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Kayseri ve Erzurum Piyasasinda Satilan Et Uriinlerinde Farkli
Hayvan Tiirlerine Ait Etlerin PCR Teknigi Kullamlarak
Belirlenmesi Uzerine Bir Arastirma
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Ozet

Bu arastirmada at, esek ve domuz tiirlerine spesifik oligoniikleotid primerler
dizayn edilerek, her bir tiiriin ng DNA seviyesinde tespitini saglayacak bir
spesifik PCR metodu gelistirilmistir. Gelistirilen yontem kullanilarak Erzurum
ve Kayseri piyasasindan toplanan ¢ig kiyma, sucuk, sosis, salam ve kavurma
orneklerinden olusan toplam 40 et iiriiniiniin analizi yapilmis ve bu orneklerin
hi¢birinin at, esek ve domuz tiirlerine ait etleri icermedigi tespit edilmistir.
Ancak tiiketicilerin korunmasi ve haksiz rekabetin onlenmesi amaciyla et ve et
triinlerinin stirekli ve diizenli olarak kontrollerinin yapilmas: gerektigi ve
dolayisiyla bu calisma kapsaminda at, esek ve domuz tiirlerine ait etlerin
tespitinde kullanilmak iizere gelistirilen spesifik PCR tekniginin iilkemiz gida
kontrol laboratuarlarmin bu konudaki ihtiyacini giderecek rutin bir kontrol
metodu olabilecegi sonucuna varilmigir.

Anahtar Kelimeler: PCR, et iiriinleri, tiir tayini

Giris

Et ve et iriinlerine hile amaciyla karigirilan farkli et tiirlerinin tespiti,
tilketicinin korunmasi, gidalarda etiket bilgisi mevzuatinm uygulanmast ve
haksiz rekabetin dnlenmesi acisindan énem tasimaktadir (1). Bu nedenle, et ve
et iriinlerinin elde edildigi hayvan tiirlerinin belirlenmesinde, hizli sonug
veren, basit, rutin kullanimlara uy gun, duyarliligr yiiksek ve giivenilir metotlara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler ve PCR tekniginin bu
alanda kullanilmasina bagh olarak et tiirlerinin belirlenmesinde niikleik asit
analizine dayanan yeni ve giiclii metotlar gelistirilmistir. DNA'nin proteinlere
nazaran daha stabil bir molekiil olmasi, tiim hiicre ve dokularda ayni 6zelligi
gostermesi ve birey hakkinda daha fazla bilgi vermesi gibi nedenlerden dolay1
tiir belirleme caligmalarinda protein analizini esas alan yOntemler yerini
giderek DNA baz dizi analizine dayanan yontemlere birakmaktadir (2,4, 5, 6).
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Bu arastirmada, taze ve iglenmis et iriinlerinde farkli hayvan tiirlerine ait
etlerin hassas ve hizli bir sekilde tan1 ve teshisi i¢cin spesifik PCR metodu
gelistirilmis ve gelistirilen yontemin pratikte uygulanabilirli§inin kontrolii
amaciyla, Kayseri ve Erzurum piyasasinda satilan ¢ig kiyma, sucuk ve kavurma
gibi et {rlinlerinde kullanilan etlerin tiirleri belirlenerek bu iiriinlerin
etiketlerine uygunluk kontrolleri yapilmistr.

Materyal ve Yontem

Materyal

Arastirmada; at (Equus caballus), esek (Equus asinus), domuz (Sus scrofa
domesticus), sigir (Bos taurus) ve koyun (Ovis aries) olmak iizere 5 ayri

hayvan tiiriiniin iskelet kas dokular1 kullanilmigtir.

Yontem

1. Tiire spesifik primer dizayni: Arastrmada at, esek ve domuz tiirlerinin
tespitinde kullanilmak iizere; mitokondrial DNA iizerinde her bir tiire spesifik
oligoniikleotid primerler dizayn edilmigtir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Aragimada kullanilan spesifik primerler

Tiir | Primer Baz Dizisi Gen |PCR Uriin Boyutu
At |Forwar |5-CTATCCGACACACCCAGAAGTAAAG-3 | ATPase 153bg
Revers | 5-GATGCTGGGAAATATGATGATCAGA-3 | AT Pase
Bsek[Fonvar|[s-cnrecractacramaoccaractas | npo 17 lasee
Revers | 5-CAGTGTTGGGTIGTACACTAAGATG-3 | ND2
Domuz | Forwar | 5-CATTCGCCTCACTCACATTAACC-3 ND5 227be
Revers | 5-AAGAGAGAGTTCTACGGTCTGTAG-3 | NDS

2. DNA izolasyonu: T aze ve islenmis et 6rneklerinden DNA izolasyonunda,
DeSalle et al. (1993)tarafindan bildirilen metot kullanilmigtir (4).

3. PCR: At, esek ve domuz tiirlerine spesifik olarak dizayn edilen primerlerin
ortak calisma kosullar1 belirlendikten sonra gradient PCR kullanilarak metot
optimizasyonu yapilmigtir. Bu caligmada kullanilan PCR metot parametreleri
asagida verilmistir.

