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Ozet: Hayvansal gida kaynaklar1 insan beslenmesinde hayati 6nem tasimaktadir.
Dengeli bir diyet, yeterli ve kaliteli gida maddeleri igermelidir. Uygun etiketleme
insan saglig1 icin 6nemli oldugu kadar et endistrisinde adil ticaret i¢in de
onemlidir. DNA, fiziksel ve kimyasal gida isleme tekniklerinden etkilenmedigi icin,
et irlnlerini olusturan igerigin kaynagi olan tiirleri ve oranlarini belirlemek
amaciyla DNA tabanli kitler iiretilmistir. Calismamizin amaci, ticari kitlerin
Turkiye’'deki et iiriinleri tebligine uygunlugunu incelemek ve et iiriinlerindeki
tavuk ve sifir eti miktarini belirlemesini arastirmaktir. Calismamizda et
trtinlerindeki tavuk ve sigir eti miktarinin belirlemek icin TaqMan prob kullanan
Real Time PCR Kkitleri kullanilmistir. Calisma sonunda incelenen kitlerin RT-PCR
reaksiyonlarinin egim ve korelasyon katsayisi kriterleri uygun bulunmus ancak et
tiriinlerindeki cesitli oranlardaki tavuk ve sigir etlerinin kantitatif tayinleri yeterli
bulunmamustir.

Determination The Proportion of Chicken and Beef In Meat Products Using Some

Commercial Kits
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Abstract: Animal food sources are vital to human nutrition. A balanced diet should
contain adequate and high-quality food items. Proper labeling is important for
human health as well as for fair trade in meat industry. Since DNA is not affected
by physical and chemical food processing techniques, DNA-based kits are
produced to determine species and their proportions in meat products. The aim of
our study was to examine the suitability of commercially available kits for Turkey
notified meat products and to investigate proportion of chicken and beef in meat
products. Real Time PCR kits using TagMan probe were used to determine the
amount of chicken and beef in meat products. As a result of the study, the slope
and correlation coefficient criteria of the RT-PCR reactions of the kit were
appropriate, but sensitivity of quantitative determinations of different chicken and
beef meat products were not sufficient.

1. Giris

endiistrisinde adil ticarete yardimci olmaktadir.
Ureticiler bazi et tiirlerinin ucuz olmasindan dolay1

Insan beslenmesinde hayvansal besin kaynaklar1 ¢ok
onemlidir. Dengeli bir diyet icin yeterli ve kaliteli
yiyecekler kullanilmalidir. Metabolik baz1 6zellikleri
(alerjik vb.) ve dini inanglar1 geregi belirli gidalarin
tiikketimine 6zen gosteren insanlar icin dogru ve
yeterli etiketleme ¢ok 6nemlidir. Uygun etiketleme
sadece saglik acisindan degil, ayni zamanda et
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lirliniin icerisine, etikette belirtilen tiirlerden farkl et
ve/veya et Uriinleri, etikette belirtilen orandan daha
az miktarda et tipleri ilave ederek tagsis
yapmaktadirlar. Tirkiye’de kirmizi ette oldugu gibi
bazi et lriinlerinin pahali oldugu durumlarda tagsis
yapilmasi daha da 6nem kazanmaktadir.
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Et ve et iriinleri icerisindeki tiirlerin tespiti DNA’ya
dayali yontemlerden oligoniikleotit prob [1], PCR
(Polymerase Chain Reaction - Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) [2], ¢oklu PCR [2], PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism -
Kesilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi) [3, 4], dizi
analizi [5], RT (Real Time- Ger¢ek Zamanli) PCR [6, 7,
8], mikrogip [9] ve proteine dayali yontemlerden olan
HP-LC (High Performance Liquid Chromatography -
Yiksek Performansh Sivi Kromatografisi) [10], iso-
elektroforetik teknik [11], ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assays - Enzime Bagh Bagisiklik
Analizi) [12], NIR (Near infrared hyperspectral
imaging - Yakin kizil o6tesi  hiperspektral
goriintiileme) [13], FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy - Fourier Doniisimli Kizildtesi
Spektroskopisi) [14] gibi teknikler kullanilarak
yapilmaktadir. DNA'nin ¢ogu kosulda proteine kiyasla
daha kararli olmasindan dolayr proteine dayali
yontemlere gore DNA'ya dayali yontemler daha ¢ok
tercih edilmektedir [15, 16].

