Ayrica etli gidalarin giivenligi ve etiketleme diizenlemeleri i¢in numunelerin zorunlu
kontrolii icin etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Et tlirlerinin belirlenmesinde
daha yaygin olarak kullanilan iki ELISA yoéntemi Indirekt ELISA ve Sandvig
ELISA'dir. Dolayli ELISA, iki antikorun kullanildig1 bir yontemdir. Bunlardan biri bir

antijene baglanirken, digeri bir gosterge olarak ilkine baglanir (Garcia vd. 1994).
Sandvi¢ ELISA ticari kitler i¢in en yaygin kullanilan yontemdir, ¢linkii ekstrakte edilen

seyreltilmis numune dogrudan plakaya eklenebilir. Sandvic ELISA'min geligmis

orneklerinde poliklonal bir antikor kullanilir. Ciinkii her ikisini de yakalamak ig¢in
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benzer bir poliklonal antikor kullanilir. Bu yontemde iki monoklonal antikor
kullaniliyorsa, iki dnemli 6zellik olarak 6zgiillik ve afiniteye sahip olmalar gerekir.
Birkag ticari Sandvi¢ ELISA kiti, glikoproteinlere dayali pigsmis etleri tanimlamak igin
yapilandirilmistir. Bu  kitler kalitatif sonu¢lar vermede daha hizli ve ucuzdur

(Giovannacci vd. 2004).

2.1.5.5 Biyogip

Son on yilda nanoteknolojideki ilerlemeler, hiicrelerin i¢inde biyomolekiil 6l¢iimleri ve
analizleri yapmayr miimkiin kilan biyogiplerin gelistirilmesine yol agmistir. Biyogip,
kat1 bir alt tabaka (silikon, soda cami, erimis kuvars ve plastik gibi) lizerine yerlestirilen
minyatiir test alanlarindan (mikro diziler olarak da adlandirilir) olusan ve birgok
biyokimyasal analizin ayni anda yapilmasima olanak taniyan bir ydntem olarak

tanimlanmaktadir (Bodovitz vd. 2005).

2.2 Et ve Et Uriinlerinin Mensei Tespiti Uzerine Yapilan Baz1 Calismalar

Bellagamba vd. (2006) 130°C'de (200 kPa) 40 dakika boyunca islenen et ve kemik
ununda sigir, koyun, ke¢i, domuz ve tavugun kantitatif ve spesifik tespiti i¢in bir

TagMan gercek zamanli PZR testi uygulamistir.

Di Pinto vd. (2015) ¢alismasinda, herhangi bir tiir ikamesi veya yanlis etiketlemeyi
dogrulamak icin mitokondriyal sitokrom b geni kalitatif PZR tanimlama sistemini
kullanarak Italyan pazarlarindan ve siipermarketlerinden islenmis et iiriinlerini
arastirmistir. Sonuglar, et {iriinleri arasinda yiliksek bir ikame oranini ortaya ¢ikarmis,
%357'lik bir yanlis etiketleme oranini ve sonug olarak etiketlerdeki gostergelerle 6nemli
Ol¢iide uyumsuzlugu vurgulamig, bu da onemli gida giivenligi ve tiiketici koruma

endiselerini giindeme getirmistir.
Dooley vd. (2004), sigir, domuz, kuzu, tavuk ve hindi etlerinin tespiti i¢in tiire 6zgii

gercek zamanlt PZR (TagMan) testleri gelistirmistir. Testler, mitokondriyal sitokrom b
(cytb) geninin kii¢lik (amplikonlar <150 baz ¢ifti) bolgeleri etrafinda gelistirilmistir. Tiir
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ayrimi, tlire 0zgli primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. Tespit amaciyla iki
TagMan probu gelistirilmistir; birincisi memeli tiirlerine (sigir, kuzu ve domuz eti),
ikincisi ise kanatli tiirlerine (tavuk ve hindi) 6zgiidiir. Normal son nokta TagMan PZR
kosullar1 uygulanmistir. Testler ¢ig et karisimlarindan elde edilen DNA o6ziitlerine
uygulandiginda, her bir tiiriin %0,5 seviyesinde baska bir tiire eklendiginde tespit

edilmesi miimkiin olmustur.

Frezza vd. (2008), 1s1l islem gérmiis materyalden ¢ogaltilabilen kisa tiire 6zgii dizileri
tespit etmek iizere gercek zamanli PZR ile biiyiikbas, kii¢iikbag, domuz ve tavuk
mitokondriyal DNA'sinin kantifikasyonu igin dort tiire 6zgili prob tasarlamistir. Domuz,
tavuk, kiigiikkbag ve biiylikbas genomik DNA's1 icin tespit limitleri sirasiyla 0.5, 0.5,
0.01 ve 0.05 ng olmustur.

Girish vd. (2005), AN, Hhal, Apo I ve BspTI restriksiyon enzimleriyle sindirilen 456 bp
mitokondriyal 12S rRNA gen parcasinin amplifikasyonu yoluyla sigir eti, manda eti,
koyun etinin tiir tanimlamasi i¢cin PZR-RFLP'yi basariyla uygulamis ve yukaridaki

tiirlerin her birini tanimlayabilen ve ayirt edebilen bir model elde etmistir.

