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ONSOz

insan beslenmesi agisindan ¢ok degerli bir besin olmasi, sevilerek tiiketimesi ve satis
fiyatlarinin ylksek olmasi, 6zellikle kegi siitl ve Urlnlerinde maliyeti diistirmek amaciyla yapilan hile
ve tagsisleri de arttirmaktadir. Ozellikle de kegi siitiine inek sutiniin karistirilmasi giderek
artmaktadir. Bu durum eger drtnun etiketinde bildiriimemis ise tadsis olarak kabul edilmektedir. Tlrk
Gida Kodeksi'nde piyasaya arz edilen inek sitl haricindeki sutlerin etiketinde Uriin adiyla birlikte
sutln elde edildigi hayvanin tir adinin belirtiimesi gerektigi bildirilmistir. Dogru etiketlemeyi saglamak
icin sit turlerinin kdkeni dogrulanmalidir. Ginumuzde farkh tir hayvanlara ait sitlerin karistirihp
karistinlmadiginin tespit edilebilmesi igin birgcok yontem gelitirilmigtir. Fakat tim bu yontemler zaman
almakta ve ekonomik olmamaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction/PCR)
ise mitokondriyal DNA'nin analizi ile orijinal sutlin igcine yabanci sit veya st drtnlerinin ilave edilip

edilmediginin belirlenmesinde alternatif bir ydntem saglamaktadir.

Yapilan bu arastirmada Van ilinde kegi, inek ve koyun siitii satilan ciftliklerden 1 litre
olacak sekilde st alinmistir. Kegi sutlinun igerisine %1, %2, %5, %0.1 ve %0.5 oraninda inek sutu
ve ayni oranlarda koyun sutu ilave edilmistir. Olusturulan deneysel 6rneklerden multipleks
konvansiyonel ve multipleks Real Time PCR ydntemi ile kegi, inek ve koyun turlerine 6zgii DNA

varligi arastinldi ve tespit edilebilir limit belirlendi.

Calisma bélgede bu konuyla ilgili olarak, Van Yizinci Yil Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan verilen maddi destekle yapilan ilk minferit calisma olup,
elde edilen sonugclar yayinlanarak daha sonra yapilacak olan piyasa analizlerinde tespit edilebilir limit

icin en ideal yontemin kullaniimasina katki saglayacaktir.

Calismamizi maddi olarak destekleyen Van Yiziinci Yil Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkirlerimizi sunariz.

Bu arastirma, Van Yizinci Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan TSA-2020-8901 nolu proje kapsaminda gerceklestirilmistir.
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OzZET
Kegi sutu besleyici degeri ylksek olan ve son zamanlarda ¢ok fazla tiketilen st tirlerinden
biridir. Kegi yetistiriciliginin zor olmasi, kegi sutiinin temin edilmesini zorlastirdidi gibi pahal
olmasina da sebep olmaktadir. Bu nedenden dolayi kegi sitli ve Uriinlerine inek ve/veya koyun suti

katiimaktadir.

Bu amacla; ciftliklerden alinan kegi sutiine %0.1, %0,5, %1, %2, %5 oraninda inek ve ayni
oranlarda koyun st katildi. Olusturulan deneysel érneklerden DNA ekstraksiyonu yapildiktan
sonra elde edilen ekstrakt icinde, multipleks konvansiyonel ve multipleks Real Time PCR ydntemi
ile kegi, inek ve koyun turlerine 6zgt DNA varhigi arastirildi.

Bu calismada, inek siti ve koyun siti denemelerinin multipleks konvansiyonel PCR
sonucunda kegci sutune ilave edilen %1, %2, %5 oranindaki inek ve koyun sutu varliginin tespit
edilebildigi belirlendi. %0.5 oraninda katilan sit karisimlarinin jel goriintisinin pozitifliginin belirsiz
oldugu, %0.1 oranindaki karigimlarin ise tespit edilemedikleri gorildii. Fakat multipleks Real Time
PCR’da %1, %2, %5 %0.1 ve %0.5 oranlarindaki karisimlarin tamaminda pozitif grafik belirlendi. Bu
durum, piyasada satilan kegi sitlerinde %0.1 oraninda bile inek veya koyun sati varliginin tespitinde

Real Time PCR’in daha guvenilir oldugunu gdstermistir.

Sonug olarak, multipleks Real Time PCR'’in ¢ok kiiglik oranlarda katilmis olan inek ve koyun
sutlini tespit edebildigi belirlendi. Ayrica multipleks konvansiyonel PCR ydnteminin sicaklik ve
surelerinin optimize edilmesi sirasinda birden fazla tekrara gidildigi, béylece hem zaman hem de sarf
malzemenin defalarca kullanildigi fakat multipleks Real Time PCR’in tek seferde ve az malzeme ile

sonug verdigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kegi sit, tagsis, multipleks Real Time PCR, multipleks konvansiyonel PCR
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ABSTRACT

Goat milk is one of the milk types that has high nutritional value and has been consumed a
lot recently. The difficulty of goat farming makes it difficult to obtain goat milk and also causes it to

be expensive. For this reason, cow and/or sheep milk is added to goat milk and its products.

For this purpose, 0.1%, 0.5%, 1%, 2%, 5% cow's milk and the same proportions of sheep's
milk were added to the goat's milk taken from the farms. After DNA extraction from the experimental
samples, the presence of DNA specific to goat, cow and sheep species was investigated in the

extract obtained by multiplex conventional PCR and multiplex Real Time PCR methods.

In this study, it was determined that the presence of 1%, 2%, 5% cow and sheep milk added
to goat milk could be detected as a result of multiplex conventional PCR of cow's milk and sheep's
milk trials.

It was observed that the positivity of the gel image of the milk mixtures added at the rate of
0.5% was unclear, and the mixtures at the rate of 0.1% could not be detected. However, in multiplex
Real Time PCR, positive graphics were determined in all mixtures at 1%, 2%, 5%, 0.1% and 0.5%
ratios. This showed that Real Time PCR was more reliable in detecting the presence of cow or sheep

milk even at the rate of 0.1% in commercially available goat milk.