Et Uriinlerinde tiriin tanimlanmasi1 dnemli olmakla
beraber karisim iiriinde bir et tliriiniin ne oranda
katildiginin  tespitinin  yapilmasi da etiketlere
uygunluk acisindan ehemmiyetlidir. Proteine dayali
tekniklerden olan ELISA [17, 18] ve HPLC [19]
yontemleri kullanarak karisim tiriinlerdeki miktarlar
belirlenebilmesine = ragmen et  irinlerindeki
karisimlarin miktarlarini belirlemek i¢in yapilan
calismalar genellikle DNA’ya dayali yontemlerden
Tag-Man prob kullanarak yapilan RT-PCR yontemi
tercih edilmektedir [20]. Literatiirde miktar tayini
calismalarinda hayvan tiirii ve genel icin tek kopya
genler veya genomdaki tekrar dizilerinin kullanildigi
bildirilmistir [21]. Bunlardan bazilar1 Mitochondrial
tRNA [22], Mitochondrial rRNA [23], Mitochondrial
cytochrome b [7, 24], Transferrin [25], Myostatin
[26] ve Mitochondrial D-loop [27] dizileri
hedeflenerek RT-PCR ile miktar tayini c¢alismalari
yuritilmiistir.

RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan miktar tayini
analizlerinde tiire ve hayvana 6zgii DNA dizilerini
cogaltip miktarin1 tespit edebilmek icin iki PCR
sistemine ve onlara ait standart egrilere ihtiyag
duyulmaktadir. Standart egriler genellikle
DNAtir/DNAgenet 0larak hazirlanmis miktar1 bilinen
DNA karisimlarindan yapilmaktadir [20]. RT-PCR
calismalarinda elde edilen standart egriler i¢in kabul
kriterleri tespit edilmistir. Bunlar; PCR verimi (R2) =
098, PCR slope degeri; -3,1 2 egim = -3,6 ve ¢calismada
kullanilan paraleller arasi RSD < % 30 olmasidir [28].

Karisim et triinlerindeki oranlarin belirlenmesi ve
tiiketicilerin korunmasima yo6nelik olarak bazi
firmalarin et iriinlerindeki miktarlari belirleyebilen
ticari kitleri piyasada bulunmaktadir.
Arastirmamizda piyasadaki bazi ticari Kkitler
kullanilarak et ve et friinleri numunelerinde et
tiriiniin (tavuk ve sigir) agirlikga yiizde miktarinin
belirlenebilme olasilig1 arastirilmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Calismamiz Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigl
Ulusal Gida Referans Laboratuvar’nda (UGRL)
yuritilmistiir. Arastirmamiz icin ticari bir isletmeye
farkli oranlarda tavuk-sigir eti karisimi igeren sucuk
yaptirilmistir. Bu Orneklerin bazilar1 sadece kas
dokusu igerirken (Tablo-1; 1-6), bazilarn ise diger
dokular icermektedir (Tablo-1; 7-10). Orneklerin
icerik oranlar1 ve kodlar1 Tablo 1'de verilmistir.
Ayrica %100 sig1ir eti ve %50 si8ir + %50 tavuk eti
ornekleri laboratuvar ortaminda hazirlanarak bazi
calismalarda analiz edilmistir.

Tablo1. Analizler icin kullanilan drnekler ve icerikleri

o % Tavuk % Tavuk % Tavuk % Sigir

Kod gg S/ll‘%lg O?kT?Eu;( karaciger  tashk derisi Dal;gk

878 VS8 (kg/kg) (kg/kg) (kg/kg) (kg/kg)
1 100 0 0 0 0 0
2 90 10 0 0 0 0
3 80 20 0 0 0 0
4 70 30 0 0 0 0
5 60 40 0 0 0 0
6 0 100 0 0 0 0
7 70 10 5 5 5 5
8 55 15 8 10 7 5
9 45 20 8 15 10 2
10 40 25 10 15 3 7

