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VAKA RAPORU

DNA teknolojisi ile rendering iiriinlerinde tiir tespiti: Bir vaka raporu

Ercan Kurar®¥, Yusuf Ozsensoy', Miige Dogan Biilbiil2, Mehmet Nizamlioglu?

Ozet

Kurar E, Ozsensoy Y, Biilbiil MD, Nizamlioglu M. DNA tek-
nolojisi ile rendering iiriinlerinde tiir tespiti: Bir vaka rapo-
ru. Eurasian J Vet Sci, 2012, 28, 2, 122-125

Deli Dana Hastalig1 (BSE) sonrasi 6zellikle ruminant kdken-
li rendering tirtinlerinin hayvan rasyonlarinda kullanilmasi
kontrol altina alinmistir. Gimriik Beyan Belgesinde “hidro-
lize tliy unu” olarak bildirilen yem materyalinden alinan 6r-
nek, T.C. Gimriik Miistesarhigi Mersin Glimriik Madirligi
tarafindan gonderilerek hayvansal kokeninin belirlenmesi
istenmistir. Ilgili 6rnegin mikroskobik incelenmesinde ka-
nat ve tily pargalarinin varhigi saptanmistir. Alternatif ola-
rak, orneklerden standart fenol/kloroform ve dodecyltri-
methylammonium bromide (DTAB) yontemleri ile DNA izo-
lasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri kanatl, ru-
minant, domuz, at ve karnivor spesifik primerler kullanila-
rak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yiikseltgenmis-
tir. PZR reaksiyonlarinda tavuk, keci, at, kedi DNA'lar1 pozi-
tif kontrol, her bir lokus sisteminde DNA negatif PZR reaksi-
yonlar1 negatif kontrol olarak kullanilmistir. Ttim PZR {iriin-
leri %2 agaroz jel elektroforezinde ayristirilmis ve goriin-
tillenmistir. iki farkli kanath spesifik markor sistemi kulla-
nilarak yapilan PZR analizleri sonucunda, yem 6rneginde
kanatli DNA'sinin varlig: tespit edilmistir. Ancak, ruminant,
domuz, at ve karnivor DNA varlig tespit edilememistir. Bu
calisma, molekiiler biyoloji yontemlerinin yiiksek 1silarda
muamele edilerek hazirlanan rendering triinlerinin koke-
ninin saptanmasinda basariyla kullanilabilecegini goster-
mektedir.

Abstract

Kurar E, Ozsensoy Y, Bulbul MD, Nizamlioglu M. Iden-
tification of animal species in rendering products by DNA
technology: A case report. Eurasian J Vet Sci, 2012, 28, 2,
122-125

After bovine spongiform encephalopathy (BSE) outbreak,
the use of especially ruminant byproducts in animal rations
is under strict control. An animal feedstuff sample was sent
from the Turkish Republic, Mersin Customs Directorate in
order to identify the animal source. The feedstuff was de-
clared as “hydrolyzed feather meal” in the custom decla-
ration and health certificates. In microscopic inspections,
pieces of feathers and hollow shafts were observed. As an
alternative method, DNA was extracted by using standard
phenol/chloroform and dodecyltrimethylammonium bro-
mide (DTAB) methods. The DNA samples were amplified
by Polymerase Chain Reactions (PCR) using poultry, ru-
minant, swine, horse and carnivore specific oligos. In PCR
reactions, chicken, goat, horse and cat DNAs were used as
positive controls. DNA free PCR reactions were also ampli-
fied as negative control in each system. The resulting PCR
products were separated and visualized by electrophore-
sis on a 2% agarose gel. The findings suggested presence
of poultry DNA in the feedstuff sample since two different
poultry specific PCR primer pairs resulted in positive PCR
products. However, no PCR products were observed in ru-
minant, swine, horse and carnivore PCR reactions. The re-
sults of this study thereby indicated that molecular biology
techniques could successfully be used to identify source of
heat proceeded animal byproducts.
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Hayvansal kokenli yem maddeleri esansiyel amino
asitler bakimindan zengin olmasi nedeniyle hayvan
beslemede kullanilmaktadir. Yiiksek 1s1 ve basing al-
tinda tiretilen hidrolize tiiy unu (feather meal) yliksek
ham proteine (%80) sahiptir. Yapisinda bulunan kera-
tin ve distlfit baglar1 nedeniyle sindirilebilirligi diisiik
olarak kabul edilmekte ve kanatli beslenmesinde faz-
la tercih edilmemektedir (Coskun ve ark 1997). An-
cak, organik tarimda nitrojen kaynag olarak kullanil-
maktadir.