Laube vd. (2007), Ger¢ek zamanli PZR ile gidalarda ticari olarak ilgili tiirlerin kantitatif
tayini iizerine yaptig1 ¢alismada, tanimlanan 6rnekler TagMan PZR kullanilarak sigir,
domuz, kuzu, keci, tavuk ve hindi orani agisindan incelenmistir. Gida tiriinlerindeki
toplam et oranina gore hayvan tiirlerinin oranini belirlemek i¢in bir miktar belirleme
yapilmistir. Gergek zamanli PZR sistemlerinin benimsenmesi, islenmis et iirlinlerinde

ve konserve gidalarda tiirlerin miktar1 arastirilmastir.

Lopez-Andreo vd. (2005), 0,03 ila 0,80 pg sablon DNA arasinda degisen tespit siniri ile
karmagik 6rneklerde sigir, domuz, kuzu, tavuk, hindi ve devekusu DNA'sinin tespiti i¢in

kiiciik oluk baglayici problar kullanan alti TagqMan PZR rapor etmistir.
Mane vd. (2009), taze, islenmis ve otoklavlanmig et ve et iirlinlerinden 442 bp DNA

pargalarinda mitokondriyal D-loop genine dayali tasarlanmis primer ¢ifti kullanarak,

0zgiin kesim bolgesi i¢cin Haelll ve Sau3 Al enzimleri ile olumlu sonug almistir.
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Matsunaga vd. (1999) tarafindan, mitokondriyal sitokrom b geni yardimiyla kegi, tavuk,
sigir, koyun, domuz ve atin tanimlanmasi i¢in ortak ileri primer ve alti geri primer
kullanarak, cesitli sicakliklarda isitilmis otoklavlanmis et dahil olmak iizere taze ve
pismis ette sirasiyla 157, 227, 274, 331, 398 ve 493 bp'lik PZR amplifiye DNA pargalari
basariyla elde edilmistir.

Myers vd. (2003), Mitokondriyal DNA segmentinin PZR amplifikasyonu ve ardindan
restriksiyon enzim sistemi; mitokondriyal sitokrom b geni iizerine tasarlanmis primer
cifti kullanilarak ve ardindan restriksiyon enzimleriyle (Alul, Rsal, Taql ve Hinfl)
domuz, si1g1r, yaban domuzu, manda, koyun, keci, at, tavuk, hindi ve av etlerini tespit

etmek i¢in basariyla kullanilmstir.

Murugaiah vd. (2009) sigir, domuz, manda, bildircin, tavuk, ke¢i, tavsan tiirlerinin
tanimlanmas1 ve helal kimlik dogrulamasi i¢in mitokondriyal genlerde PZR-RFLP
gelistirmistir. Bu alt1 etin sitokrom b geninden 359 bp'lik PZR firiinleri basariyla elde
edilmistir. Alul, BsaJl, Rsal, Msel ve BstUI enzimleri etleri ayirt etmek i¢in potansiyel
restriksiyon endoniikleazlar1 olarak tanimlanmistir. Etler arasinda sitokrom b genindeki

genetik farkliliklar PZR-RFLP ile basarili bir sekilde dogrulanmistir.

Imaizumi vd. (2007) ne gore, PZR amplifikasyonu ve korunmus genlerin dizilenmesi ve
bunlarin karsilastirilmasi, et tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kesin tekniklerden biridir.
DNA dizilimi ile hayvan tiirlerinin tanimlanmasi, bilinen dizilerin mevcudiyetine
baghdir. Yaygin hayvan tiirleri, irklart ve genetik varyasyonlarindan ¢ok sayida sekans,
NCBI gibi (6rnegin Genbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanlarinda
mevcuttur. PZR amplikonlarindan elde edilen dizilerin, veri tabanlarindaki

referanslariyla karsilastirmasi yoluyla tiir kimligini belirleme yapilmaktadir.

Rodriguez vd. (2003), mitokondriyal 12S rRNA geni {izerine tasarlanmis ortak ileri
primer ve tiire 0zgii geri primerler kullanarak kaz cigerinde kaz, katir 6rdegi, tavuk,
hindi ve domuzu tiirlerini net bir sekilde tanimlamis ve yaklasik %1 oraninda tagsis

tespit etmistir.
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Rodriguez vd. (2005) tarafindan, mitokondriyal 12S ribozomal RNA geninin (rRNA)
amplifikasyonuna dayanan, domuz eti / sigir kas1 karisimlarinda domuz eti miktarinin
belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanh kantitatif PZR teknigi gelistirilmistir. Hedef genin
amplifikasyonunu izlemek i¢in "domuza 06zgii" ve ayrica "sigir DNA parcalarinda
hibridize olan dahili bir florojenik prob (TagMan) kullanilmistir. Sig1ir ve domuza 6zgii
PCR fiiriinlerinin ilk tespit edildigi dongli sayisinin (Ct) karsilagtirilmasi, domuz eti
icerigi bilinen referans standartlarin kullamimiyla birlikte, karisik bir numunedeki

domuz eti yiizdesinin belirlenmesine olanak tanimistir.

Sun ve Lin (2003) mitokondriyal 12S rRNA genine dayali primer ciftleri kullanarak
floresan PZR-RFLP testini, pismis ve otoklavlanmis etlerde domuz ve sidir tiirlerinin

tanimlanmasi i¢in analitik ve kantitatif bir ara¢ olarak uygulamistir.

