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1.GiRiS

Nifusun asim artmasi, hizli kentlesme, ekonomideki istikrarsizhklar,
tarim kesiminde ¢ahganlarin azalmasi gibi etmenler diinyada hayvansal protein
agigimin biyilik dl¢iide artmasma neden olmustur. Bunun sonucunda da
toplumun gelir diizeyi diisiik kesimlerinin yetersii ve dengesiz beslenmesi
biiytik boyutlara ulagmmstir. '

Gida tretiminin yetersiz kalmasi protein kalitesi‘ yiiksek gidalarin
pahahla§r'nasma yol acmug, bundan dolay: da dar gelirli toplum kesimi, ucuz ve
kalitesi dﬁsﬁk et tiiketmeye itilmiglerdir. Iste bu gercegin bilincinde olan baz
gida tireticileri, durumdan yararlanarak yasal olérak tiiketilmeleri yasaklanan
ucuz hayvan etlerini, kaliteli et trinlerine kanstirarak veya dogrudan
kangstirmadan satmaya baglamislardir (17,42,73). |

Et ve lrtlinlerinin, kéta kalitel ucuz etler kullamilarak hileli tiretimleri
eskiden oldugu gibi gtintimtizde de c¢ogu {ilkede gida kontrol hizmetlerini
zorlagtiran ve halk saghgim tehdit eden en 8nemli sorunlardan birisidir (31).
Ulkemizde de boyutlan belli olmamakla birlikte yabanci hayvan etlerinin et
urinlerine katilmasi sorunuyla karsilasiimaktadir. Gida analizlerinde ender de
olsa daha ¢ok tek tirmakhh hayvan etlerinin et triinlerinde kullamldig tesbit
edilmektedir. Yine yakm tarihlerde belediye ekipleri tarafindan ¢opliiklerde kedi
ve kopek i¢ organ ve artiklammin bulunmasi, ayrica piyasada yabani domuz
etlerinin yakalanmasi, zaman zaman bu hayvan etlerinin de tiiketime sunuldugu
diistincesini ortaya koymaktadir.

Et endistrisinde belirtilen hileli uygulamalarin net sekilde saptan-
masmda uygulanabilecek duyarh yoéntemlerin bulunmamasi nedeniyle bu
sorunun daha ciddi boyutlara ulastig: da bildirilmektedir (56,61).
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Ancak son yillarda et ttirlerinin aynim, gelistirilen elektroforetik yéntemlerle
(40) ve ELISA teknikleri ile (42,60,74) daha duyarh ve pratik olarak
yapilmaktadir. Ulkemizde bu konuda yeterince araghrma yapilmadig: ve yapilan

cahsmalarin ise klasik immunolojik metodlarla (10,15,17) smurhh kaldig
goriilmiistiir.,

Ulkemizde tiretilen toplam 240 bin ton biiyiik bas hayvan etinin (8)
yaklasik 22 bin tonunun sucuga islendigi tahmin edilmektedir(G.lQ). Et drtin-
lerimiz igerisinde en fazla Giretim payma sahip olan bu tirtintin parasal degeri ise
ginimiz fiyatlanna gore yaklasik 1 trilyon TL dﬁ'. Bu arastirma, gelismis
iilkelerde son yillarda yaygin olarak kullarulan ELISA ile sigir etinden yapilmasi
gereken fermente sucuklarda at ve domuz etinin varh@m belirleyebilecek
yontemi gelistirmek amaciyla ytirGtiilmustir.



2.LITERATUR BiLGi
2.1.Et Tiir Orjinlerinin Belirlenmesinin  Onemi

fhkelerin cogunda et tirtinlerinin hangi hayvan etlerinden yapildiklarimin
etiketlerinde belirtilmesi yasal zorunluluktur. Bunun gidalarin hijyenik
kontrolleri icinde 8nemli bir yeri vardir. Ulkemizde de et {irtinlerinin yapiminda
kullamlan etlerin tir isimlerinin etiketlerinde belirtilmesi Gida Maddeleri
TizGgi'nin 137. maddesine gore zorunlu kihnmustir. Ureticiler tarafindan daha
fazla kar émacxyla, degisik etiketler alinda bagka tiire ait etlerin satilmasi Gida
Maddelel:i Tuzigtnce "Taklit ve Tagsis" kapsaminda yer alrmgtir. Kimi tiretici kigi
ve kuruluslar, ticari kazang saglamak icin kot kaliteli etleri kaliteli etler olarak
dogrudar.l .ve:ya diger et triinlerinin yapimnda kullanarak hileli satislara
basvurmaktadirlar, Bunun sonucunda tiketicilerin hem ekonomik y&nden
zarara ugramalarina hem de saglk yoniinden cesitli sorunlarla karsilagmalarma
neden olmaktadirlar. Bununla birlikte et ve et tirtinlerinde identifikasyonunun
yapiimamas: asagida belirtilen su sorunlann da beraberinde getirmektedir
(2,17,28,42).