2.2. DNA Saflastirma

Ticari kit ile (R-Biofarm-SureFood PREP Animal, Kat.
No: S1003) her numuneden ikiser adet (A ve B) DNA
ekstraksiyonu yapildi. Saflastirilan DNA o6rnekleri
temizleme kolonlar1  (Eurofins-GeneScan = DNA
Cleaning Columns, Kat. No: 5224700305) kullanilarak
olast PCR inhibitéor maddelerinden arindirilmistir.
Elde edilen DNA’larin safliklar1 ve miktarlan
spektrofotometre (Thermo Scientifi NanoDrop 1000)
ile 6lciilerek miktarlar1 PCR analizine alinmadan 6nce
50 ng/ul olarak ayarlanmstir.

2.3. RT-PCR Calismalari

PCR analizlerinde tavuk eti miktar tayini i¢in; ticari R-
Biofarm SureFood Animal Quant Chicken (Kat. No:
S1014) kit, sigir miktar tayini i¢in; R-Biofarm
SureFood Animal Quant Beef (Kat. No: S1010) ve
GeneScan DNAnimal BosQuant kitleri kullanilmistir.
RT-PCR analizlerinde ticari Kkitlerin talimatlarina
uyulmus, her ¢alismada her kite 6zgii amplifikasyon
kontrol (no template kontrol) ve pozitif kontrol
kullanilmistir. RT-PCR ¢alismalarinda her bir
ornekten dort paralel kullanilmistir (Her bir érnekten
iki adet ekstraksiyon yapilarak cihaza her biri ikiser
kez yiiklenmistir). Ornek sonuglarinin %hata degeri
(bias) asagidaki formiile gore hesaplanmistir [28].

Bulunan deger—Gergek deger
% Hata = ( £ £ T8 Yx100

(1)

Gergek deger
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2.3.1. SureFood Animal Quant Chicken

Et ve et irinlerinde tavuk DNA’sinin hayvan
DNA’sina  orami  (DNA/DNA) olarak tespit
edilmektedir. Kitin LOD (Limit of Detection- Tespit
esik degeri) < 5 kopya, LOQ (Limit of Quantitation-
Miktar  tayini smir1) %0,1 olarak (DNA
konsantrasyonuna bagli olarak eger 50000 referans
gen varsa) bildirilmistir. Kit iki RT-PCR sistemine
0zgli (Gallus-tavuk geni ve Ref-hayvan geni)
calismaktadir. Her iki sistem icin ayr1 standart egri
cizilmektedir. = Standart egri icin  kullanilan
kalibrantlar tek bir standarttan seri diliisyonlar
halinde (1/10) hazirlanmaktadir.  Numuneler
kullanim o6ncesi TE (Tris-EDTA) tampon ile 1/10
seyreltilmektedir. Bilinmeyen numunelerin Ct’lerine
gore bu egrilerden kopya sayilar1 elde edilmektedir.
Numunelerin degerleri hesaplanirken diizeltme
faktori (Pozitif kontrol temel alinarak) (k degeri)’'de
kullanilmaktadir.

2.3.2. SureFood Animal Quant Beef

Et ve et Uriinlerinde si8ir DNA’simin hayvan DNA’sina
orani (agirhik/agirhik) olarak tespit edilmektedir.
Kitin LOD <5 kopya, LOQ %0,04 olarak (DNA
konsantrasyonuna bagl olarak eger 50000 referans
gen varsa) bildirilmistir. Kit iki RT-PCR sistemine
6zgli (Bos-sigir geni ve Ref-hayvan geni)
calismaktadir. Her iki sistem i¢in ayr1 standart egri
cizilmektedir. Standart egri igcin  kullanilan
kalibrantlar tek bir standarttan seri diliisyonlar
halinde (1/10) hazirlanmaktadir.  Numuneler
kullanim o6ncesi TE  tampon ile 1/10
seyreltilmektedir. Bilinmeyen numunelerin Ct'lerine
gore bu egrilerden kopya sayilar: elde edilmektedir.
Numunelerin degerleri hesaplanirken diizeltme
faktori (Pozitif kontrol temel alinarak) (k degeri)’'de
kullanilmaktadir.