Hayvansal iirlinlerin kékenlerinin belirlenmesi, tirii-
niin ekonomik degeri, inanc, etik ve saglik nedenlerin-
den dolay1 6nemlidir. Ozellikle, Deli Dana Hastaliginin
(BSE) 20. yiizy1lin sonlarinda yaygin olarak goériilmesi
nedeniyle, Avrupa Birligi (AB) Komisyonu tarafindan
rendering iirtinlerinin hazirlanmasi, hayvan rasyonla-
rinda kullanilmasi ve kontrol edilmesi yéniinde karar-
lar alinmistir (96/449/EC, 2000/766/EC, 2001/999/
EC,2002/1774/EC, 2003/1234EC).

Et Griinlerinin tiir tayininde farkl elektroforetik ve
immuno-kimyasal yontemler (ELISA, SDS-PAGE) kul-
lanilmaktadir. Ancak 6zellikle rendering iirtinleri gibi
yuksek 1s1 islemine maruz kalmis triinlerde peptid ve
epitop yapilarinin olumsuz yonde etkilenmesinden
dolay1 bu yontemler yeterince hassas degildir (Lahiff
ve ark 2001, Tajima ve ark 2002). Bu nedenle, et iiriin-
lerinin tiir tayininde daha stabil yapida olan DNA te-
melli yontemler tercih edilmeye baslanmistir (Tajima
ve ark 2002, Dalmasso ve ark 2004). Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu (PZR) teknolojisi ile farkli markor sis-
temleri (RFLP, RAPD, mtDNA, rRNA, minisatellit, mik-
rosatellit) kullanilarak daha hassas, hizli ve ekonomik
olarak DNA diizeyinde tiir tayini miimkiin olmaktadir.
Bu amacla ruminat, kanatl, balik, domuz, at, karnivor,
fare ve rat tiirleri icin markor sistemleri gelistirilmis-
tir (Lahiff ve ark 2001, Tajima ve ark 2002, Krcmar ve
Rencova 2003, Myers ve ark 2003, Dalmasso ve ark
2004, Toyoda ve ark 2004, ilhak ve Arslan 2007, Mar-
tin ve ark 2007).

Bu ¢alismada, T.C. Glimriik Miistesarlig1 Mersin Giim-
riik Miidiirliigii tarafindan gonderilen ve Glimriik Be-
yan Belgesinde “hidrolize tily unu” olarak bildirilen
yem Orneginde tiir tespitinin yapilmasi amaglanmis-
tir.

Rendering tirtinliniin (yem) Nikon SZM-2T (Tokyo, Ja-
ponya) steromikroskop’a adapte edilmis Nikon H-III
(Tokyo, Japonya) goriintiileme sistemi kullanarak ya-
pilan incelemelerde kanat ve tily parcaciklar1 gozlen-
mistir (Sekil 1).

Rendering iirtiiniinden, iki fakli yontem kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Standart fenol /kloroform
yonteminde (Yem 6rnegi-I), 50 mg yem 6rnegine 100
uL TE pH 8.0 (10 mM Tris, 1 mM EDTA) eklendikten
sonra Sambrook ve ark (1989) tarafindan tanimlanan
yontem Kkullanilmistir. Dodecyltrimethylammonium
bromide (DTAB) yonteminde (Yem 6rnegi-1I), 50 mg
yem Ornegi tizerine 800 pL Niiklear Lysis Buffer (12 g
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Sekil 1. Yem orneginin mikroskobik muayenesi. A; kanat ve B; tiiy
pargaciklari.

DTAB, 45 mL 5M NaCl,, 15 mL 1 M Tris-HCl pH 7.5, 15
mL 0.5 M EDTA pH 8.0, distile su ile 100 mL tamam-
lanir) eklenip 55 °C’de bir gece bekletilmistir. Ornek
tizerine 800 pL kloroform eklenerek 10°C’de 5 daki-
ka 12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant kis-
mi1 yeni tlipe aktarilip %95 etanol ile ¢oktiirilmistiir.
%70 etanol ile iki kez yikanan pellet kurutulup 200
uL TE ile sulandirilmistir. DNA érneklerinin 260/280
nm UV ile kalitesi kontrol edilmistir. Fenol/kloroform
ve DTAB yontemi kullanilarak izolasyonu yapilan DNA
orneklerinin 260/280 nm UV analizlerinde diisiik ka-
litede oldugu ancak PZR icin kullanilabilecegi tespit
edilmistir.