1- Eti yenen ve yenmeyen hayvanlarin bilingsizce avlanarak ticaretlerinin
yapimasi sonucu yabani hayvan tiirlerinin yok olmasi, dolayisiyla ekolojik
dengenin bozulmasi;

2- Kacak olarak kesilen gesitli hayvan tiirlerine ait etlerin kontrollerinin
yapimamas: nedeniyle zoonoz enfeksiyonlarin artmasi; 8rnegin ruam ile
kuduzun yayilmasi gibi.

3- Et endistrisinin gelismesiyle orantih olarak dig ticarette, hileli et ve
triinlerinin satiglaninmin artmasi; érnegin Almanya'nin, Avustralya'dan ithal ettigi
etlerde kanguru etinin ¢ikmas: (21).



g

4- Farkh et ve Uranlerin ithali vasitasiyla degisik enfeksiyonlann
tlkemize girmesine neden olmas;

5- Kalitesiz diigilk ve ucuz hayvan etlerinin ytiksek kaliteli etler olarak
satilmalaridan dolay ttiketicinin aldahlmasz;

6- Insanlann dini, etnik kaynakh diisiince degerlerinin hice sayilarak
baska orjinli hayvan etlerinin yedirilmeye zorlanmass:;

7- Cesitli hayvan etlerinin baz1 insanlarda élletjik reaksiyonlara neden
olmasi.

Yukarida bildirllen sorunlari ¢nlemek ancak etlerin orjinlerinin
saptanmasiyla gerceklestirilir. Bunun i¢inde bu sorunun ¢éztimii yéniinde daha
duyarh ydntemlere gereksinim vardir.

2.2. Et Tiirlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Metodlar

Etlerin tiirlerine gore ayrim oldukga eski bir sorundur. Et endiistrisinin
bu dnemli sorununun ¢dziimi igin 19, yiizyiin baslangicindan  giintimiize dek
yogun arastirmalar yapimis ve bunlarnn sonucunda da ¢ok sayida cesitli
metodlar gelistirilmigtir.

Bu konuda ilk kez 1900 yilinda Uhlenhut tarafindan immunolojik
metodlar tizerinde ¢alhgmalar yapilmig ve genetik bakimdan birbirlerinden farkh
hayvanlara ait ¢ig etlerin ayirt edilebildiklerini, buna karsilik genetik bakimdan
yakin olan hayvan tiirlerine ait etlerin ¢ig de olsalar benzer antijenik niteliklere
sahip olmalarindan dolay: belirlenemedigini bildirilmistir. Uhlenhut ayrica 1s:1
islemine tabi tutulmus et ve et tirlinlerininde antijenik niteliklerin kaybol-
masmda;'l. otiirti aywt edilemeyeceklerini bildirmistir. Nitekim Uhlenhut'tan
sonra aym yontemleri kullanarak arastirma yapan Griebel ve Montari'de genetik
olarak yakin tiir etlerinin tam olarak aynlamadiklanm bildirmislerdir (17,43).
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Et ve et hrinlerine katilan yabanca etlerin, 1s1 iglemi uygulanmas: ve
genetik yakmhk gibi nedenlerden o&turt tam olarak ayrt edilememesi, bu
sorunun ¢oziimiinde ¢esitli prensiplere dayanan ydntemlerin gelistirilmesine yol
acrmstir, Thompson 1960'h yillarda elekroforez ile, Payne 1963'te Polyacrylamid
jel ile ve Kaiser 19801 yillarda izoelektrik fokuslama metodu ile bazi hayvan
etlerini birbirlerinden aymrmislardir (40,47). Bu metodlar serolojik metotlardan
daha net sonuglar vermesine karsin pahal, uzun zaman ahci, yeteri kadar
duyarh olmamalar ve ayrica birden fazla et kansmﬁannda sonucg vermedikleri
icin rutin analizlerde kullanimlan simirh kalmustir (37,42,66,74). Bunun tizerine
sorunun ¢dztimlenmesi i¢in aragtirmalar son yillarda daha da duyarh, hizli ve
ekonomik yoéntemlerin geligtirilmesi yéniinde yogunlasmustir. Bu caligmalann
sonucunda gelistirilen immunokimyasal teknikler hizh, duyarh ve spesifik
olmalarn ﬁedeniyle rutin analizlerde daha ¢ok kullamum alam bulmuslardir. Bu
tekniklerin baghcalan klasik Quctherlony double Immundiffiizyon (AGID) ve
Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yéntemleridir.