Walker vd. (2004) at, kopek, kedi, sican, hamster, kobay ve tavsan DNA'larinin miktar
tayini i¢in 0,1 ila 0,1 pg DNA sablonu arasinda degisen minimum etkili tespit seviyeleri

ile SYBR Green tabanli PZR testini basariyla tasarlamis ve degerlendirmistir.

Wang vd. (2020), et iirlinlerinde koyun/keg¢i, sigir, tavuk, ordek ve domuzdan elde
edilen bilesenlerin tespiti i¢in yeni tiire 6zgli niikleer DNA (nDNA) dizilerini kullanan
bir multipleks PCR yontemi gelistirmeyi amaglamistir. Sekans hizalama analizi 53 tiirde
tiire 6zgii nDNA'nin yiiksek o0zgiilliiglinlii géstermistir. Tiirlere 6zgl primerler, her bir
tire O0zgli nDNA dizisinin 0zglin bolgesi lizerinde tasarlanmigtir. Dizilerin ve
primerlerin 6zgiilligii ve korunmasi, PZR reaksiyonu ve 0,5 ng'ye kadar tespit limiti ile
siralama ile dogrulanmistir. Ardindan, bir veya daha fazla hayvansal kaynakli bilesen
igeren cesitli islenmis et iirlinleri, tek bir reaksiyonda koyun/kegi (237 bp), sigir (223
bp), tavuk (192 bp), 6rdek (168 bp) ve domuzu (154 bp) es zamanli olarak tespit etmek

icin tiire 6zgii bir multipleks PZR yontemi gelistirilmis ve optimize edilmistir.

Xing vd. (2019), arastirmada 16S ribozomal RNA (16S rRNA) mitokondriyal geninin
kisa bir segmentinin yeni nesil dizilimi ger¢eklestirilmistir. Yinelenen 6rnekler ve iki
farkli veri tabani ¢ok benzer sonuglar iiretmistir. Gelistirilen DNA metabarkodlama

yaklagimimi kullanarak Cin'de satilan 27 et ve kiimes hayvam {iriiniindeki hayvan
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tiirlerini belirlemek i¢in bir pazar aragtirmasi gergeklestirilmistir. Sonuglar, islenmis et

ve kiimes hayvani {iriinlerinde yanlis etiketlemenin varliina isaret etmistir.

Yin vd. (2009), yak etinin sigir etiyle olasi tagsisinin 6nlenmesi i¢in, mitokondriyal 12S
rRNAgeni dizisine dayal1 olarak ve ii¢ primer kullanilarak yak ve sigir etlerinin hizli bir
sekilde tanimlanmasi igin amultiplex PZR tabanl bir yaklagim 6nermistir. Ug primerin
tek bir reaksiyon setiyle kombinatoryal kullanimi sayesinde, sigir eti DNA'sindan 290
ve 159 bp'lik iki parca ¢ogaltilirken, yak eti DNA'sindan sadece 290 bp'lik bir parga
elde edilmistir. Test sonucu sigir eti i¢in %0,1'lik bir tespit limiti ile ¢ig ve 1s1l islem
gormiis yak/sigir ikili et karisimlarinin analizinde basarili bir amplifikasyon

gergeklestirilmistir.

Zhang vd. (2007), simpleks ve dupleks TagMan gercek zamanli PZR sistemleri ile et,
siit ve peynirdeki DNA'y1 belirlemistir. Calismada DNA et ve peynirden, Promega
Wizard Magnetic kiti kullanilarak siitten izole edilmis ve Qiagen silikon spin kolonlar1
ile saflagtirilmistir. S1gir kiymasindan izole edilen yiiksek kaliteli DNA, mitokondriyal
cytb geni i¢in sigira 6zgii bir primer ¢ifti ve FAM etiketli memeliye 6zgii bir cytb probu
kullanilarak TagqMan ger¢ek zamanli PZR testinde standart egri yapimi ig¢in
kullanilmistir. Gergek zamanli PZR testi 35 pg kadar kiigiik bir sigir DNA'sin1 kantitatif

olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Materyal
Odemis (Izmir) ilgesinde halk pazarindaki kasaplardan ii¢ adet kirmiz1 et iiriinii sucuklar

almmagtir. Et {riinleri soguk zincir ortaminda laboratuvara getirilmis ve arastirma

stirecine kadar +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).

1 MNOLY NOMINE “ ) NoOw NUmuNE 3 NOL

Sekil 3.1 Odemis (Izmir) ilgesinde 3 farkli kasaptan alman kirmizi et {iriinii sucuklar.
3.2 Metot
3.2.1 Et Uriinlerinin Hazirlanmasi

Her bir numuneden yaklagik 350 g et iiriinii, homojen macunu elde etmek igin ticari
blender ile dgiitmeye tabi tutulmustur. Homojen edilmis sucuk macunundan 0,2 g
numune, 2 mL'lik eppendorf tiipiine alinmistir. Kontaminasyon olup olmadigini kontrol
etmek i¢in 2 mL’lik eppendorf tiipiine bir miktar PZR Grade su numunelerin yanina
kapagi agik sekilde birakilmistir. Elde edilen iiriin DNA analizinde kullanilmistir
(Pegels vd. 2011).