In conclusion, it was determined that multiplex Real Time PCR could detect cow and sheep
milk that was added in very small proportions. In addition, it was determined that more than one
repetition was made during the optimization of the temperature and time of the multiplex conventional
PCR method, so that both time and consumables were used repeatedly, but multiplex Real Time

PCR gave results with less material.

Key words: Goat milk, adulteration, multiplex Real Time PCR, multiplex conventional PCR
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1. GIRIS

Saglikh, yeterli ve dengeli beslenme; viicut hicrelerinin normal galisabilmesi igin protein,
yagd, karbonhidrat, vitamin ve mineraller gibi besin elementlerinin vicudun gunlik ihtiyacini
karsilayacak miktarlarda alinmasini ifade etmektedir (Yangilar, 2013). insan sagliginin korunmasi,
gelistiriimesi ve kaliteli bir hayatin strdlrebilmesi yeterli ve dengeli beslenme ile mimkun olmaktadir.
Et ve et Urlnleri, st ve st Urlnleri, sebze ve meyveler ile tahil grubu drtnler vicudun ihtiyaci olan

yeterli ve dengeli beslenme igin dnemli besin gruplarindandir (Com, 2008).

Son zamanlarda, kegi sitinin diger hayvan turlerine ait sutlerden daha cok tercih
edilmesinin nedenleri, sahip oldugu Ustln besinsel dzelliginin ve protein, vitamin, mineral agisindan

zengin ve ayni zamanda daha az yag molekiline sahip olmasidir (Golinelli ve ark., 2014).

Kegi sutu besleyici bir besin maddesi olarak kabul edilmekte ve tlketiciler i¢cin nutrasétik bir
gida olarak inek sitline gore daha ylksek fiyatlarla satilmaktadir. Bu nedenle kegi sitiine inek suti
karistirlmasi 6nemli bir sorun haline gelmistir. Sadece goérinimine bakilarak kegi sitini inek
sutinden ayirt etmek kolay degildir. Kegi stttine inek sutt karigtiriimasi hem tiketicinin ekonomik
zarara ugratilmasi yoninden hem de 6zellikle inek sutu alerjisi olan insanlarin kegi sutl diye inek

sutd ile karistinlmig sutleri tiketmesi yoninden dnemli bir risk olusturmaktadir (Cheng ve ark., 2006).

Bu galisma ile kegi sitlerinde koyun ve inek sutlerinin varliginin belirlenmesi igin multipleks
konvansiyonel PCR ve multipleks Real Time PCR ydnteminden hangisinin daha uygun oldugunu
belirlemek amac ile yapiimistir. Kullanilan ydéntemlerden en disik miktardaki sut karigimlar tespit
eden ve en hizli sonug veren yontem belirlenmistir. BOylece daha sonraki ¢caligsmalarda ticari olarak
piyasada satisa sunulan ¢ig, pastorize ve sterilize keci sutleri ve Urinlerine inek ve koyun satlerinin
karnistirlhp kangtirimadigi ortaya konularak, Tirk Gida Kodeksi Etiketleme ve Tuketicileri
Bilgilendirme Yonetmeligi (2017)'ne aykiri olarak etikette bildiriimeden, bdyle bir tagsisin yapilip

yapilmadigi belirlenmis olacaktir.
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2. GENEL BILGILER

Sit ve sut drlnleri; bayime ve gelisme igin, vicudun ihtiyaci olan kalsiyum, fosfor,
magnezyum, selenyum, A vitamini, B1 vitamini, riboflavin (B2 vitamini), niasin (Bs vitamini), pantotenik
asit (Bs vitamini), Bs, B12 vitamini ve folik asit gibi mineral madde ve vitaminleri iceren dnemli bir besin
grubudur. Bunlarin yani sira sit ve st Grinleri iyi bir protein ve yagd kaynagidir (Anonymous, 2015;
Anonim, 2016).

Tark Gida Kodeksi'ne gore “sut, bir veya daha fazla inek, keg¢i, koyun veya mandanin
sagiimasiyla elde edilen, 40 °C’nin Uzerine 1sitiimamis veya esdeger etkiye sahip herhangi bir islem

gérmemis kolostrum disindaki meme bezi salgisidir’ seklinde tanimlanmaktadir (TGK, 2000).

Sit ve sit drtnleri insan gidalarinin temel bilesenlerindendir. Son zamanlarda, insan
sagligina olan yararli yonlerinin kesfedilmesiyle kegci st ve Urlinlerine gosterilen ilgi dliinya ¢apinda
hizla artmaktadir. Kendine has tadi olan kegi sitinin kompoziyonuna bakildijinda; daha dusik
oranda as1-kazein icermesi, yag molekdllerinin kliglik ¢apli olmalari, laktoz oraninin az olmasi gibi
nedenlerden dolayr diger suatlerden ayrilmaktadir. Kiglik yagd molekdlleri, kegi sGtinin
sindirilebilirligini ve absorbsiyonunu arttirmaktadir. Ayrica, inek sutu alerjisi ve laktoz intoleransi olan
kisiler igin alternatif bir gida maddesidir (Haenlein, 2004; Park, 2006; Yarali ve ark., 2013; Garcia ve
ark., 2014; Altun ve Sarici, 2017).

Kegci sltlu yag, protein, laktoz, vitamin, enzim ve mineral tuzlar bakimindan oldukga zengin
bir besin maddesidir. Ke¢i sutiintn bilesenlerinin ¢ogu, diger sut Greten hayvanlarin sutiinden daha
fazla miktardadir. Ornegin, kegi siiti % 25 daha fazla B6 vitamini, % 47 daha fazla A vitamini ve %
13 daha fazla kalsiyum igerir. Kegi suti; C6, C8 ve C10 yag asitleri, tiamin, B2 vitamini (riboflavin)
ve niasinden zengindir. Kegi sutu, inek sitinden daha az B12 vitamini, folat ve pantotenat
icerirmektedir (Anonymous, 2002). Kegi stitl; Ca, Na, Mg, P, Kve Zn, Mn, Se, Co, Cu, Fe gibi major
ve eser mineralleri de igeren dogal bir besindir (Anonymous, 2002; Haenlein, 2002; Lui, 2003; Yarali
ve ark., 2013; Getaneh ve ark., 2016; Altun ve Sarici, 2017).