Et tirlerinin belirlenmesinde simdiye kadar su metodlar uygulanmgtir
(33,63).

5.2.1. Organoleptik niteliklerine gore

Etler, karkas veya biiytik parcalar halinde iken gdriindig, renk ve koku
gibi baz nitelikleri fle birbirlerinden ayirt edilebilirler (13,63) . Fakat bu
degerlerin subjektif karakterli olmasi, beslenmeye ve bireysel faktdrlere gore
degismeéi, parcalanmus et Grtinlerine uygulanamamas: (63) etlerin organoleptik
niteliklerle ayrimm miimkiin kilmamaktadir.

2.2.2, Anatomik bzelliklerine gére

Karkas ve biiyiik parcalar halindeki etlerin anatomik yap1 farkhliklarina
gore orjinlerini tayin etmek mimkiindir (13,46,63). Fakat anatomik
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farkhhklarin karkas ve biiyikk et parcalart ile smurh olmas: nedeniyle
parcalanmsg, kiyilrm ve {riin halindeki etlerin aynminda yararlanilamamaktadir.
Anatomik farkliiklarm daha c¢ok kemiklerde bulunmasi, zoolojik ytnden
birbirine.. yakin hayvanlarin anatomik benzerlik gostermesi, evcil ve yabani
hayvanlann komperatif anatornilerini gdsteren kaynaklarin yeterli olmamas:,
uzman l;isﬁere ihtiyac gbstermesi gibi faktdrler etlerin anatomik olarak ayrimum
simirh veya kullamlmaz hale getirmistir (13,63).

2.2.3. Histolojik yapilanna gore

Et tarlerinin histolojik olarak ayrmm, daha ¢ok karkas veya etlerin
lizerine yapigan killann muayenesi ile yaﬁxlniaktadlr (13,63,72). Kilin
yapisindaki 6z, kabuik ve kutikula tabakas: hticrelerinin 6zellikleri ve kahnhklar,
hayvan tirlerine gore aynm gostermektedir. Fakat etin {izerinde bulunan ki, o
etin elde edildigi hayvana ait oldugunun kamti degjldir. Bu nedenle histolojik
araghrmalar gavenilir degildir (63). Ayrica hemal lenf yumrularmin farkh
histolojik yap: géstermesi ile de baz1 hayvan tirlerini (koyun ile kegci) ayirt etmek
miimkiindir (23).

2.2.4. Yag bzelliklerine gore

Daha ¢ok doku yaglanmn kimyasal 6zelliklerinin (donma ve erime
noktalan; iyot,sabunlagma, Reichert-Meissl saylan, refraktometre indisleri,
icermig olduklar yag asitlerinin miktar ve gesitleri) analizi ile tarlerin ayrim
miimkiin olabilmektedir. Ancak bu analizlerin ¢ok hantal olmasi, biitiin
tirtinlerde uygulanamamas: ve analiz degerlerinin’ tiirlere gére cok yakinlk
gostermesi nedeniyle hayvan tirlerinin  ayrimu  kesin  olarak ortaya
konulamamaktadir. Ayrica et irtnleri igerisine bitkisel yaglarin kanstirilmas:
analiz sonug¢larinin yanhs ¢itkmasina neden olabilmektedir. (13,15,63).



2.2.5. Proteine dayali metodlar
2.2.5.1. Kromatografik metodlar

Kaslardan filtre edilerek hazirlanan et ekstraklan kromatografide
kullanilarak et tiirlerinin identifikasyonu iizerine ¢ahsmalar yapilmistir. Samy
ve arkadaglan (66), kas proteinlerinin yapisimn tirlere gére farkli olmas:
nedeniyle likit kromatografide, her tiire 6zgti spesifik pikler elde ederek, etlerin
identifikasyonunu yapmuslardir. Fakat hayvanlann yasi, cinsi, yetistirme sekli,
cografik ve mevsimsel faktorlerin tiire 6zgt pik sekilleﬁni etkilediklerinden, aym
tirtin farkh yerlerinden ahnan etlerde bile degisik sonuglar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bununla beraber ydntemin yanhzca taze ve donmus etler icin
uygulanabilecegini belirtmiglerdir. .