3.2.2 DNA Ekstraksiyonu

Et {riinlerinin DNA izolasyonu, ticari bir kit olan Eurofins GeneSpin DNA Isolation

Kitile iiretici firmanin protokol onerileri takip edilerek yapilmistir. Protokole gore;
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1) 2 mL eppendorf tiipline 0,2 mg 6rnek alinmuis, iizerine 550 pL Lizis buffer ve 10 pL
Proteinaz K eklenmis ve vortekslenmistir. Karisim 65 °C’de 3 saat inkiibasyonda

birakilmstir.

2) Inkubasyondan aliman numuneye 2 upL Riboniikleaz (RNase) eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

3) Siipernatant elde etmek i¢in eppendorflar 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatantin tamami 2 pL’lik yeni bir eppendorfa alindi, lizerine siipernatant
miktar1 kadar Binding Buffer ve etanol eklenip bir dakika vortekslenmistir. 2 pLlik
temiz kolon tiipiine filtre yerlestirilmistir. Kolon tiipiine 700 uL’lik karigimin tamami

aktarilmis ve 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

4) Kolon tiirtindeki filtre yeni temiz bir kolon tiipiine yerlestirilmis, {izerine 400 uL

Wash Buffer 1 eklenmis ve 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

5) Filtre tekrar yeni bir temiz kolon tiipiine aktarilmig, Wash Buffer 2 ile toplam 900 pL
olacak sekilde 2 defa yikama yapilmis ve 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
Filtre temiz bos bir kolona yerlestirildikten sonra 6000 rpm’de 1 dakika

santrifiijlenmis ve kapak acilarak oda kosullarinda 30 dakika kurumaya birakilmistir.

6) Filtre 1.5 mL’lik eppendorf tiipe alinmis ve dnceden 7OOC’ye isitilmastir. 100 plL
ayristirma buffer (10 mM Tris-HCL, pH 8)’dan DNA kolon filtresinin {izerine
pipetlenmis ve 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Eppendorf tlipte toplanan
DNA’lar gPCR isleminde kullanilmistir (Dooley vd. 2004).

3.2.3 DNA Konsantrasyonu Tayini
Et {riinlerinden izole edilen yaklasik 200 mg DNA ekstraktlariin konsantrasyonlari
NanoDrop 2000 spektrofotometre (Thermo Scientific) ile absorbans degerleri 260 nm'de

Ol¢iilmiis ve seyreltmeyle DNA yogunlugu 40 ng/uL'ye ayarlanmistir. Numunelerin

safligin1 dogrulamak i¢cin A260/A280 orani dikkate alinmistir (Kim vd. 2016).
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3.2.4 Hedef Gen ve Primerlerin Belirlenmesi

Hedef gen olarak mitokondriyal sitokrom b (cytb) bolgesi caligiimistir. 18S rRNA
korunmus bolge olarak kullanilmistir. Sigir, koyun ve tavuk eti DNA's1 i¢in tiirlere 6zgii
primerler kullanilmigtir. Sigir, koyun ve tavuk tiirlerine ait saf referans DNA’lar ile
primerler ve 5’-carboxyfluorescein (FAM), 3’fluorescent quencher (HEX) floresan
boyalarla isaretlenmis problar Sia Analiz (Izmir, Tiirkiye) ve Analytik-Jena (Jena,

Almanya) firmalarindan temin edilmistir (int. Kay. 1).

3.2.5 TagMan qPCR Analizi

Calismada gercek zamanli TagMan g-PCR yontemi kullanilmistir. Genomik DNA’larin
TagMan g-PCR islemi i¢in sigir, koyun ve tavuk tiirlerine 6zgiin primerler ve Tag-
Polimeraz iceren Innu DETECT Beef, Sheep, Chicken Assay Kit (Analytik-Jena,
Almanya) ticari test kitleri kullanilmistir. TagMan g-PCR islemleri genomik DNA'dan
40 ng, sigir, koyun ve tavuk primer ve problarindan 3 pM aliarak toplam 20 pL

hacminde hazirlanmistir (Cizelge 3.1).

TagMan g-PCR islemi Rotor Q (Qiagen, Almanya) ve (Eppendorf, Mastercycler ep
Realplex2) cihazinda 35 dongii ilizerinden yliriitiildiikten sonra kirmizi, sari, turkuaz,
kahverengi, zeytin yesili ve koyu yesil kanallar {izerinden okuma yapilmistir (Cizelge

3.2).

Cizelge 3.1 TagMan qPCR mastermix igerigi (Int. Kyn. 1).

Reaktifler Miktar
2xMastermix 10 uL

Primer/Probe mix beef IC 3uL

Internal kontrol 1 pL

Numune DNA’s1 5uL

PCR Grade su 20 pL’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2 TagMan qPCR termal déngii siireleri ve sicakliklar1 (Int. Kyn. 1).