2.3.3. GeneScan DNAnimal BOSQuant

Et ve et Uriinlerinde sigir DNA’sinin hayvan DNA’sina
oram tespit edilmektedir. Iki sistem (Bovine-sigir
geni ve Animal-hayvan geni) calisiilmaktadir. Kitin
LOD 1 kopya, LOQ 10 kopya olarak bildirilmistir. Her
iki sistem icin ayr1 standart egri c¢izilmektedir.
Standart egri icin kullanilan kalibrantlar ayri ayri
hazir olarak kitte bulunmaktadir. Bilinmeyen
numunelerin Ctlerine goére bu egrilerden kopya
sayilari elde edilmektedir. Her bir numune DNAs1 1/5
ve 1/ 20 seyreltilerek RT-PCR’da kullanilmaktadir.
Her ekstrakt ve dilisyonlarin % sigir miktarlar:
hesaplandiktan sonra bu dért paralelin sonucunun
ortalamalar1 alinarak sonu¢ hesaplanmaktadir.

3. Bulgular

RT-PCR analizlerinde ticari Kkitlerin talimatlarina
uyulmus, her calismada her kite 6zgii amplifikasyon
kontrol (no template kontrol) ve pozitif kontrol
kullanilmistir. Her bir oOrnekten iki adet DNA
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ekstraksiyonu yapilarak, RT-PCR c¢alismalarinda
cihaza her bir ekstraksiyon drnegi ikiser kez verilerek
toplamda bir o6rnekten dort paralel kullanilmustir.
Kitlerin talimatlarinda dort paralelin ortalamasi
sonu¢ olarak verilir denirken arastirmamizda
sonuclari daha net gostermesi icin ortalama degerler
alinmadan her bir paralel icin ayr1 ayr1 gosterilmistir.

3.1. Tavuk eti miktar tayini sonuclari

Ticari kitin talimatlarina uygun olarak hazirlanan
kalibrantlar ile yapilan RT-PCR c¢alismalarindan elde
edilen standart egrilerin degerleri Tablo 2’de, calisma
sonuglar1 ve tespit edilen numune degerleri Tablo

3’de verilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde
ozellikle baz1 oOrnekler icin paraleller arasi
amplifikasyon  egrilerinde  biiyitk  farkhiliklar

gorilmiistiir (Cihaz c¢iktilar1 verilmemistir). RT-PCR
calismalarindaki biiyiime egrilerine dayanarak uygun
olmayan paraleller ¢ikarilmistir. Numunelerin %
degerleri hesaplanirken pozitif kontrol dikkate
alinarak diizeltme faktori (k degeri) kullanilmistir.

Tablo 2. Surefood tavuk miktar tayini standart egri
degerleri

Gallus sistemi Ref sistemi

R2 Egim R2 Egim
I. Calisma 1,000 -3,324 0,998 -3,297
1. Calisma 1,000 -3,225 0,999 -3,512

Tablo 3. Surefood tavuk miktar tayini sonuclari

% Tavuk (K degeri ile diizeltilmis sonuglar)

Kod Gergek L. Calisma II. Calisma
deger % Tavuk % hata % Tavuk % hata
Miktari Miktar1

PC 100 100 0,00 100,00 0,00
1A 0 2,3318 2,38

1B 0 20,89 24,79

2A 10 23,789 137,89 34,80 247,96
2B 10 24,721 147,21 29,67 196,75
3A 20 28,713 43,57 35,66 78,30
3B 20 20476 2,38 30,03 50,17
4A 30 49,61 65,37 74,77 149,23
4B 30 62,453 108,18 79,91 166,38
5A 40 67,877 69,69 99,95 149,88
5B 40 88,052 120,13 119,96 199,90
6A 100 148,31 48,31 254,39 154,39
6B 100 132,41 32,41 215,81 115,81
7A 25 51,812 107,25 68,61 174,45
7B 25 49,765 99,06 72,55 190,18
8A 40 58,781 46,95 95,96 139,90
8B 40 107,08 167,69
9A 53 84,354 59,16 137,73 159,87
9B 53 74,278 40,15 154,12 190,80
10A 53 81,582 53,93 131,22 147,59
10B 53 79,669 50,32 134,83 154,39