2.2.5.2. Elektroforetik metodlar

Elektroforetik metodlardan elektroforez ve ﬁodektrik fokuslama (IEF)
teknikler! etlerin orjinlerinin belirlenmesinde kullamlmaktadir. Elektroforezde,
etlerin yapilarnindaki tirlere 6zgh iyonize gruplar tasiyan yuklii kas
proteinlerinin, bell bir pH derecesine sahip elekiriksel alandaki hareket
yeteneklerine veya kas protein molekillerinin baytikliiklerine bagh olarak
ortamdaki hizlarmin farkh olmalarma gore etler aywrt edilmektedirler.
Elektroforezde genellikle numune olarak albumin kullanmilmaktadir (35). Bunun
nedeni ise albuminin hem anoda yakin olmasi ve hem de en koyu band
olusturmasi ile kolayca teshis edilebilmesidir. Albuminden baska myoglobin,
kreatinkinaz, alkalen fosfataz (43), esteraz (29), transferaz, dehidrogenaz (45),
adenilatkinaz (44), laktat dehidrogenaz (68) enzimleri de kullamilmaktadir.

Izoelektrik fokuslama metodunun prensibt, elektroforez metodunun
prensibi ile aym olup burada jelin pH's1 genis tutulmustur. Proteinlerin, genis



pH derecesine sahip tasiyici ampholitte izoelektrik noktalarina goére elektroforetik
olarak ayrimalanna dayanir. Yabanc: etlerin teshisinde elektroforetik
metodlaf_dan izoelektrik fokuslamay1 et orjinlerinin belirlenmesinde 1980'de
Kaiser ve arkadaglan (40), Polyakrilamid jel izoelektrik fokuslamay: da 1983'de
Hoffman kullanmgtir (35). .

Elektroforetik tekniklerin; numunelerdeki % 2-10 arasindaki yabanc: et
kanigimlarim tesbit edebilmesi, dondurulmus, ¢ok kii¢iik pargalara ayrilmug(69),
kiirlenmis (18), 75° C ye kadar isiilmis (35,71) trtinlerde uygulanabilmesi ve
genetik olarak birbirine yakin hayvan tirlerinin etlerini ayirt edebilmesi gibi
avantajlarn1 bulunmaktadir.  Elekroforetik teknikler ayrica balik tiirlerinin
belirlenn.le.sinde de kullamlabilmektedir (40). Fakat elektroforetik tekniklerin
kulamminda, laﬁoramvarda biitiin hayvan tiirlerine ait referans protein veya
enzim bulundurulmasi zorunlulugu (29,63), birden fazla ve diisiik diizeyde et
kanstinlms 6rmeklerde uygulanamamasi (18,68), et ekstraktinin (albumin veya
enzim) hazirlanmasimin gii¢ olmasi, izl olmamas: (37,61,69,73) ve aym hayvan
tiriiniin degisik kaslarinda farkl elektroferogramlar géstererek (34,69) sonucun
yanhs c¢ikmasi gibi dezavantajian bulunmaktadir. Bununla birlikte yine
elektroforetik tekniklerin, yerlesik kurulu bir laboratuvara ve sistemin
korunmas: ic¢in ©6zel bakima gereksinim duymasi, testi yapanlarin teknik
diizeyde uzman olmas, yliksek fiyath olusu da dezavantajlandir (49).

2.2.6. immunolojik Metodlar

Deney hayvanlarina, hayvan ttirlerine ait proteinlerin parenteral olarak
enjekte edilmesinden sonra bu maddelere karsi olusan antikorlarn invitro
ortamda et antijenleriyle karsilagtirilmasi esasina dayamr (17,33,65). Fakat
antijen antikor birlesmesinde genetik ydnden yakin olan tirlerde benzer
determinant gruplan nedeniyle capraz reaksiyon olusumu gézlenmektedir.
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Ancak son yillarda capraz reaksiyon olusumunu engellemek i¢in yakin tar

hayvanlar (6rmegin koyun antikoru elde etmek i¢in kegi gibi) deney hayvam
olarak kullamilmaktadir (67).

Antijen, kendine 6zgil bir bagisik yamta yol acan ve olusan bagisik yamt
ile invitro ve invivo ortamlarda tepkimeye giren maddelere denir. Antijen
molekiiltiniin ylizeyindeki, antijenin 6zgnlligini belirleyen kimyasal yapilara
epitop (determinant = belirten grup) denir. (Sekil-2,1) Epitopa uyan ve antikor
molekiiliinde bulunan kovuk kismada paratop adi verilir.