Keci sutu inek sutine oranla daha az miktarda kazein, daha yiksek miktarda serum
proteinleri icermektedir (Ceballos ve ark., 2009). inek siitii, gastrointestinal ve kutandz rahatsizliklara
neden olan besindir; bebeklerin yaklagsik %2.5'inde yasamlarinin ilk yillarinda inek sutu alerjisi
gérilmektedir (Crittenden ve Bennett, 2006). inek siitii alerjisine genellikle laktoglobulinler ve
kazeinler gibi ana proteinler neden olmaktadir. Kegi siitl, inek sltiine benzer miktarda laktoglobulin
icerir, ancak a1-kazein olarak bilinen kazein miktari ise daha azdir (Tomotake ve ark., 2006). Kegi
sutl on esansiyel amino asitten altisini, inek sitine gore daha yuksek seviyelerde icermektedir
(Park, 1994). Kegi sitlinde tirozin ve serotonin haricinde diger tim amino asitler yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Sistein konsantrasyonu harig, inek ve insan sitine benzer bir amino asit profili

icermektedir (Rutherfurd ve ark., 2008; Ceballos ve ark., 2009). Kegi sutl insan yeni dogani ve
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yetigkin igin degerli bir taurin kaynagidir. igerisinde bulunan Niikleotidler yavrularda bagisikhgin
gelismesini kolaylastirmaktadir. Kegi sutiinden yapilan bebek formilinin nikleotid igerigi, baska
nikleotidlere ihtiya¢c duymadan insan suti ile ayni seviyede bir gida olmasini saglayabilir (Silanikove
ve ark., 2010; Prosser ve ark., 2008).

Sitln icindeki ortalama yag icerigi, diger ruminant tirlerinin sitleri ile benzerdir; ancak, kegi
sutlindeki yag ylizdesi inek sitlinden daha fazla ve yag globdilleri inek sutlinden daha kiiguktir. Kegi
sutindeki yag globillerinin kiglk olmasi kegi sutinin sindiriimesini kolaylastirir. Yag bilesiminde; irk
farkhliklari, yemlerin kalitesi ve miktari, genetik, mevsim, laktasyon asamasi gibi faktorlerin rold
vardir. Kolesterol agisindan da kegi sutinun inek suti ile karsilastiriidiginda belirli bir ayrim sagladigi
gérilmustiir. Inek siti tipik olarak 100 g siit basina yaklasik 14 ila 17 mg kolesterol icerirken, kegi
sutl daha ¢ok 100 g basina 11 mg kolesterol igermekte, kegi sutu tiketiminin kolesterol Gzerine etkisi
daha dusuktur (Auld ve ark., 2000; Alférez ve ark., 2001; Tomotake ve ark., 2006).

Kegi sltlinde tekli ve goklu doymamis yag asitleri ile orta zincirli trigliseridlerin miktari inek
sutlinden daha fazladir. Kalp hastalidi icin risk faktori oldugu bilinen bazi trans yaglar kegi sitlinde
Onemli 6lguide daha dusuk oranlarda bulunmaktadir (Alonso ve ark., 1999). Kegi sutu bu 6zelliginden

dolayi insan sagligi igin, 6zellikle de kardiyovaskdiler hastaliklarda dnemlidir (Haenlein, 2004).

Kegi sltinde bulunan oligosakkaritlerin bagirsak iltihaplanmasini azalttigi ve kolit
iyilesmesine yardimci oldugu bildiriimistir (Lara-Villoslada ve ark., 2006). insan sitiinde bulunan
oligosakkaritler, prebiyotik ve antienfektif &zelliklerinden dolayl yararli bilesenler olarak kabul
edilmektedir (Bohem ve Stahl, 2007). Kegi sitl, inek ve koyun sitinden ¢ok daha yuksek, insan
sutline gore daha dusuk miktarda oligosakkarit icermektedir. Ancak, keci suttindeki oligosakkaritlerin

yapisl, insan stinde bulunan oligosakkritlerin profiline benzemektedir (Viverge ve ark., 2007).

Keci sutu icinde kuglk miktarlarda inositol bulunsa da serbest halde bulunan baslica
karbonhidrat ¢esidi laktozdur (Auld ve ark., 2000).

Kegi suttindeki alkali fosfataz seviyesi inek sutlerindekinden biraz daha azdir fakat her iki sut
¢esidindeki enzim de ayni derecede i1si duyarlli§i géstermektedir. Bu nedenle inek sutlyle ayni
sekilde pastdrizasyon indikatéri olarak kullanilabilir. Her iki tirin sGtindn igindeki peroksidaz
aktivitesi her bakimdan aynidir. Kegi sitiinde ksantin oksidaz seviyesi daha dusuktir. Kegi sutd,

ribontkleaz ve lizozim igin daha yiksek aktivite seviyelerine sahiptir (Bruhn ve Schutz, 1999).

Keci sitd, nispi antimikrobiyal, imminmodulator 6zellikleriyle anne sitiine diger sutlerden
daha fazla benzerlik gostermekte ve bebek, siit cocugu ve gocuk beslenmesinde anne sutliniin
verilemedigi durumlarda alternatif bir besin maddesi olarak kullaniimaktadir. Ayrica, kegi sutu
gastrointestinal rahatsizliklar, kusma, kolik, ishal, kabizlik gibi sindirim problemleri ve astim gibi

solunum problemleri ile egzama, nezle gibi énemli saglik problemlerine karsi da tedavi amaciyla
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kullaniimaktadir (Harden ve Hepburn, 2011; Yarali ve ark., 2013; Getaneh ve ark., 2016; Altun ve
Sarici, 2017).