3.2. Sigir Eti Miktar Tayini Sonuglar

3.2.1 Surefood Kiti S1gir Miktar Tayini

Ticari Kkitin talimatlarina uygun olarak hazirlanan
kalibrantlar ile yapilan RT-PCR ¢alismalarindan elde
edilen standart egrilerin degerleri Tablo 4’de, calisma
sonuclari ve bulunan miktarlar Tablo 5’'de verilmistir.
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Numunelerin % degerleri hesaplanirken pozitif
kontrol dikkate alinarak diizeltme faktorii (k degeri)
kullanilmistir. %100 tavuk igeren sucuk numunesinin
%0,14-0,33 civarinda si8ir eti icerdigi tespit
edilmistir. Bazi numunelerde (2, 4 ve 5) ekstraktlar
arast bulunan sonuglar arasindaki fark yiiksek
cikmistir. %100 si81r eti igeren sucuk sonuglar kabul
sinirlari icinde olmasina karsin farkl dokular iceren
orneklerin sonuclar1 normal degerlerden oldukca
diisiik tespit edilmistir.

Tablo 4. Surefood sigir miktar tayini standart egri degerleri

Bos sistemi Ref sistemi

R2 Egim R2 Egim
L. Calisma 0,994 -3,448 0,999 -3,335
I1. Calisma 0,997 -3,557 0,997  -3,452

Tablo 5. Surefood sigir miktar tayini sonuglari

% Sigir (K degeri ile diizeltilmis sonug)

Kod gsgfeik L II.
Calisma % hata Calisma % hata

PC 100 100,00 0,00 100,00 0,00
1A 100 67,45 -32,55 86,64 -13,36
1B 58,08 -41,92 79,20 -20,80
2A 90 2596 -71,15 40,84 -54,62
2B 88,71 -1,43 106,32 18,13
3A 80 66,39 -17,01 93,34 16,68
3B 93,28 16,59 117,83 47,29
4A 70 64,64 -7,65 76,09 8,70
4B 17,28 -75,31 31,22 -55,40
5A 60 30,30 -49,50 36,90 -38,51
5B 21,47 -64,21 53,63 -10,62
6A 0 0,19 0,33

6B 0,14 0,27

7A 75 2592 -65,44 40,21 -46,38
7B 30,15 -59,80 48,04 -35,94
8A 60 19,00 -68,34 24,33 -59,45
9A 47 10,45 -77,77 14,13 -69,93
9B 1392 -70,39 20,25 -56,92
10A 47 27,56 -41,36 30,91 -34,24
10B 20,25 -56,92 29,45 -37,34

3.2.2 Genescan Kiti Sigir Miktar Tayini

Ticari kitin talimatlarina uygun olarak hazirlanan
kalibrantlar ile yapilan RT-PCR ¢alismalarindan elde
edilen standart egrilerin degerleri Tablo 6’de, calisma
sonuglar1 ve bulunan miktarlar Tablo 7’de verilmistir.
Genescan sigir kit ile yapilan ilk ¢alismada (I.
Calisma) yalmizca iki numune calisiimistir. Bu ilk
calismada standart egri istenildigi gibi ¢ikmistir
(Tablo 6). Ikinci ¢alismada standart egri istenildigi
gibi ¢ciktif1 ve pozitif kontrolde gercek degere ¢ok
yakin bulundugu halde numune paralelleri arasinda
uyum gorilmediginden PCR inhibitorlerinin varligi
arastirilmistir. Calisma numunelerinin PCR inhibitorii
icerip/icermediklerini belirlemek icin %4, 1/16, 1/64
ve 1/256 seyrelterek RT-PCR yapilmistir, seyreltilen
paraleller arasinda 2 Ct fark gorildiginden
numunelerde PCR inhibitorii olmadig1 saptanmistir
[28] (Cihaz g¢iktilar1 verilmemistir). Bu nedenle bir
sonraki calisma (III. ¢alisma) numuneler 1/64 ve
1/256 seyreltilerek yapilmistir. Tablo 7’de verildigi
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lizere I. calisma hatalara bakildiginda oldukea diisiik
hata degerleri ciktig1 goriilmektedir. Seyreltmeler ve
ekstraktlar arasi1 farklar az ve gercek degerlere
oldukca  yakin  bulunmustur. III. ¢alismaya
bakildiginda artik seyreltmeler arasi dongii farklari
beklenildigi gibi ¢iktigindan ayni numuneye ait hem
ekstraktlar hem de seyreltmeler birbirine yakin
¢ikmistir. Ancak numune sonuglarinin % hatalarinin
yuksek oldugu gorilmistiir. Ger¢cek degerlerinden
oldukca diistik sonuglar elde edilmistir. %100 si81ir eti
ile yapilan sucuk %30-40 civarinda (yalnizca birisi
%90) tespit edilmistir. Ayrica karigim irtin olmayan
sadece %100 sigir etinden laboratuvarimizda
hazirlanan numune ise %47-66 olarak bulunurken,
%50 tavuk eti ile karistirilmis si8ir eti numunesi ise
%?24-28 arasinda tespit edilmistir.