Tiirler arasinda antijen farkhibklan vardir, Aym isleri yapan organ veya
dokularda dahi antijenite farkh bulunur. Omegin insan kas dokusu ile sigir kas
dokusunun farkhli: gibi. Tirler arasmnda antijen farkliify olmasma ragmen

tiirlerin evrimsel yakinhgina gére antijen benzerlikleri de vardir.

antienk determinant

A\T -~

Sekil-2,1: Antijen molekiiliiniin yapis:
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‘Antikor, genel anlamda kimyasal olarak globulin yapisinda olan antijenik
uyanmlar sonucu viicutta lenfoid plazma hiicreleri (metomorfoza ugrams B
-lenfositleri) tarafindan sentezlenen ve homolog antijenlerle spesifik reaksiyonlar
verebilen protein molekiilleri olarak tanimlamir.

Serumun gama globulin kismunda bulunan antikorlar genel olarak
aralannda distilfid baglarla birlesmis 4 tane polipeptit zincirden (2 L zinciri=hafif,
2 H zinciri=agir) olusmustur.

Elektron mikroskobunda incelendiginde immunoglobulinler "Y" harfi
seklindedir. (Sekil-2.2) Antijenler bu "Y" harfinin u¢ kisimlanna baglamurlar, Bu
suretle bir immunoglobulin iki molektl antijen baglayabilme kapasitesine
sahiptir.

Iki hafif zincirinin degisken bdlgelerinde antijenlerle birlesen antijenik
determinant wuglar (aminotermal wuglar) bulunur. Degisken bdlgedeki
aminoasitlerin sterik yapilar1 ve dizilisleri 6zgilligini olusturmaktadir,
Determinant ug¢lann disinda kalan ksimlar ile gdvdenin yapisi, antikorlar icin
degisﬂdil{ gostermezler.

AMIND PERMWAL UG As AL ue
CANJEN BIRLESME UCU) (ANTIIEN BmTIne ucy)

u‘n T

\| +— HAFIF ZINCIMER ——te

MR (0] TieeIRLER

$ekil-2.2: Immunglobulin molekiiliiniin yapis:
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Capraz reaksiyon (Kross reaksiyon): Ozgil- antikorlarin 6zgiil antijen
disinda, baska antijenler ile determinant gruplarimn benzerlikleri nedeniyle
reaksiyon vermesi olarak tanmmlanir. Bir antijenin  &zgil antikoru ile
reaksiyoﬁunda biitin determinantlar arasinda birlesme olurken c¢apraz
reaksiyonda antikor ile antijenin baz determinantlan arasinda birlesme olur.
Capraz reaksiyon olusumu evrimsel gelismede akrabahk gdsteren tiirlerin
antijenleri-arasinda, yakinlik oramyla dogru orantihdir (9,48,65).

Immunolojik metodlarda kullanilan antiserumlann elde edilmesinde
asagida belirtilen islemler yapilmaktadir.

a) Deney hayvanlanna antijenik maddelerin enjeksiyonu

Hayvan ttlirlerine ait ¢esitli antijenik maddeler (et ekstrakti, kan, kan
serumu,albumin gibi) belirli araliklarla ¢esitli yollardan deney hayvanlarina
(tavsan, kobay vb.) enjekte edilerek viicutlarinda antikorlar olugturulur. Belli bir
siire sonra kanda antikorlann kullamlabilir bir yogunlukta bulundugunun tesbit
edilmesiyle hayvarun biittin kam alimir ve kan serumu ayirt edilir. Yalmiz kan
enjeksiyonunda alyuvarlarin olumsuz etkileri oldugundan antijen olarak daha
¢ok albumin tercih edilmektedir. Ayrica immunizasyonda antijenle birlikte
antijenin antijenik giiciini artiran, organizmadan atilmasim geciktiren ve onu
absorbe eden adjuvantlar kullanilmaktadir.

b) Antiserumun titresinin tayini

Antiserumun icindeki antikorlar saf olarak ayrihp elde edilemediginden
miktari Bilinen ol¢ti birimlerinden biriyle ifade edilememektedir., Bundan dolay
antiserumdaki antikorlar, onu elde etmek icin kullamilan antijenlerle vermis
oldugu reaksiyonun kuvvetine gore ifade edilirr Bu amagcgla standart
yogunluktaki antijen ¢dzeltisine, azalan miktarlarda ilave edilen antiserum ile
reaksiyon olusturdugu en ytiksek sulandmrma antiserumun titresi olarak kabul
edilir (17,24).
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c) Antiseruma spesifite kazandiriimasi