Kegi sutu; koku ve lezzetinin guzel olmasi, daha az alerjik etkilerinin bulunmasi, ylksek
sindirilebilirligi ve inek sitinden daha distk trans C18:1 yagd asidi icermesi gibi nedenlerle son
yillarda tiketiciler tarafindan daha ¢ok talep edilmektedir. Kegi yetistiriciliginin kolay olmasi ve siit
verimi yuksek keci irklarindan istenilen miktarda sut elde edilebilmesi nedeniyle Ulkemizde ve
dinyada kegi sutu yetistiriciligi ve Uretimi giderek artmaktadir. Buna bagli olarak da kegi sutu ile kegi
suttinden elde edilen Urinlerin Uretimi giderek fazlalasmakta, tiketiciler kegi suti ve drlnlerini daha

fazla almaya egilim géstermektedirler (Savran ve ark., 2011; Akan ve Kinik, 2015).

Uretiminin mevsime bagli olmasi ve gelismekte olan birgok lilkede hayvancilikla ugrasan
kuguk olgekli ciftgiler tarafindan uretilmesi kegi sutu ve Urtnlerinin, inek ve koyun sitiinden daha
yuksek fiyatlara sahip olmasina neden olmaktadir. Kegi st ve Urinlerinin tiketiciler tarafindan daha
fazla talep edilmeye baglanmasi ve bu grup Urlnlerin inek sitl ve Urlnlerine gore fiyatinin daha
yluksek olmasi, kegi sitlerine farkli tir hayvanlarin 6zellikle de daha ucuz ve bol bulunabilir
olmasindan dolayi inek sutlerinin karistirilabilecegdi ihtimalini gindeme getirmistir. Bu nedenle, ¢ig
kegi siti ve Uriinlerinin kalitesini kontrol etmek zordur. Ozellikle de kegi sitiine inek sitiiniin
karistirlmasi giderek artmaktadir. Bu durum eger Urlnun etiketinde bildiriimemis ise tagsis olarak
kabul edilmektedir ve birgok Ulkenin mevzuatinda yapilmasi yasaktir. Ciddi bir sorun olan bu
durumun dnlenmesi icin yasal olmayan ticaretten kaciniimali ve dogru etiketlemeyi saglamak icin sut
turlerinin kékeni dogrulanmalidir (Ferreira ve Cacote, 2003; Moatsou ve Anifantakis, 2003; Hurley ve
ark., 2004, Haenlein, 2004; Dias ve ark., 2009; Golinelli ve ark., 2014; TGK, 2017).

Dunya c¢apinda, yanlis etiketlenmis sOt drUnleri genis c¢apta rapor edilmekte, gida
bilesenlerinin kalitesi ve gida guivenligi gida Uretiminde énemli konular arasinda yer almaktadir (Di
Pinto ve ark., 2017). Gidalarin tanimi ve etiketlenmesi, tiketicilerin satin aldiklari Griinler hakkinda

bilingli se¢imler yapabilmeleri i¢in dogru ve zorunlu olmaldir (Herman, 2001).

Bugine kadar, gesitli hayvanlara ait sut trlerinin farkhhiginin arastiriimasi igin immunolojik
yaklagimlar dahil olmak Gzere farkh analitik yontemler gelistirilmistir (Bottero ve ark., 2002; Lépez-
Calleja ve ark., 2007; Chavez ve ark., 2008; Rodriguez ve ark., 2010; Mayer ve ark., 2012).

GunimuUzde, kegi sitleri ve diger tir hayvanlara ait sitlerin karistiriip karistinimadiginin
tespit edilebilmesi icin, spesifik protein veya lipid profillerindeki farkhliklara dayah g¢esitli yaklagimlar
gelistirilmistir. imminolojik olmayan ydntemler, gaz kromatografisi ile yag asidi kompozisyonunun
analizi veya HPLC, ureapolyacrylamide jel elektroforezi (CNS, 1998), poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile spesifik protein bilesenlerini saptama (Lee ve ark., 2004) ve izoelektrik odaklama
bu durumu tespit etmek igin kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir (Amigo ve ark., 1991; Kim
ve Jimeez-Flores, 1993; Chen ve ark., 2004).
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Tdm bu yontemlerin zaman alici ve ekonomik olmamasi gibi dezavantajlari vardir (Anguita
ve ark., 1996; Ritcher ve ark., 1997). Bu yontemlerde meydana gelen yanlig pozitif ve yanlis negatif
sonuglarin duzeltiimesi igin ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase
Chain Reaction/PCR) ise mitokondriyal DNA'nin analizi ile orijinal sitin igine yabanci sit veya siit
Urtnlerinin ilave edilip edilmediginin belirlenmesinde alternatif bir yontem saglamaktadir (Bania ve
ark., 2001; Maudet ve Taberlet, 2001; Bottero ve ark., 2003). St tirline 6zgu tespit ve dogrulama
icin gecerli olan hizli, hassas ve hata payi dusik bir yontemdir (Abdel-Rahman ve Ahmed, 2007).

Yapilan galismalarda; kromotografik, elektronik sensér sistemleri, immunolojik ydntemler ve
DNA temelli PCR analizleri gibi farkli metotlar ile kegi sutlerinde diger hayvan tirlerine ait sutlerin
varligi arastirilmis ve bu galismalarda kegi sutlerine farkh tir hayvanlarin sitlerinin hile ve tagsis
amaciyla karistirilabilecegdi ortaya konulmustur (Bania ve ark., Chen et al, 2004; Cheng ve ark., 2006;
Rodriques ve ark., 2012).

Yapilan bu c¢alismada kullanilan ydntem ile ilgili daha &6nce herhangi bir ¢alisma

yapilmamistir. Yapilan benzer ¢alismalara ait bulgular asagida verilmistir.