Elde edilen DNA 6rnekleri kanatli, ruminant, domuz,
at ve karnivor spesifik primerleri kullanilarak poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ylikseltgenmistir.
PZR protokolii 1x Mg** free PCR buffer (Fermentas,
Maryland, A.B.D.), 200 uM dNTP (Fermentas, Mary-
land, A.B.D.), 1.5 mM MgCI**, 0.375 tnite Taq polime-
raz (Fermentas, Maryland, A.B.D.), 5 pM her bir pri-
mer cifti (Tablo 1) ve ~50 ng template DNA toplam
15 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Touchdown PZR
profili BioRad MyCycler (Hercules, A.B.D.) 1s1sal don-
gii cihaz1 kullanilarak iki asamada gergeklestirilmis-
tir. 95°C’de 4 dakika ile tam bir denatiirasyon sonra-
s1 ilk asamada 16 dongi icin 94 °C’de 30 saniye de-
natlirasyon, 60°C’den baslayarak her bir dongtide 0.5
°C diistiriilen ve 30 saniye stiren annealing ve 72°C’de
30 saniye elongation saglanmistir. ikinci asamada 94
°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52 °C’de 30 saniye an-
nealing ve 72 °C’de 30 saniye elongation olacak sekil-
de 25 dongii kullanilmistir. Son olarak drnekler adeni-
zasyon i¢in 72 °C'de 10 dakika tutulmustur. Tiim PZR
tiriinleri %2 agaroz gel elektroforezinde ayristirilmis,
Ethidium Bromide (EtBr) ile boyanarak 365 nm UV’de
goriintiilenmistir.

iki farkli kanatl spesifik markér sistemi (CR1 ve Chic-
ken) kullanilarak yapilan PZR analizleri sonucun-
da fenol/kloroform (Yem Ornegi-I) ve DTAB (Yem
ornegi-1I) ile DNA izolasyonu yapilan érneklerde ka-
natli DNA'sinin varlig tespit edilmistir (Sekil 2). Di-
ger tlrlere ait spesifik markdrler kullanilarak yapilan
PZR analizlerinde, yem o6rneklerinde ruminant, do-
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Tablo 1. PZR analizlerinde kullanilan primerler

Lokus Tir PZR iiriinii (bg) Primer dizisi (5’->3") Referans

CR1 Kanath 201 atagaatcatagaatggcctg Tajima ve ark (2002)
ttttcacacagagggtggttg

Chicken Kanath 266 gggacaccctcececttaatgaca Lahiff ve ark (2001)
ggagggctggaagaaggagtg

ETH225 Ruminant 140-156 gatcaccttgccactatttect Steffen ve ark (1993)
acatgacagccagctgcetact

S0068 Domuz 218-242 agtggtctctctecectettget Archibald ve ark (1995)
ccttcaacctttgagcaagaac

LEX33 At 155-202 tttaatcaaaggattcagttg Guerin ve ark (2003)
tttctcttcaggtgtecte

FCA220 Karnivor 220-224 cgatggaaattgtatccatgg Menotti-Raymond ve ark (1999)

gaatgaaggcagtcacaaactg

muz, at ve karnivor DNA's1 tespit edilememistir. Yem
ornekleri spesifik PZR triinlerinin varligl yéniinden
pozitif ve negatif kontroller karsilastirilarak deger-
lendirilmistir (Tablo 2).

Hayvansal kokenli tiriinlerin tiir tayininde kullanilan
mikroskobik incelemelerin temelini kemik ve doku
parcaciklarinin goézlenmesi olusturmaktadir. An-
cak, bu yontem olduk¢a zaman alic1 olup 6zel dene-
yim gerektirmektedir. Ayrica, mikroskobik yontemler
yalnizca zoolojik siniflandirma (memeli, kanatli, ba-
lik vs.) hakkinda bilgi vermektedir (Dalmasso ve ark
2004). Bu calismada 6rneklerin yiiksek 1s1 ile muame-
le edilmis olmasina ragmen (133 °C, 3 bar, 20 dakika)
kanat ve tily parcaciklarinin gézlemlenmesi 6érnegin
kanatli kokenli olabilecegini gostermektedir.

m Orne §i-1

m Ornedi-l
gatif kontrol
gatif kontrol

¥
Y
N
N

(Ruminant)

FCA220
(Karnivor)

(Domuz)

Sekil 2. Kanath (CR1 ve Chicken), ruminant (ETH225), domuz
(50068), at (LEX33) ve karnivor (FCA220) primerleri kullanilarak
yapilan PZR sonuglari. Her bir markér igin sirasiyla Yem ornegi-I (1.
kuyucuk), Yem ornegi-1I (2. kuyucuk), tavuk (3. kuyucuk), ke¢i (4. ku-
yucuk), at (5. kuyucuk) ve kedi kontrol DNA (6. kuyucuk) ile negatif
kontrol (7. kuyucuk) kullanilmistir. DNA bantlart 100 b¢ DNA stan-
dardi kullanilarak karsilastirilmigstir.