Elde edilen antiserumun igerisinde degisik determinantlara karsi
olusmus immunglobulinler bulundugu i¢in poliklonal dzellik tasir. Bu yiizden
- antiserumlar, antikoru elde edilen antijenin yakin tir antijenleri ile de
reaksiyona girerler. Antiserumlara monospesifiklik kazandirmak icin su
teknikler kullamlmaktadr. '

1- Saturasyon: Antiserumlarin, elde edilen antijenin yakin tiir antijenleri
ile deney ttiplerinde karsilagtinlarak benzer determinanta sahip antikorlarin
elimine edilmesi teknigidir (17).

2-Affinite kromatografi ile saflaghrma: Antiserum, zoolojik y&nden
kendising yakin hayvan tiirlerinin antijenleri ile aktive edilmis sefaroz iceren
kolonlardan gegirilerek kross reaksiyon gbsteren gruplan giderilir (41).

3- Monoklonal antikor kullamm: Bir antijenin {izerindeki degisik
antijenik determinantlarin her birinin uyardif: B-lenfosit hiicreleri, viicuttan
alnarak ayn ayn iretildiginde sadece bir determinanta kars: 8zgil olan
monoklonal antikorlar elde edilir (9). Deney bayvanlarna et ekstrakh
enjeksiyonu yapildiktan sonra antikor yapan B-lenfosit hiicreleri viicuttan
alinarak monoklonal antikorlar elde edilirler.

Hayvan etlerinin identifikasyonunda Goerlich (26), nativ ve 70°C de
isitilmig kanguru ve sifir kas proteinlerine kars: farelerde tirettigi monoklonal
antikorlar1 ELISA testinde kullanmustir. Uretimi cok pahali olan monoklonal
antikorlar genellikle aragtirmalarda kullamlmaktadir.
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Immunolojik Metodlar

2.2.6.1. Presipitan halka metodu (Uhlenhut metodu)

Antikora kars: antijen bulundugunu géstermek icin bir tiipteki antijen
fizerine antiserum konularak bu iki swin birbirine degdikleri ytizeyde
presipitasyon olugturma teknigidir (36,65)

2.2.6.2. Agar jel immundiffuzyon metodu (AGID)

Metod, donmus agar veya jelatinin diffuzyon yeteneginden yararlamlarak
antijenle antikoru kars: karsiya getirme teknigine dayanir. Antijen ile kendisine
homolog olan antikor agar jelinde birbirlerine ddgru_ yayildiklar1 zaman optimal
birlesme bolgesinde bir presipitasyon ¢izgisi olustururlar. Immundiffuzyon
metodunun basit diffuzyon (Oudin metodu), tek ydnlii diffuzyon (Mancini
metodu), ¢ift yonl diffiizyon (Oucthlerlony) seklinde 3 uygulama teknigi vardir
(68,65). -

Et tarlerinin identifikasyonunda agar jel immundiffiizyon metodunu
1971 yihnda Fugate ve Penny (25), 1982 yilinda Doberstein ve Greuel (27), Swart
ve Wilks (70) kullanmuslardir.

2.2.6.3. immunelektroforez metodu

Bu metotda elektroforez ile immun presipitasyon ilkeleri bir arada
kullamhir. Antijen ile antlkor arasindaki reaksiyon sfiresini azaltan cift
immundiffuzyon ve elektroforezin bir kombinasyonudur. Agar jel igerisinde
antijenler elektroforetik mobilitelerine gore diger antijenlerden ayrilarak
kendisine homolog antikorlarla direkt temasa gelerek presipitasyon bant
olustururlar (36,65). Immunelektroforezde deney siiresi (en az 36 saat) oldukca
uzundur. Fakat agar jel immundiffuzyon metoduna gére hassas ve hizh olup
daha az antiseruma gereksinim duymaktadir (2).
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| Pratikte oldukc¢a yaygin bir sekilde uygulanan immunolojik tekniklerin,
fnonospesiﬁk antiserumlar kullamlmadif: i¢in yakin ttirlerin ayrimnda capraz
reaksiyonlann goériilmesi (25), % 10'un altindaki kangmmlarnn tesbit edilememesi
nedeniyle gtvenilir olmamasi (70,73) fazla antiserum kullamlmasindan dolay:
maliyetinin yliksek olmasi, deneylerin uzun zaman almas: (8rnegin immun
diﬂhzyori'metodunda 72 saat gibi) ve fazla ¢alismay gerektirmesi (73) olumsuz
yonleridir.