Asamalar Sicaklik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1

Baglanma 65°C 10 saniye 35

Uzama 72°C 45 saniye
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3.2.6 Primer ve Prob Setlerinin Ozgiinliik ve Hassasiyet Testleri

Calismada, Analytik-Jena tarafindan sigir, koyun ve tavuk tiirlerine 6zgli olarak
tasarlanan primer ve prob setleri kullanilmistir. Hassasiyet degeri i¢in 6rneklerin DNA
izolatlar1 su ile seyreltilerek, DNA konsantrasyonu 0,1 ng/ SuL degerine ayarlanmistir.
Her bir reaksiyon tiipiine 2 pL kalip DNA eklenmistir. TagMan prob ydntemi
kapsaminda, tiirlere 6zglin primer-prob setleri ile diliisyon 6zellikli numunelerin
reaksiyon analizleri yapilmistir. Diliisyonlu numunelerin DNA konsantrasyonlarina
karsilik gelen dongii esigi veya Cycle threshold (Ct) degerleri kullanilarak standart egri
olusturulmustur (Int. Kyn. 1).

3.2.7 TagMan qPCR Teknigi ile Kirmizi Et Uriinlerinden Tiir Tayini

Arastirma materyali olan sucuklardaki et {iriinlerinin tiir mensei igin; sigir, koyun ve
tavuk tiirlerine 6zgili primerler ve Taqg-Polimeraz igeren Innu DETECT Beef, Sheep,
Chicken Assay Kit (Analytik-Jena, Almanya) ticari test kitleri kullanilmigtir. Bu ticari
test kitleri ve TagMan qPCR prob teknigi ile sucuklardaki et {irlinlerinin tiir menseini

belirleme ¢alismasi s181r, koyun ve tavuk tiirleri iizerinden yapilmistir (Int. Kyn. 1).
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4. BULGULAR

Bu calismada, Odemis (Izmir, Tiirkiye) ilgesinde kasaplardan 3 adet kirmizi et {iriinii
sucuk alinmustir. Ureticiler sucuklarin sigir ve koyun etinden iiretildigi belirtmistir. On
tan1 kapsaminda, sucuklardan tat ve koku analizi yapilmig ve bu iiriinlerin sigir ve
koyun etinden {iretildigi Ongoriilmiistir. Daha sonra, arastirma konusu sucuklarin
mengeini tam ve dogru tanimlamak i¢in nicel bir yontem tercih edilmistir. Bunun i¢in
TagMan gPCR yontemi ile sucuklardaki et dirtinlerinin tiir menseini belirleme
caligmalar1 yapilmistir. Bu yontem kapsaminda, DNA izolasyonu i¢in, sucuklarin her
birinden 350 g numune alinmustir. Ticari bir kit olan Eurofins GeneSpin DNA Isolation

Kit (Germany) ile numunelere ait et karisimlarindan DNA izolasyonu yapilmaistir.

4.1 TagqMan qPCR Probe Yontemi ile Ct Degeri Tespiti

Inceleme 6rneklerine ait niikleik asitlerin, TagMan qPCR y&ntemi ile tiire dzgii primer
ve problarla pozitif sinyal vermesi sonucu olusan Floresan Sinyalin arka plan sinyalini
gecmesi icin gereken dongili degeri “Cycle threshold” (Ct) veya dongii esigi olarak
bilinmektedir. Cycle threshold (Ct) degeri, inceleme materyalinde, hedeflenen {iriiniin

bulunup bulunmadigini ve yogunluk oranin1 anlamaya yarayan bir testtir.

Orneklere ait DNA izolatlarmin yogunluklarin1 tanimlama igin bir hassasiyet degeri
belirleme calismasi yapilmistir. Bunun igin 6rneklere ait DNA izolasyonlarindan 0.1
ng/5uL seviyesinde su diliisyonlar1 hazirlanmistir. Diliisyonlu numunelerin 0.1 ng/5uL
DNA konsantrasyonlarina karsilik gelen dongili esigi (Cycle threshold-Ct) degerleri

tizerinden analiz ¢aligmalar1 yapilmastir.

Calisma siirecinde {i¢ adet kirimizi et iiriinleri sigir, koyun ve tavuk tiirleri yoniinden,
her tiire 6zgli primer ve prob setleri ve TagMan qPCR yontemi ile ayr1 ayr1 analize tabi
tutulmustur. Analiz sonucunda et iiriinlerinin Ct degerleri belirlenmistir. Numunelerin
tamaminda sigir ve koyun tiirlerine ait Ct degerleri pozitif sonu¢ vermistir. Sigir ve
koyun tiirlerine ait ortalama Ct degerleri sirasiyla 13,25 ve 23,50 olarak hesaplanmistir.

Bu verilere gore, incelenen et iirlinleri sucuklarda sigir et oraninin daha fazla oldugu
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belirlenmistir. Buna karsin, tavuk o6zgii Ct analizleri tiim Orneklerde negatif
sonuglanmistir. Boylece ilgili et iirlinlerinde tavuk et olgusunun olmadigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.1). Analiz 6rneklerinin qPCR sonuglar1 kirmizi, sari, turkuaz,
kahverengi, zeytin yesili ve koyu yesil renkte gosterilmistir. Analizler iki tekrarl

gerceklestirilmistir (Sekil 4.1-4.3).