Bottero ve ark. (2003), sut Grinlerinde multipleks PCR kullanarak tur tayini ile ilgili yaptiklari
¢alismalarinda, kegi sitine %1, % 0,5 ve % 0,1 oraninda sigir siti kattiktan sonra lor elde
etmislerdir. Bu deneysel lor peynirinde PCR teknigi ile tir tayini yapmislar ve igeren siit
karigimlarindan elde edilen lor peynirlerini dogrulamiglardir. Calismada, multiplex PCR tekniginde
minimum tespit limitini %0.5 olarak tespit etmislerdir. Sonug olarak, dnerilen multipleks PCR’in, rutin
olarak uygulanabilen hizli ve hassas bir ydntemi temsil ettigi, tek bir adimda, iyi bir hassasiyet esigine

(% 0.5) sahip oldugu kanisina varmiglardir.

Lopez-Calleja ve ark. (2004), koyun ve keci sutinde inek sitinin PCR ile tespiti igin
yaptiklari deneysel ¢calismada, koyun veya kegi sutiine %0.1, 0.5, 1.5, 10 ve 100 oraninda inek situ
katmislardir. Mitokondriyal 12S rRNA genini hedefleyen primerler kullanilarak farkh oranlarda inek
sutu katilan sutleri PCR ile tespit etmislerdir. Calisma sonucunda ¢id ya da isil islemi uygulanmis stit
ve sit Urinlerinde farkli sitlerin %0.1 oraninda bile tespit edildigini belirtmiglerdir. Onerilen PCR

testinin rutin analizlerde, gecerli, hizli ve basit bir ydntemi temsil ettigi kanisina varmiglardir.

Cheng ve ark. (2006), daha 6nce ineklerin sit katkisinin tanimlanmasi i¢in kullanilan aS1-
kazeinin farkli hareketliliine sahip dre-poliakrilamid jel elektroforez deneyine alternatif hizli ve
hassas bir yontem gelistirmeyi amagcladiklarini bildirmislerdir. Bu amagla kegi sutl tozu igerisine
%0.1, 0.5, 1 ve 2 oraninda inek sitl kattiktan sonra bu karisimdan fenol-kloroform ve chelex ile DNA
izolasyonu yapmiglardir. Her iki ydontemde de benzer sonuglar aldiklarini ve chelex hizli DNA
prosediri uygulanan kegi siUti tozunda tespit edilme limiti %0.5-1 oraninda bulduklarini

belirtmiglerdir.

Maskovéa ve Paulickova (2006) keci ve koyun peynirlerinde inek sutliini tespit etmek icin

PCR ydéntemini kullanmiglardir. Hayvan kdkenli numuneler i¢in tasarlanmis Invitek Co tarafindan
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izolasyon kiti Invisorb Spin Food | kullanilarak peynirlerden DNA izole etmiilerdir. Uygulanan PCR
yonteminde, 274 bp biyukligunde inek, 157 bp'lik kegi ve 331 bp'lik koyun DNA's1 kullanmiglardir.
Arastirmacilar kullandiklari PCR ydnteminde tespit limitini saf kegi peynirinden yapilan model
numuneleri ile inek sitiinden yapilan belirli bir peynir ilavesiyle %1 olarak belirlemislerdir. Sonug
olarak, toplam 17 kegi peyniri drneginin 3’Unde ve 7 koyun peyniri 6érneginin ise1’inde inek sutl

varhigini tespit etmislerdir.

Lopez-Calleja ve ark. (2007), koyun ve kegi sitl peynirlerinde inek sttt varligini PCR ve
ELISA yontemi kullanarak arastirdiklari galismada, 16 adet peynir 6érneginin 5’inin etikette yaziimis
olan hayvan turinden farkl oldugunu belirtmiglerdir. Deneysel bir 6n ¢alisma yaptiklari bu ¢alismada
her iki ydontemde de %1 oraninda katilmig farkli hayvan sitlerinin tespit edilebildigini belirlemislerdir.
Bu galismada elde ettikleri sonuglarin hem PCR hem de ELISA tekniginin peynirdeki spesifik tespit
si1gir sttt igin glvenilir bir yol saglayabilecegini, ancak peynir alti suyu proteinlerinin stte hileli olarak
dahil edilmesi durumunda kazeinlere karsi kullanilan antikorlarin ELISA teknigi icin dezavantaj
olabilecegini belirtmislerdir. Ote yandan PCR’in, ézgiilliik ve duyarlihdinin daha fazla oldugunu ve

direkt sigir DNA'sini tespit etigini bildirmiglerdir.

Bobkova ve ark. (2009), PCR yontemi ile koyun ve kegi sutinde inek suti varligini tespit
ettikleri gcalismalarinda, deneysel olarak koyun siitiine %10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001, 0.00001 ve
0.000001 oranlarinda inek sutu ilave etmislerdir. Toplam 8 adet deneysel olarak hazirladiklar st
karisimlarina uyguladiklari PCR yontemi sonucunda, farkli st oraninin tespit limitini %0.01 olarak

bulmuslardir.

Rodrigues ve ark. (2012), duplex PCR’in analitik duyarliligini belirlemek icin taze keci sutiine
%0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 ve 100 konsantrasyonlarinda sigir sttt karistirmislardir. Calismada, d-
PCR'In tespit limitinin %0.5 oraninda oldugunu bildirmislerdir.

Khanzadi ve ark. (2013), koyun sutiinde inek ve kegi sutinid multiplex PCR ydntemiyle
belirledikleri galismada, 105 adet koyun sutl ve Grinunin (35 yogurt, 35 sit, 35 peynir) sadece

21’inin etiketle uyumlu oldugunu, 84’linln ise etiketle uyumsuz oldugunu belirlemiglerdir.

Agrimonti ve ark. (2015), sut Urunlerinde hileleri belirlemek i¢in quadruplex PCR (gxPCR)
testi kullanarak yaptiklari calismada inek sutlerine %0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25 oranlarinda manda, koyun,
keci sutleri katmislardir. Yaptiklari calismada gxPCR tespit limitini %0.1 olarak bulduklarini
bildirmislerdir.