Tablo 6. Genescan sigir miktar tayini standart egri
degerleri

Bovine Sistemi Hayvan Sistemi

R2 Egim R2 Egim
L.Cahsma 0991 -3,187 0997  -326
II.Calisma 0,998 -3,345 0999  -3,396
IIl.Calisma 0,992  -3,079 0994  -3,192

4. Tartisma ve Sonug¢

Karisim et iirtinlerindeki oranlarin belirlenmesi ve
tiketicilerin ~ korunmasina  yonelik  etiketlere
uygunlugunun ticari kitler yardimi ile incelendigi
calismamizda hazirlattigimiz sucuk numunelerinde et
tirtiniin (tavuk ve sigir) agirlikga yiizde miktarinin
belirlenebilme olasilig1 arastirilmistir. Ticari kitler
kullanarak karisim et orneklerindeki miktarlar:
belirlemek icin yapilan RT-PCR ¢alismalarin standart
egrilerine ait degerler ilgili tablolarda verilmis, bu
degerler kabul kriterlerinin  simirlar1  icinde
bulunmustur [28]. Standart egriler kullanilarak
karisimi olusturan tiirlerin miktarlar1 hesaplanarak
sonuclar ilgili tablolarda gosterilmistir.
Arastirmamizda kullanilan Surefood tavuk ve sigir eti
miktar1 belirleme Kkitleri sonuclar1 hesaplarken kit
icerisinde bulunan ve orani bilinen pozitif kontrol

yardimi  numunelerin  sonucunu  duzelterek
vermektedir. GeneScan sigir eti miktar tayini kiti ise
diizeltme  faktorii kullanmamakta paralellerin

ortalamasini direk sonug olarak vermektedir.

Calismada kullanilan ticari kitler 6rneklerden elde
edilen DNA’larda PCR inhibitorlerin etkisini azaltmak
veya gidermek icin numunelerin seyreltilerek RT-
PCR’da kullanilmasini &nermektedirler. Ornekleri
Surefood ticari kitleri 1/10, GeneScan Kkiti ise 1/5 ve
1/20 seyreltilerek RT-PCR  kullanilmasin1  ve
paralellerin  ortalamalar1  alinarak  sonuglarin
verilmesini onermektedir. Yapilan ¢alismada PCR
inhibitorleri gidermek icin 6rnek DNA’lar1 ticari
temizleme Kkitleri ile islemden gecirildikten sonra PCR
inhibitor testi yapilmistir. Literatlirde [28] 6nerilen
seyreltme testi sonucunda oOrneklerde inhibitoriin
bulunmadigi tespit edilmistir.
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Tablo 7. Genescan Kiti sigir miktar tayini sonuglari

Gergek Seyreltme 1. IL.