4.2 TaqMan qPCR Probe Yontemi ile Ozgiinliik ve Tiir Tespiti

Arastirma kapsaminda, Odemis (Izmir) ilgesindeki kasaplardan alman ve sigir ve koyun
etinden iiretildigi beyan edilen sucuk iiriinlerden elde edilen DNA dan 10 ng
kullanilarak %0,1 seviyesinde diliisyonlar hazirlanmistir. Et {iriinlerinin tiir mensei i¢in,
Analytik-Jena patentli ticari test kitlerinin sigir, koyun ve tavuk tiirlerine ait saf referans
DNA’larinin yanisira bu tiirlere 6zgli primerler 5'-carboxyfluorescein (FAM) ve
3'fluorescent quencher (HEX 3) floresan boyalarla isaretlenmis prob setleri esliginde

TagMan qPCR yontemiyle iki biyolojik tekrarh analiz ¢calismasi yapilmistir.

Analiz siirecinde, s1g1ir ve koyun tiirlerine 6zgii primerler ve memeliye 6zgii FAM probu
kullanilarak elde edilen TagMan qPCR grafikleri, analize tabi tutulan et iriinlerinin
tamaminda, sigir ve koyun tiirleri i¢in pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.2-4.3/A3, B3,
C3, D3, E3, F3). Buna karsin, incelenen ii¢ et {riinlerinde tavuk 6zgii FAM probu
kullanilarak elde edilen TagMan gPCR analizinde pozitif bulguya rastlanilmamistir
(Cizelge 4.4/A3, B3, C3, D3, E3, F3). Fakat ticari kit standardi olarak islev goren tavuk
ozgli FAM Pozitif Kontrol probu beklendigi iizere pozitif sinyal vermistir (Cizelge
4.4/C4, D4). Bu verilerle, bahse konu et iiriinlerinin sigir ve koyun eti menseili oldugu

tespit edilmistir.

Calisma sonuglarinin dogrulugu ve giivenilirligi i¢in, tiirlere 6zgli primer ve problarla
TagMan qPCR yontemiyle, es zamanli olarak Analytik-Jena kit standartli Pozitif
Kontrol (PK) analizleri yapildi ve pozitif sonuclar alindi (Cizelge 4.2-4.4/C4, DA4).
Ayrica yanlis negatif amplifikasyondan kaginmak icin; Ekstraksiyon negatif kontrol
(ENK), Cevresel Kontrol (CK) ve Negatif Test Kontrol (NTC) dlgiitleri kullanild1 ve
beklendigi iizere tiim analizlerde negatif sonuclar alind1 (Cizelge 4.1-4.4/A4, B4, E4,

G3, H3). Bu veriler, analiz sonuglarinin tam dogru ve giivenilir oldugunu gostermistir.
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FAM

Intens ity 1)

Cycles [n]

Sekil 4.1 Arastirma 6rneklerine ait sigir DNA amplifikasyon {irtinlerinin (PCR) Sigir
6zgli FAM probu ile Cycle threshold (Ct) grafikleri.
FAM

22500

17500+
15000+
12500+
10000+
7500+

Intens ity [1]

2500+

Cycles [n]

Sekil 4.2 Arastirma 6rneklerine ait koyun DNA amplifikasyon f{iriinlerinin (PCR) Koyun 6zgii
FAM probu ile Cycle threshold (Ct) grafikleri.
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Sekil 4.3 Tavuk 6zgii FAM probuna ait tavuk DNA amplifikasyon tiriinlerinin (PCR) Cycle
threshold (Ct) grafikleri.

Cizelge 4.1 Arastirma Orneklerine ait sigir, koyun ve tavuk DNA amplifikasyon iriinlerinin
(PCR), Cycle threshold (Ct) verileri.

Prob Gen Ij;t Uriinii / Analiz Cr Ortalama  Genel
Cytb  Ornek No No degerleri  Cypdegeri  Crdegeri
21950a 13,31
Sucuk /Odm-1 219500 13.09 13,20
5 21951a 13,45 Q
(%0 Sucuk /Odm-2 219510 14.47 13,96 o
21952a 13,12
Sucuk /Odm-3 219526 12.80 12,96
21950a 23,56
_ Sucuk /Odm-1 219500 2478 24,17
= S 21951a 20,64 bt
> R 2 )
§ .:2 Sucuk /Odm-2 219510 20,07 20,35 «
21952a 16,17
Sucuk /Odm-3 219526 15.73 15,95
Sucuk /Odm-1  21950a 0,0 0.0
» 21950b 0,0 ’
g Sucuk /Odm-2 5195121 0,0 0.0 0.0
S 951b 0,0
Sucuk /Odm-3  21952a 0,0 0.0
21952b 0,0 ’
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Cizelge 4.2 Aragtirma 6rneklerine ait sigir DNA amplifikasyon iirlinlerinin (PCR), Sigir 6zgii
FAM ve HEX 3 (ITS) problart ile tiir 6zgiinliik testi sonuglari.