2.2.6.4. Enzim Linked Immuno Assay (ELISA) Tekniklerl

Bu yontem, tiir orjini tayininde 1982'den bu yana giderek artan bir
kullarmm alam bulmus ve gliniimtizde de en emin yontemlerden birisi olarak
pratikte - kullamilmaya baglanmustir. ELISA, yanlizca antijen ve antikor
kompleksinin presipitasyonuna dayanan klasik bir immuno-kimyasal yéntem
degildir. ELISA, solid faz tzerinde antijenin bazi determinantlarma kendine
spesifik antikorlarin, diger bazi determinant gruplarna da enzim isaretli
antikorlarin baglanmasi ve substrat araciifiyla enzim aktivite diizeyinin
fotokolor.imetreyle Olgtilmesi prensibine dayarir (11,20,38,42,60,74).

ELISA, teghis metodu olarak rutin analizlerde ilk kez 1971 yilinda
Enguall ve Perlmann ile Van Weeman ve Schuurs tarafindan kullanilmugtir( 64).
ELISAnin - gida analizlerinde kullamilmas: ise Hitchcock ve arkadaslan (32),
tarafindan 1981 yilinda et irinleri igerisinde soya proteini aramasiyla
baslamistir. Etlerin identifikasyonunda ise ELISA, 1982 yilinda ilk kez Kangethe
(42), tarafindan kullamilmstir.

Affinite kromatografi yontemiyle saflagtirarak elde edilen antiserumlarla
¢ig et thrlerinin ayrniminda ELISA 'y1 1982 yihinda Whittaker ve arkadaslan (74),
1983'de Patterson ve Spencer (61), 1985'de Johnston ve arkadaslan (37) ile
Jones ve Patterson (38) kullanmuglardir. Kangethe ve arkadaslan (42) ilk defa
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1982 yiinda etlerin aywrt: edilmesinde ve orjin tayininde indirekt ELISA'y1
kullanarak sigir, at, koyun ve domuz etlerinin identifikasyonunu yapmuslar ve %
3Nk kangimlan aywrt ettiklerini bildirmislerdir. Whittaker ve arkadaslan (73),
¢ig etlerin aynminda ELISA testinde sifir, koyun, kanguru, at, deve, domuz etleri
tizerine gahsrmslar ve % 10 nun altindaki kansimlann tesbit edilebilecegini
bildirmislerdir. Patterson ve Spencer (61), yakin tiirlere ait ¢ig etlerin aynmnda
at eti igei'isinde esek, koyun eti icerisinde % 0,1 oramndaki kegi etini, dana eti
icerisinde % 1 oranindaki bufalo etini ayirt ettiklerini bildirmislerdir.

Double sandwich ELISA ile et tirlerinin ayrnimrm konusunda yapilan
¢ahsmalarda, Jones ve Patterson (39) dana etl igerisinde % 1-3 oramndaki
domuz etini tesbit etmiglerdir. Testde monospesifik domuz serum albumini
kullanmuslar ve bu metodun daha énce tammlanan ELISA tekniklerinden 10 kez
daha dt;yarh oldugunu saptamglardir. Patterson ve arkadaglan (62) ise
islenmemis etlerde at, kanguru, domuz, deve, buifalo, koyun vb. tiirlerin
ayrmmnda, % 1' den daha az kansimlan tesbit ettiklerini bildirmislerdir.

Monospesifik antiserum elde edilmesinde degisik teknikler tizerinde
calisan ‘arashrmacilardan Johston ve arkadaglan (37), sifir etine kars:
antiserumlari, tavsan ve koyundan elde ettikten sonra saflastirmuslar ve
ELISA'da kullanmmslardir. Testlerin sonucunda tavsanlardan elde -ettikleri
antiserumlarin daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Yine Martin ve
arkadaslan (52,53) ise tavsanlarda at ve domuz sarkoplazmik proteinlerine kars:
spesifik antiserumlar tretmisler ve bu antiserumlan, ¢ig dana eti igerisinde %
1-50 oraminda bulunan at ve domuz eti kansimlarim tesbit etmek i¢gin double
sandwich ELISA'da kullanmuslardir. Kas proteinlerine kars: elde ettikleri spesifik
anﬁkorlahn daha onceki arastirmalarda serum proteinlerine kars: elde edilen
spesifik antikorlardan daha iyl oldugunu ve albuminlerden ileri gelen baz
non-spesifik reaksiyonlann gériilmedigini bildirmislerdir.
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Jones ve Patterson (38), ¢ig etlerin identifikasyonu i¢in tiire 8zgii
monospesifik antiserumlar kullanarak indirek ELISA'y1 gelistirmiglerdir. Ayrica
arastincilar ham ve saflagtinlmg sigir, at ve domuz antiserumlanm sifir, at,
domuz, hindi ve koyun etleri ile karsilagtirmuglardir. slenmemis ham antiserum
. larda kross reaksiyonun saf antikorlara karsi daha yiiksek bulundugunu
bildirmislerdir.