Seyreltme

Kod Deger Orani Calisma % hata Calisma % hata Oran [1I. Calisma % hata
PC 1 1,25 24,98 1,11 11,15 2,53 -152,83
1A 100 1/5 79,99 -20,01 7,84 -92,16 1/64 90,87 9,13
1/20 7889 -21,11 7595 -24,05 1/256 34,44 65,56
1B 100 1/5 78,55 -21,45 1,37 -98,63 1/64 30,80 69,20
1/20 86,55 -13,45 34,57 -6543 1/256 44,80 55,20
1/64 31,53 64,97
2A 90 1/256 26,66 70,38
1/64 34,30 61,88
2B 2 1/256 37,01 58,87
4A 70 1/5 63,22 -9,68 1/64 27,76 60,34
1/20 68,21 -2,55 1/256 27,01 61,41
4B 70 1/5 88,50 26,42 1/64 35,26 49,63
1/20 70,11 0,15 1/256 28,05 59,93
A 60 1/5 10,32 -82,79 1/64 13,27 77,88
1/20 48,76 -18,73 1/256 23,84 60,26
1/5 9,51 -84,15 1/64 17,95 70,09
>B 60 1/20 43,12 -28,14 1/256 15,81 73,64
oA o 5 0,02 1/64 0,03
1/20 0,08 1/256 0,08
1/64 0,11
6B 0 1/256 0,17
1/64 27,41 63,46
7A 75 1/256 27,64 63,14
1/64 22,19 70,41
7B 75 1/256 41,45 44,73
1/64 11,24 76,10
9A 47 1/256 7,08 84,95
1/64 6,98 85,15
9B 47 1/256 4,25 90,95
Yapilan c¢alismalar sonucunda analiz degerleri agirhik/agirhik  seklinde hazirlanan numunelerin

incelendiginde (Tablo 3, 5 ve 7) kullanilan {i¢ ticari
kitin (SureFood Animal Quant Chicken, SureFood
Animal Quant Beef ve GeneScan DNAnimal
BOSQuant) RT-PCR g¢alismalar1 sonucunda negatif
¢ikmasi beklenen numunelerde disiik oranlarda
pozitiflik saptanmistir. Bu durum sucuk imalati
sirasinda bir bulasma olabilecegi gibi negatif bir
numune c¢alisilan ticari kitin yanlis pozitif sonug
verebilecegi dikkate alinmalidir.

Tavuk eti miktar1 belirleme Kkiti ile hesaplanan
sonuglarin hatalari, sigir eti belirleme Kkitleriyle
hesaplanan sonuclarin hatalarinin 2-3 kati olmustur.
Karisim et tiriinlerindeki et iceriklerini agirlik/agirhk
olarak belirleyen DNA veya proteine dayali
yontemlerle ilgili baz1 problemler bildirilmektedir
[20]. Hazirlanan sucuk numuneleri piyasadaki diger
et Uriinleri gibi agirhk/agirlik olarak hazirlanmis
numunelerdir. Kullanilan kitler DNA/DNA oranini
saptamaktadirlar.  Halbuki  hazirlanan  sucuk
numuneleri ve et numuneleri agirlikca ytlizdelerdir.

Bu nedenle farkli dokularin katildigi karisim
orneklerin miktarlari dogru olarak
olciilememektedir. Arastirmamizda tavuk % DNA

sonuglar1 agirlikca yiizdeden fazla bulunmaktayken,
sigir % DNA sonuglart agirlikga yiizdeden dusiik
olarak (degerinin yaklasik yaris1 kadar) tespit
edilmistir. Arastirmamizda da gorildiigii iizere
DNA/DNA  hazirlanmis  teknikler  kullanarak
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icerik oranlarim1 dogru olarak belirlemek miimkiin
olmamaktadir. Literatiirde bildirilen c¢alismalarin
¢ogunlugu ve kullanilan kitler agirhik/agirhik
kantifikasyonu yapmaktadir. Bazi arastirmacilar ise
agirhik/agirlik kantifikasyonu yerine genomdaki tek
kopya genleri kullanarak hazirlanan genom/genom
kantifikasyonun daha dogru sonuclar verecegini
soylemektedirler [20].