Wel Sample name Samgle type Dye Gene o
A 216508 v HEX 3 e NoCt
Al 21050a U FAM S6R 1331

ENK v HEX 3 e A7
R ENK v FAM SGR NoCt
B 216506 v HEX 3 e NoCt
B 210500 U FAM S6R 1380
R K v HEX 3 e 245
R v U FAM SGR NoCt
o 265t v HEX 3 IPC NoCt
o 2165t v FAM SGR 1345
v, PK t HEX 3 e 206
v, PK t FAM SGR 2%
Of 21651b v HEX 3 e NoCt
] 21651 v FAM SGR 447
02 PK t HEX 3 IPC 215
0 PK t FAM SGR 2501
3 268 v HEX 3 (2 NoCt
Ef 21652 U FAM SGR 312
Ft 2165 v HEX 3 e NoCt
Fi 21652 U FAM S6R 128
6! NTC N HEX 3 e 25
61 NTC N FAM SGR NoCt
i NTC N HEX 3 e AN
i NTC N FAM SGR NoCt
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Cizelge 4.3 Arastirma Orneklerine ait koyun DNA amplifikasyon iiriinlerinin (PCR), koyun
0zgli FAM ve HEX 3 (ITS) problar ile tiir 6zglinliik testi sonuglari.

Wel Smplename | Sampetype Oye Gene o

I\ 210603 I HEX 3 O 214
I\ 214800 I FAM KOYUN 7%
I ENK I HEX 3 PO 214
I ENK I FAM KOYUN NoCt
g 216600 I HEX 3 O 214
g 216600 I FAM KOYUN A7
B O I HEX 3 O 210
B O I FAM KOYUN NoCt
W 21661a I HEX 3 O 214
W 21661 I FAM KOYUN 206
v % ' HEX 3 O 2126
v P ' FAM KOYUN 20
0 21661h I HEX 3 PO 214
0 21661h I FAM KOYUN A0
08 P ' HEX 3 e 21
0 % ' AN KOYN Ao
& 210608 I HEX 3 O 201
& 210608 I FAM KOYUN 117
5 21660 I HEX 3 PO NoCt
5 21660 I FAM KOYUN 67
% NTC N HEX 3 PO 2113
% NTC N FAM KOYUN NoCt
e NTC N HEX 3 PO 201
H NTC N FAM KOYUN NoCt
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Cizelge 4.4 Arastirma orneklerine ait tavuk DNA amplifikasyon iiriinlerinin (PCR), tavuk 6zgii
FAM ve HEX 3 (ITS) problart ile tiir 6zgiinliik testi sonuglari.

Wel Smgename | Sampletype Dye Gene o
¥ 216800 I HEX 3 PO 22
¥ 21080 U FAM TAVK NoCt
M ENK I HEX 3 PO 200
M ENK I AN TAVK NoCt
B 21680h U HEX 3 PO 218
B 21680p U FAM TAVK NoCt
B O I HEX 3 PO 211
B O I FAM TAVK NoCY
e 2166ta I HEX 3 PO 21
& 2166ta I FAM TAVK NoCt
o P ' HEX 3 PO 205
o P ' AN TAVK 28
03 21661 I HEX 3 PO 07
03 2166t I FAM TAVK NoCt
D4 P ' HEX 3 PO A8
D4 P ' AN TAVK 204
3 210602 I HEX 3 PO 213
3 210602 I FAM TAVK NoCt
3 21662 I HEX 3 PO 2142
;3 21662 U FAM TAVK NoCt
& NTC N HEX 3 PO A2
& NTC N FAM TAVK NoCt
o NTC N HEX 3 PO 219
o NTC N FAM TAVK NoCt
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimilizde et tagsisi vakalar1 arasinda sosisler, burger kofteleri ve etli borekler gibi
gidalar yer almaktadir. Bunlar islenmis et iirlinleridir ve ticari olarak raflarda mevcuttur.
Orijinal fiziksel goriiniimleri biiyiik Olgiide degistigi icin, laboratuvar testlerinin
izlenmesi ve incelenmesi olmadan kdkeninin bilinmesi neredeyse imkansizdir. Cesitli
isleme teknikleri et iirlinlerinde hacim, goriiniim, renk, doku, koku ve tat dahil olmak
lizere irlniin pek cok duyusal niteliklerini degistirebilir, ve bdylece et iiriinlerinin
fiziksel olarak ayirt edilmesini zorlastirir (G omez vd. 2020). Bu arastirmada, Odemis

(Izmir) ilgesindeki ticari et {iriinii satis1 yapan kasaplardan alman sucuklarin menseleri

DNA esasli tanimlanmak iizere incelenmistir.

Hayvansal proteine olan talebin artmasi ve tiiketicilerin gidanin bilesimi konusunda
bilinglenmesiyle birlikte, gida kaynagimin dogru bir sekilde tanimlanmasi zorunlu hale
gelmistir. Son yillarda, et Uiriinlerinin tiir tanimlamasi icin DNA tabanli teknikler, diger
geleneksel tekniklerin yerini almistir. DNA tabanli yontemlerin kullanilmasi, tespit
Ozgilligilinii ve tespit hassasiyetini artirmistir. Et tirlinlerinin mengeini tanimamak igin
hizli, ucuz ve giivenilir tahlil yontemlerinden biri TagMan qPCR teknigidir (Adenuga
ve Montowska 2023). Bu calisma kapsaminda da, sucuk tipi et iirlinlerinin menseini

belirleme siirecinde TagMan qPCR teknigi uygulanmustir.