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde; eppendorf tiiplere 5 ul 10x PCR
tamponu (100mM Tris-HCI (pH 8.3), 500mM KCI, 15mM MgCl, ve %0.1
(w/v) jelatin), 3 pul 25 mM MgCl,, 1 pl ANTP mix (10 mM), 1.5 pl forward
primer (10 uM), 1.5 pl reverse primer (10 uM), 2U Taq DNA polimeraz
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enzimi (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO) ve 2 ul kalip DNA molekiilii
konulmugtur. Tiiplere 94 °C'de 3 dak. ilk denatiirasyon isleminden sonra 35
dongii siiresince 94 °C'de 50 saniye, at, esek domuz tiirleri i¢in sirasiyla 61 °C,
57 °C ve 55 °C'de 50 saniye ve 72 °C'de 1 dak. termal dongii sartlart
uy gulanmuistir.

4. Elektroforez: PCR amplifikasyon iirtinleri, % 2'lik agaroz jel elektroforezde
70 V'da yaklagik 2 saat yiiriitiilerek analiz edilmigtir.

5. Omek Hazirlama ve PCR ile Deteksiyon: Ayrica at esek ve domuz
etlerinden izole edilen DNA'nin su i¢inde 100, 10, 1, 0.1 ve 0.01 ng/ul
konsantrasyonlarinda diliisyonlar1 hazirlanmis ve gelistirilen PCR yontemi ile
test edilen hayvan tiirlerine ait deteksiyon limiti belirlenmistir. Gelistirilen PCR
yOnteminin, taze ve iglenmis et iirtinlerindeki basarisini test etmek amaciyla at,
esek ve domuz etlerinden her birisi, 5 farkli seviyede (%0.0, 0.1, 0.5, 1.0 ve
5.0) sigir ve koyun etlerine ilave edilerek ikili et karisimlart hazirlanmigtir.
Hazirlanan ikili et karisimlari, ¢ig kiyma, sosis, salam, 120°C'de ve 100°C'de
1s1l islem (30 dak.) uygulanmais cesitli et {irlinlerine islenmistir.

6. Piyasa iirlinlerinin analizi: Erzurum ve Kayseri piyasasindan toplanan 8 cig
kiyma, 15 sucuk, 6 sosis, 6 salam ve 5 kavurma 6megi olmak {izere toplam 40
et Uriiniinde; at, esek ve domuz etlerinin bulunup bulunmadigi spesifik PCR
yontemiyle test edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu arastirmada, at, esek ve domuz tiirlerine spesifik sirasiyla; 153 be, 145 bg ve
227 b¢ uzunlugunda amplikonlar iireten oligoniikleotid primerler dizayn
edilmistir. Bu oligoniikleotid primerlerin kullanildizi PCR reaksiyonlari
sonucunda; her bir tiir, 0.01 ng DNA seviyesinde ve diger tiirlerle capraz
reaksiyon olmaksizin tespit edilebilmistir.

Gelistirilen metodun basarisini test etmek amaciyla, ¢ig kiyma, sucuk ve sosis
tipi et iirtinlerine islenen ve 100 °C'de 30 dak siireyle 1s1l islem uygulanan ikili
et karigimlarinin hepsinde; at, esek ve domuz etleri, % 0.1'den % 5'e kadar olan
tim karisim seviyelerinde tespit edilebilmistir. Buna karsilk, 120 °C'de 1si1l
islem uygulanan et iriinlerinde ise hicbir tiir % 0.1 seviyesinde tespit
edilememis, ancak % 0.5 ve daha iizerindeki seviyelerde belirlenebilmistir. ikili
et karisimlarmin sigir veya koyun etleriyle hazirlanmis olmasi, bulunan
sonuglar iizerinde etkili olmamigtir.

Sonucta gelistirilen PCR metodu kullanilarak, Erzurum ve Kayseri
piyasasindan toplanan taze ve iglenmis toplam 40 et iiriinii test edilmis ve
tiriinlerin higbirinin at, esek ve domuz tiirlerine ait etler icermedigi tespit
edilmistir.
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Sonug¢

Bu calismada taze ve iglenmis et iirtinlerinde at, esek ve domuz etlerinin
tespitinde kullanilmak {izere her bir tiir i¢in bir spesifik PCR metodu
gelistirilmis ve piyasadan toplanan Omekler test edilmigir. Sonucta;
tilketicilerin korunmast ve haksiz rekabetin Onlenmesi amaciyla et ve et
iiriinlerinin siirekli ve diizenli olarak kontrollerinin yapilmasi gerektigi ve
dolayisiyla bu calisma kapsaminda at, esek ve domuz tiirlerine ait etlerin
tespitinde kullanilmak iizere gelistirilen spesifik PCR tekniginin, iilkemiz gida
kontrol laboratuarlarmin bu konudaki ihtiyacni giderecek rutin bir kontrol
metodu olabilecegi sonucuna varilmigtir.
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