Di Pinto ve ark. (2017), end-point PCR sonuglarina gére 80 adet kegi sutl ve urlnleri
uzerinde yaptidi calismada 58'inin etiketle uyumlu olmadigini bildirmiglerdir. Analiz sonuglarina gére
26 olgunlasmis peynir érneginin 24’Gnin, 18 adet taze peynir 6rneginden 14’Gnin, 10 ricotta
Orneginin 6’sinin, 10 cacioricotta numunesinden 8'inin, 4 adet mavi peynir drneginin tamaminin, 4
adet yogurt érneginin ise 2’sinin etiket Gzerindeki icerik ile eslesmedigini; 4 adet UHT st ve st tozu
orneginin etiket Uzerindeki icerik listesi ile tamamen eslestigini belirtmislerdir. Real Time PCR

sonuglarinin ise end-point PCR sonuglarini dogruladigi fakat analiz edilen 80 kegi urininden
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64°Unln etiket ile uyumsuz oldugunu bildirmiglerdir. Real Time PCR'In daha ylksek hassasiyeti
oldugunu ve analiz sonuglarindaki farklarin 2 olgunlasmis, 2 taze peynir ve 2 ricotta érnegine karsilk

geldigini belirtmislerdir.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Gereg

Bu arastirmada Van ilinde kegi, inek ve koyun siitii satilan ciftliklerden 1 litre olacak sekilde
sut alinmistir. Kegi sttlnin igerisine %1, %2, %5, %0.1 ve %0.5 oraninda inek sitl ve ayni

oranlarda koyun sutu ilave edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA ekstraksiyon prosediirii

Sutlerden DNA ekstrakte edebilmek amaciyla ticari kit (GeneAll, Exgene™ Cell SV)
kullanilmigtir. Uretici firmanin 6nerdigi dogrultuda elde edilen saf DNA oOrnekleri analiz edilecegi
zamana kadar -20+1 °C’de saklanmistir.

3.2.2. PCRanaliz

Bu galismada, 12 ve 16'h mitokondriyal rRNA'y1 hedef alan ve Bottero ve ark. (2003)

tarafindan tasarlanan kegci, koyun ve sigir tirleri icin spesifik primerler kullaniimigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Multipleks konvansiyonel PCR primerleri olarak kullanilan oligontkleotidler.

Tiirler ve genler Oligoniikleotid Primerler Amplikon
Koyun (Ovis aries) Sens 959 (F) (5 ATATCAACCACACGAGAGGAGAC 3)) 172 bp
(12s sens ve 16s Antisens 1130 (R) (5’ TAAACTGGAGAGTGGGAGAT 3))

antisens) NC0019412

Keci (Capra hircus) Sens 144 (F) (5 CGCCCTCCAAATCAATAAG 3) 326 bp
(12s sens ve Antisens 469 (R) (5 AGTGTATCAGCTGCAGTAGGGTT 3)
antisens)

M555412

inek (Bos taurus) Sens 916 (F) (5 GTACTACTAGCAACAGCTTA 3) 256 bp
(12s sens ve Antisens 1171 (R) (5 GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG 3)
antisense)

NC0015672

aGenBank erisim numarasi

3.2.2.1. Multiplex konvansiyonel PCR

Tarlere ait DNA’larin belirlenmesinde kullanilan multiplex konvansiyonel PCR analizi igin
hazir ticari master mix (abm 2X PCR Taq Plus Master Mix) kullaniimistir. PCR karisimi
hazirlanmasinda 10 pl mastermiks iginde herbir primerden 1.5 pl ve 5 yl genomik DNA ilave edilerek
toplam hacim PCR suyu ile 25 ul'ye tamamlanmistir. Kegi sutlinde inek ve koyun s(iti aranmasi igin

olusturulan PCR karisimi 95 °C 5 dk 6n denatirasyon isleme tabi tutulmus ve amplifikasyon
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asamasinda toplam 35 siklus 94 °C 30 sn denatlrasyon, 58 °C 60 sn baglanma, 72 °C 60 sn uzama

ve 72 °C 5 dk final uzama protokolU uygulanmigtir.
Agaroz Jel Elektroforez

Multipleks konvansiyonel PCR islemi sonucunda elde edilen amplikonlarin jel elektroforezi
icin gel-red (abm, Safe View Classic™ G108) ile boyanmis %1,5’lik agaroz jel (Vivantis, USA +
Bioshop, TAE Buffer 50X Liquid concentrate) yatay (horizontal) tankta (Cleaver Scientific, multiSUB
Midi, UK) hazirlanmis ve DNA Marker yardimiyla elde edilen spesifik DNA ve pozitif kontrol bantlari

jel goriintiileme cihazinda (Genesis®) gbzlemlenmistir.
3.2.2.2. Multiplex Real Time PCR

Tarlere ait DNA’larin belirlenmesinde kullanilan multiplex Real Time PCR analizi igin, hazir ticari kit
(DIAGEN, 2103,2104,2110) kullanilmigtir. Bu amagla Gretici firmanin énerileri dogrultusunda her tiire
ait 10 pl mix A, 5 yl mix B ve 5 uyl DNA dan olusan ayri ayri PCR karigimi hazirlanmistir. Olusturulan
PCR karisimi 95 °C 5 dk 6n denatlirasyon isleme tabi tutulmus ve amplifikasyon agsamasinda toplam
35 siklus 95 °C 10 sn denattirasyon, 59 °C 30 sn baglanma, 72 °C 5 sn uzama ve 25 °C 5 1 dk final

uzama protokoll uygulanmistir.
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4. BULGULAR

Kegi sttinun igerisine %1, %2, %5, %0.1 ve %0.5, oraninda inek sitl ve yine ayni
oranlarda koyun siiti ilave edilmis sitlerin analiz sonuglari Seki 1, 2, 3 ve 4’te gosterilmistir.

Multipleks Real Time PCR sonugclarina ait Ct degerleri ise Tabla 2 ve 3’te verilmistir.