Gergek zamanli qPCR teknigi, hem 6zgiilliikk hem de duyarlilik agisindan tiir tanimlama
konusunda ¢ok giiglii bir tekniktir. Yontemin 6zgiilliigili, birinci derece tasarlanmis
primer ve probun 6zgiilliigii ile ilgilidir. Et ve et iirlinlerinde PCR tekniginin kullanildig:
onceki tiir tanimlama caligmalarinda, tiire 6zgli lokus bulundurmasi nedeniyle hedef
bolge olarak genellikle mitokondriyal DNA segilir. Mitokondriyal DNA iizerinde genel
olarak, sitokrom b, D-loop, 12S rRNA ve 16S RNA genleri tiir tanimlamasi igin
kullanilir (Rodriguez vd. 2005). Mevcut bu ¢alismada, Odemis (Izmir) ilgesindeki
kasaplardan temin edilen ticari et iirlinii sucuklarin menseileri tanimlanmak igin
sitokrom b gen lokusu i¢in tasarlanmig olan tiire 6zgili primerler kullanilmis ve basarili
sonu¢ alinmistir. Calisma sonucunda, et analizi yapilan sucuklarin sigir ve koyun eti

mengeili olduklar1 belirlenmis, kanath et iiriinii olgusuna ise rastlanilmamaistir.
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TagMan qPCR yoOntemi ile aragtirma Orneklerine ait niikleik asit yiikleri, diisiik
seviyelerde tespit edilebilmektir. Rodriguez vd. (2005), mitokondriyal 12S rRNA
tizerinden TagMan prob sistemi kullanarak %0,1 (0,01 ng) niikleik asit miktar ile tiir
tipini belirlemistir. Chisholm vd. (2005), ticari iiriinlerdeki at ve esek tiirlerini sirasiyla
1 pg ve 25 pg seviyelerindeki niikleik asit miktari ile tespit etmistir. Mendoza-Romero
vd. (2004), niikleer elementin 88 bp'lik pargalarini hedef alan bir ger¢ek zamanli PZR
teknigi ile sigir DNA'sin1 10 fg (=9.78x10° baz ¢ifti) gibi diisiik bir seviyede tespit
etmistir. Mevcut bu ¢alismada, ticari kit icerigindeki tiirlere 6zgii primer ve problar
(Analytik-Jena) esliginde TagMan q-PCR yontemiyle 0,01 ng seviyesinde niikleik asit

miktari ile tiir mengei belirlenmistir.

Dongii esigi veya “Cycle threshold” (Ct), floresan sinyalinin, arka plan sinyalini astigi
ve dolayistyla gectigi termal dongii sayisidir. Ct degeri, yiiksek ya da diisiik hedef
niikleik asit ylikiinii ayirt etmeyi saglayan semikantitatif bir degerdir. Ct degeri, drnek
icindeki hedef niikleik asit miktari ile ters orantilidir (Rao vd. 2020). Ct degeri ne kadar
diisiikse ornekteki hedef genetik materyalin miktar1 o kadar yliksektir. Genellikle Ct
degeri <33 olan sonuglar pozitif olarak kabul edilmektedir (Demir-Onder vd. 2022).
Mevcut bu aragtirma kapsaminda incelenen et iirlinlerindeki sigir ve koyun tiirline 6zgii
Ct degerlerinin ortalamalart sirastyla 13.25 ve 23.50 olarak hesaplanmigtir. Boylece elde
edilen Ct degerleri <33 sinir degerinin altinda yer alarak, sonuglarin giivenilir oldugunu
gostermistir. Ayrica calismada incelenen et iirlinlerinde tavuk Ct degerinin negatif

olmasi, inceleme materyali et lirlinlerinin kirmiz1 et menseili olduklarmi gostermistir.

Magleby vd. (2021), analiz triinlerdeki niikleik asit ylik degerlerini Ct <25 “yiiksek
yiik”, Ct=25-30 arasinda “orta yiikk” ve Ct >30 “diisiik yiik” olarak ii¢ gruba ayirmistir.
Buna gore, Odemis (Izmir) ilgesindeki kasaplardan satin alman ticari et iiriinii
sucuklardaki sigir Ct degeri yiiksek yiik niteliginde iken, koyun Ct degeri, sigirdan daha
diisiik yiik o6zelligindedir. Bu veriler arastirma materyali et iiriinlerinde s1gir menseinin
daha fazla kullanildigina isaret etmektedir. Buna gore, mevcut ¢alismada elde edilen Ct
<25 “yiiksek niikleik asit yiik” degerleri, tiir mensei analizi yapilan et {riinlerinin
cogunlugu sigir olmak iizere sigir ve koyun menseili oldugunu gii¢lii bir sekilde

desteklemistir.
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Sonug olarak, bu arastirmada, Odemis (izmir, Tiirkiye) ilgesindeki kasaplarda satilan
ticari et iiriinii sucuklarin etiketlerinde belirtildigi kapsamda, sigir ve koyun menseili
bigileri dogrulanmistir. Dahasi, bu ¢alismada, standart 6zellikli analiz kitleri yardimiyla,
et lirtinlerini meydana getiren her bir tliriin mensei, 0.01 ng gibi diisik yogunlukta bile
diger tiirlerden kolaylikla ayrit edilebilmistir. Ayrica, halk sagligi1 koruma
kapsaminda, et iretimi yapan isletmelerin giivenirligini iyilestirmek icin, yerel

otoritelerin daha genis 6lgekli arastirma ve denetim yapmasi 6nerilmektedir.
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