[s1l islem gdrmiis iirtinlerde, proteinlerde oldugu gibi
DNA, termal denatiirasyon sonucunda parc¢alanmak-
tadir. Ebbehol ve Thomsen (1991) 1s1l islem gérmiis
et iirtinlerinden izolasyonu yapilan DNA'nin yiiksek
oranda kirilmis (<300 bg) oldugunu bildirmektedir.
Ayrica, 1s1ile muamele edilmis liriinlerden izole edilen
DNA miktar1 taze dokulara gére 10 misli daha azdir
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(Lahiff ve ark 2001) ve PZR reaksiyonlari i¢cin hedef
DNA kopya sayisini azaltmaktadir. Bu tirtinlerin hazir-
lanmasi sirasinda olusan ve PZR’yi baskilayan bazi ne-
gatif faktorler reaksiyona tasinabilmektedir (Lahiff ve
ark 2001, Fumiere ve ark 2006). Bu nedenle, kullani-
lan DNA izolasyon yonteminin etkinligi 6nemli oldu-
gu icin farkli izolasyon yontemleri gelistirilmistir (La-
hiff ve ark 2001). Bu ¢alismada, organik (fenol/klo-
roform) ve deterjan (DTAB) temelli iki farkli yontem
kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Her ne kadar
her iki yontem ile izole edilen DNA 6rneklerinde PZR
amplifikasyonu gozlenmis olsa da, spektrofotometrik
analizler sonucunda hidrolize kanat-tliy 6érneklerin-
den DNA izolasyonunda DTAB y6nteminin daha etkin
oldugu gozlenmistir. Deterjan temelli yontem organik
yontemine gore kolay olup, kullanici ve ¢evre agisin-
dan daha giivenilirdir.

Isil islemi gérmiis hayvansal iiriinlerin tiir tayini ¢a-
lismalarinda kullanilacak DNA markérleri iki krite-
re gore olusturulmaktadir. Bunlar PZR hedef bolgesi-
nin kiiciik ve genomda tekrar bolgelerinin olmasidir.
Rendering tirtinlerinde izole edilen DNA yliksek oran-
da kirilmis olmasindan dolay1 (Ebbehol ve Thomsen
1991) kii¢lik PZR triinii veren (<300 bg) primerlerin
kullanilmasinin kritik dnemi bulunmaktadir (Dalmas-
so ve ark 2004). Bu ¢alismada kullanilan tiim lokuslar
bu kritere gore secilmistir (Tablo 1).

Genomda ytiksek kopya oranina sahip olan DNA mar-
kor sistemlerinin kullanilmasi tiir tayini calismalarin-
da tercih edilmektedir (Tajima ve ark 2002). Bu amag-
la mitokondriyal DNA (mtDNA) markor sistemleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. mtDNAnin hiicrede
~2500 kopyasi bulunabilir (Lahiff ve ark 2001, Taji-
ma ve ark 2002). mtDNA dizilim farkliliklari tiire spe-
sifik PZR markorlerinin olusturulmasina olanak sag-
lamaktadir (Lahiff ve ark 2001, Herman 2001, Krcmar
ve Rencova 2003, Dalmasso ve ark 2004, Bellagamba
ve ark 2006). Bu calismada kullanilan Chicken (Lahiff
ve ark 2001) markori mtDNA kokenlidir (Tablo 1).

Genomda tekrar eden transposabl elementlerinden
gelistirilen markoérler de tiir tespiti amaciyla kulla-
nilmaktadir. LINE (Long Interspersed Repetitive Ele-
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Tablo 2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu analiz sonuglari.
Yem 6rnegi-1 Yem 6rnegi-1I Tavuk Keci At Kedi
Lokus Fenol/Kloroform DTAB DNA DNA DNA DNA
CR1 (Kanath) + - -
Chicken (Kanatl) + - -

ETH225 (Ruminant) - -
S0068 (Domuz) - -
LEX33 (At) - -
FCA220 (Karnivor) - -
Negatif Kontrol - -

ments) elementleri 3000-7000 bg biiyiikliigiinde olup
genomda farkh sayida bulunmaktadir. Ornegin bir
LINE elementi olan CR1 (Chicken repeat 1) elementi-
nin tavuk genomunda 1000000 kopyas1 bulunmakta-
dir (Tajima ve ark 2002). LINE DNA dizilerinden gelis-
tirilen PZR primerleri ¢ok sayida hedef DNA'nin ytik-
seltgenme etkinligini artirmaktadir. Bu ¢alismada kul-
lanilan CR1 markorii tavuk LINE elementlerinden ge-
listirilmistir (Tajima ve ark 2002). CR1 ile basarili ve
spesifik PZR amplifikasyonu gézlenmistir.

Bu calisma ile olusturulan DNA test panelinin rende-
ring irinlerinin ve insan gidasi olarak kullanilan ve
yliksek 1silarda hazirlanan et iirtinlerinin tiir tayini ve
bilesiminin tespitinde basariyla kullanilabilecegi so-
nucuna varilmistir.
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