Sekil 1. Deneysel olarak hazirlanmis kegi sitl icerisinde inek sitld varlhidinin multipleks
konvansiyonel PCR gériintiisii. M: 100 bp marker; 1: Kegi siitli (%100); 2: inek siitii (%100); 3: Kegi
ve inek sutd (%1) karisimi; 4: Kegi ve inek sutu (%2) karisimi; 5: Kegi ve inek sutl (%5) karigimi; 6:
Keci ve inek suti (%0.1) karisimi; 7: Kegi ve inek sutl (%0.5) karisimi; 8: Kegi primer+inek DNA; 9:
inek Primer+keci DNA

Norm. Fluoro.

0,20

0,15

Thresholid|

S 10 1S

Sekil 2. Deneysel olarak hazirlanmis kegi sutl igerisinde inek sutl varliginin multipleks Real Timre
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PCR goéruntisu. 1: DNA Mix (Kegitinek); 2: Kegi ve inek sutl (%1) karisimi; 3: Kegi ve inek siti
(%2) kansimi; 4: Kegi ve inek sutl (%5) karisimi; 5: Kegi ve inek st (%0.1) karisimi; 6: Kegi ve
inek siitll (%0.5) karisimi; 7: Kegi Primer+ inek DNA +; 8: inek DNA+kegi primer

Tablo 2. Kegi ve inek sitl karigsimlarinda Real Time PCR Ct degerleri

No. Colour Name Type Ct

1 B nekPK Positive Control 21,73
2 B Keci+%1 inek Unknown 30,20
3 B Kegi+%2 inek Unknown 29,15
4 B Kegi+%5 inek Unknown 26,90
5 B Kegi+%0.1 inek Unknown 29,68
6 Kegi+%0.5 inek Unknown 30,29
7 Kegi primer+ inek DNA Negative Control

8 . Inek DNA+ kegi primer Negative Control

Sekil 3. Deneysel olarak hazirlanmisg kegi sUtl igerisinde Koyun sitd varliginin multipleks
konvansiyonel PCR goruntisud. M: 100 bp marker; 1: Kegi sttt (%100); 2: Koyun sutd (%100); 3:
Kegi ve koyun sutd (%1) karnigimi; 4: Kegi ve koyun sitt (%2) karigimi; 5: Kegi ve koyun sutu (%5)
karisimi; 6: Kegi ve koyun sutd (%0.1) karigimi; 7: Kegi ve koyun sutd (%0.5) karisimi; 8: Kegi
primer+Koyun DNA; 9: Koyun Primer+Kegi DNA
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Sekil 4. Deneysel olarak hazirlanmis kegi sitl igerisinde koyun situ varliginin multipleks Real Time
PCR gorintusu 1: DNA Mix (Kegitkoyun); 2: Kegi ve koyun siitl (%1) karigsimi; 3: Kegi ve koyun sati
(%2) karisimi; 4: Kegi ve koyun siti (%5) karisimi; 5: Kegi ve koyun siti (%0.1) karisimi; 6: Kegi ve
koyun siitl (%0.5) karisimi; 7: Kegi Primer+ koyun DNA +; 8: Koyun DNA+kegi primer
Tablo 3. Ke¢i ve koyun sitl karisimlarinda Real Time PCR Ct degerleri
No. Colour Name Type Ct
1 B Koyun PK Positive Control 19,87
2 B Kegi+%1 Koyun Unknown 19,05
3 B Keci+%2 Koyun Unknown 19,05
4 Kegi+%5 Koyun Unknown 18,57
5 B Keci+%0,1 Koyun Unknown 19,02
6 B Keci+%0,5 Koyun Unknown 20,54
7 B Kegi Primer+Koyun DNA Negative Control
8 [ Koyun Primer+Kegi DNA Negative Control
Multipleks konvansiyonel PCR igslemine ait jel elektroforez sonucunda (Sekil 1, Sekil 3) inek situ ve
koyun suti DNA’sina ait en iyi bant %5’lik karisimda belirlenmistir. Kegi sutine %1 ve % 2
karistinlmis inek sutu karigimina ait gorintu daha belirsiz iken ayni oranlardaki koyun situ
karigimlarinda gorinti daha belirgin olarak tespit edilmistir. Her iki tlre ait %0.1 ve %0.5'lik
karisimda ise gorunti belirlenememistir.
Multipleks Real Time PCR iglemine ait sonuglarda (Sekil 2, Sekil 4) kegi sutiine %0.1 oraninda ilave
edilmis inek ve koyun sutinun tespit edilebildigi gérulmustar.
18
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5. TARTISMA ve SONUG

Sit, mikemmele en yakin gida olarak kabul edilmektedir. Protein, mineral, vitamin gibi birgok

bileseni icerdiginden yetiskinler icin oldugu kadar ¢ocuklar igin de biiylik énemi vardir (FDA, 1995).

Kegi sitinin toplum saghgl ve beslenmesinde 6zel bir yeri vardir. Kegi satinin yag ve
proteinlerinin sindirilebilirliginin diger sutlere oranla daha kolay olmasi bebek beslenmesinde ve
sindirim hastaliklarinin sagaltiminda 6nem tagimaktadir. Ayni zamanda yliksek fosfor icerigine sahip
olmasindan dolay yeterince et ve balik tiketmeyen toplumlarin beslenmesine katki saglar. Kolay
sindirilebilir ve disik laktoz igerigine sahip olan kegi sutu, inek sutu alerjisine yatkin kisiler igin inek

sutline iyi bir alternatiftir (Giiney ve Askin, 1997).