Karisim etlerdeki oranlarin belirlenmesi ve hilelerin
aciga cikarilmasindaki temel problemler karisimdaki
doku kompozisyonun, o6rnege ve ete uygulanan
islemlerin bilinmemesidir. DNA temelli yontemler
orneklerin bilesimini tam yansitamamaktadir. Sucuk,
yagli ve yagsiz et, yag ve bag dokusuna kadar degisen
farkli doku materyalleri igerir. Bu farkli dokular,
farkli DNA konsantrasyonlar: sergilerler. Bu nedenle
karisimlardaki etin  baslangic agirhig, DNA
izolasyonundan sonra alinan tiire 6zgii DNA oranini
tam yansitamamaktadir. Arastirmamizda tavugun
farkli dokularindan elde edilen DNA miktar:
gostermistir ki tavuk i¢ organlarindan elde edilen
DNA miktar1 kas dokusundan elde edilen DNA
miktarindan daha fazladir (6rnegin, karacigerden
elde edilen DNA miktar1 gégis kasindan elde edilen
DNA miktarindan 25 kat fazla-Cihaz ¢iktilar:
verilmemistir). Bu durum bazi dokular i¢cin yaniltict
olmakta ve yanlis sonuglara yol acabilmektedir. Bazi
arastirmacilar bu soruna ¢6ziim olarak arastirilacak
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orneklere uygun olarak hazirlanmis kalibrantlar ile
dogru sonuglar alinabilecegini belirtmislerdir [29].
Bu durum ise pratikte her zaman miimkiin degildir.

Arastirmamizda kullandigimiz kitlerin hedefledigi
DNA dizisi bildirilmemekle beraber literatiirde
kullanilan ¢alismalarin ¢ogunlugu genomda bulunan
coklu tekrar dizilerini hedefleyerek RT-PCR
calismalarini yiruttigi gorilmektedir [16, 20]. Her
bir hayvan hiicresi sadece bir genomik DNA icerirken
birden fazla mitokondri ve dolayisiyla birden g¢ok
mitokondriyal DNA icerebilir. Mitokondriyal DNA'nin
miktar1 dokudan dokuya degisir [30]. Bu nedenle PCR
kantifikasyonu ve agirlikca ylizdeye cevrilmesi,
dokularin ne oldugunu bilmeden ¢ok zordur ve
pratikte miimkiin degildir. Bu nedenle mitokondriyal
DNA’nin kullanilmasi kantifikasyon icin
onerilmemektedir. RT-PCR az sayidaki gen kopyasini
dogru olarak belirleyebilen bir yéntem oldugundan
kalitatif analizlerde yogun olarak kullanmilmaktadir.
Karisimdaki tiirlerin belirlenmesi ve tanimlanmasi
icin genelde c¢cok kopyali hedef diziler iizerinden
yapilirken, kantifikasyon ol¢timleri elde etmek i¢in
tek kopyali genler hedeflenmesi 6nerilmektedir [20,
29].

Arastirmamizda kullanilan tiir ve doku farkliliklari,
DNA'nin ekstrakte edilebilirligi, DNA degradasyonu,
mitokondriyal dagilim, su ve yag icerigi gibi sebepler
nedeniyle DNA ytizdesi ile agirlikca ytlizde birbiriyle
uyumlu sonuglar vermemistir.  Tavuk % DNA
sonuglar1 agirlikca yiizdeden fazla bulunmaktayken,
sigir % DNA sonuglar agirlikca ylizdeden diisiik
bulunmustur. Bunun sebebi tavuktan gelen DNA'nin
daha fazla olmas1 olabilir. Sadece kas igeren
orneklerde bile % kg/kg degerleri dogru olarak bu
kitlerle saptanamamaistir. Ayrica et iiriinleri et disinda
da DNA ya da protein icermeyen maddeler igerebilir.
Bu nedenle bu analizlerde et tiiriiniin tiim iiriine
orani degil de sadece toplam etin igerisindeki orandir
[26].

Yaptigimiz c¢alisma sonucunda DNA/DNA oranini
uygulayan ticari kitler kullanarak karisim et
irtnlerindeki agirhik/agirhk seklinde hazirlanan
numunelerin igerik miktarlarin1  dogru olarak
yansitmayacagl ve et karisim irinlerde dogru bir
degerlendirme yapilamayacag1 ortaya konulmustur.
Yetkili yasal organ olan Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgr Tirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri
Tebligini degistirerek karisim et triinlerinin piyasaya
sunulmasini  yasaklayarak  konulan  kurallarin
denetlenebilir olmasini saglamistir [31].
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