Suat ve sut Urtnlerinin gida alerjilerinin en ¢ok goérilen nedeni oldugu bilinmektedir. Disuk
konsantrasyonlarda bile mevcut olan sut proteinlerinin ¢ogunun potansiyel alerjenler oldugu
bildirilmistir. Ayrica inek sitl, insan advers reaksiyonundan sorumlu ana sit Grinu olarak rapor
edilmistir (Sampson 2003 ; Rance ve ark . 2005 ). Bu nedenle, kegi sutu ile inek sitl sahteciligi,
mevcut gida guvenligi gereksiniminde tir tanimlamasini dGnemli bir konu haline getiren bir saglik riski
olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte, stt Gretim hattinda daha pahali olan sitin yerine daha
ucuz bir sat tirdnun kullaniimasi yaygin olarak gorilen ve tiketicinin dolandiriimasina neden olan
bir uygulamadir (Addeo ve ark., 1995; Pesic ve ark., 2011; Osman ve ark., 2013 ). Bu nedenle,
yeterli kontrol dnlemlerinin alindigindan ve gida analistinin sut katkisinin tespiti icin uygun yéntemlere

sahip oldugundan emin olarak tiketiciyi korumak énemlidir (Dennis, 1998).

Son zamanlarda, sut drinlerinde tur tespiti buylk ilgi gérmektedir. Devlet dizenlemeleri ve
halk sagligi ile ilgili cesitli nedenlerle dikkate deder bir ©6neme  sahiptir.
Sat drlinlerinde tir ikamesine veya karisima kargi koruma buyik 6nem tasimaktadir (Bottero ve ark.,
2003). Ulkemizde de “Tirk Gida Kodeksi igme Sitleri Tebligi” piyasaya arz edilen inek siitii
haricindeki sutlerin etiketinde Urlin adiyla birlikte sitin elde edildigi hayvanin tir adinin belirtimesi
gerektigi bildiriimistir (TGK, 2019).

GunUmuzde sut ve sut Urdnlerinde tir tanimlamasi icin immunolojik dahil olmak Uzere farkli
yontemler kullaniimaktadir (Addeo et al, 1995). Baglarda Avrupa Birligi proteinlerin saptanmasina
dair ydntemler dnerse de (CR, 2001) son zamanlarda 6zellikle hayvansal kaynakli gidalarda tir
tanimlamasi igin protein yerine nikleik asit temelli teknikleri kullanmaya baslanmistir (Woolfe ve
Primrose, 2004; Kumari ve ark., 2015). PCR, multipleks PCR, PCR-Kisitlama Fragment Uzunlugu
Polimorfizmi (PCR-RFLP) ve Real-Time PCR olmak izere en yaygin kullanilan molekuler tekniklerdir
(Bottero ve ark., 2003; Sakaridis ve ark., 2013; Jiang ve ark., 2013).

DNA tabanh teknolojiler arasinda PCR, agir gida islemeden sonra bile kigik DNA
miktarlarini hizli ve spesifik bir sekilde ¢ogaltabilmektedir (Mafra ve ark., 2007; Rodriguez-Ramirez,

ve ark., 2011). Ayrica, hedeflenen gen bdélgeleri nispeten kiglik oldugundan gidanin hazirlandigi
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termal, kimyasal ve/veya fiziksel igslemlerle bozulan DNA molekdlleri bile tespit edilebilir (Durummond
ve ark., 2013).

Multipleks PCR ile, spesifik amplikonlarin farkl uzunlukta olmasi ve agaroz jel elektroforezi
ile kolayca ¢oziilmesi sartiyla, kompleks karisimlar tek bir adimda tespit edilebilir. Sit Grinleri ile ilgili
olarak, genellikle sadece birkag tir (inek, kegi, koyun ve manda) dahil oldugundan ve diger
bilinmeyen tirlerin bulunmasi pek olasi olmadigindan, multipleks PCR avantajli bir sekilde
uygulanabilir ( Bottero ve ark. 2003). Fakat konvansiyonel teknikler, tanimlanmis bir tespit limiti ile
farkl tdrlerin kalitatif tespitine izin verirken Real Time PCR genellikle daha fazla duyarlihk ve 6zgullik

sunar ve turlerin tanimlanmasi igin nicel bir ydntemdir (Walker ve ark., 2013).

Yapilan ¢alismada multipleks konvansiyonel PCR’da tespit limiti %1 olarak belirlenmistir.
Calismada belirlenen tespit limiti Cheng ve ark. (2006), Maskova ve Pauli¢kova (2006) ile Lépez-
Calleja ve ark.’nin (2007) belirledigi limite benzer, Bottero ve ark. (2003), Lopez-Calleja ve ark.
(2004) ve Rodrigues ve ark.’nin (2012) belirledigi limitten ylksek bulunmustur. Bu durum
konvansiyonel tekniklerin tanimlanmis bir tespit limiti ile farkh turlerin kalitatif tespitine izin vermesine

baglanabilir.

Yapilan calismanin multipleks Real Time PCR sonucunda tespit limiti %0.1 olarak
belirlenmistir. Calismada belirtilen bu limit Agrimonti ve ark.’nin (2015) belirledigi limit ile benzer,
Bobkova ve ark.’nin (2009) belirledigi limitten daha ylksek bulunmustur. Real Time PCR’da tespit
limitinin daha disuk olmasi duyarliliginin ve 6zgulligunin daha fazla olmasina baglanabilir. Ayni
zamanda yapilan bazi ¢alismalar da Real Time PCR'In daha yUksek hassasiyete sahip oldugunu
bildirmislerdir (Di Pinto ve ark. 2017).

Sonug¢ olarak; Jel elektroforeze dayali multipleks konvansiyonel PCR’in tespit limitinin
yuksek olmasi ¢ok klglk miktarlarda karistiriimis sttlerin belirlenmesini zorlastirmaktadir. Ayrica bu
yontemde sicaklik ve surelerinin optimize edilmesi sirasinda birden fazla tekrara gidildigi, boylece
hem zaman hem de sarf malzemenin defalarca kullanildigi tespit edilmistir. Multipleks Real Time
PCR tek seferde ve az malzeme ile hem kuguk miktarlarin tespiti hem de kisa stirede ve hizli sonug
verdigi icin rutin uygulamalarda alternatif bir ydntem olarak tercih edilebilir. Bu ¢alismada 6nerilen
multipleks PCR, kegi, sigir ve koyun sitlinudn tespit edilmesi gereken sut drinlerinin kontrolu igin rutin

olarak uygulanabilen hizli ve etkili bir alternatif yontemi temsil etmektedir.
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