Et tiirlerinin belirlenmesinde ELISA' min farkh teknikleri Gizerinde calisan
Ayob ve .arkadaslan (11) indirek kompetatif ELISA ve direkt nonkompetatif
ELISA'yl, Dinger ve arkadaslan (20}, kompetatif ve indirekt ELISA'y1 karsilagtir-
muglardir. Ayrica et tirtinlerinde kiirleme ve pigsirmenin etkisini incelemislerdir.
Dincer ve arkadaslan (20), her iki ELISA ile islenmis ve ¢ig etlerde domuz ve
koyun eti aynmnnﬂ % 1 e kadar mimkiin oldugunu, fakat her iki metodla
pisirilmis dana eti i¢cerisinde koyun etinin ayrimmin ise mtimkiin olmadigim, 1s1
islemi gérmiis dana eti icerisinde domuz etinin t@fnsinin ise ancak kompetatif
ELISA ile % 25 oraminda miimkiin oldugunu belirimislerdir. Islemenin ELISA
icin olumsuz etki gbstermedigini ve kross reaksiyonlann indirekt ELISA'ya
nazaran kompetatif ELISA' da daha diisiik oldugunu bildirmiglerdir. Ayob ve
arkadaslann (11) ise sifir eti icerisinde domuz eti kansimlarimn analizini
yaptiklan indirekt kompetatif ELISA'da kross reaksiyonun daha az gérildiigii ve
metodun daha izl (30 dakika) ve hassas oldugunu bildirmislerdir.

Is: islemi goérmiis etlerin idendifikasyonu ile ilgili aragtirmalarda Manz
(50), 80°C' de 60 dakika 1sitildiginda denatiire olmayan ve elektroforezde de o-2
globulin bolgesinde bulunan sifir ve domuz kas proteinlerini tavsanlara enjekte
ederek elde ettipi spesifik antiserumlar ile ELISA'da 80°C' de 1sitilmig sigir ve
domuz etlerini ayirt etmistir. Ancak arastina 115 °C'de 1sihlmis sigir ve domuz
etlerinden, elekiroforezde proteine rastlamadif: igin antiserum elde edemedigini
bildirmistir. Fakat Sawaya ve arkadaslan (67), 100° C' nin ftizerinde 1s1
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uygulanmus domuz kas ekstraktina karsi koyunda frettikleri antiserumlan
kullanarak gelistirdikleri kompetatif ELISA ile 70, 100 ve 120°C' lerde 30 dakika
stireyle 1sitilan si1gir eti igerisinde % 1'lik, koyun eti igerisinde % 0,5' lik domuz
eti kansimin tesbit etmislerdir. Yapilan kross reaksiyqn tesbitleri sonucunda
hatah pozitiflik ya da negatifliin % 5'i gegmedigini bildirmislerdir.

Berger ve arkadaslan (12), dondurulmus ve konserve edilmis iirtinlerde
domuz ve kanatl etlerinin identifikasyonunda ELISA kullanmuslardir.

Et tirlerinin identifikasyonunun disinda Griffiths ve Billington (27),
indirek ELISA ile Beef joint ve model mixtures. et lranlerinde sigir eti
miktarlannm kantitatif olarak tayinini, Hitchcock ve arkadaslan (32) ile Olsman
ve arkadaglan (56) ise etlerdeki soya proteini gibi bitkisei proteinlerin teghisini
arastirmuslardir. Griffiths ve Billington (27), arastirmalarinda olumlu sonuclar
alamamuglar, bunun nedenini ise antiserum elde etmek icin kullandiklar kan

serumuna baglamiglardir.

Ulkemizde ise et tirlerinin ayrmu ile ilgili ik caligma, 1959 yilinda
Omurtag tarafindan (57), salam ve sosislerde presipifasyon testi ve glikojen
miktan tayini ile at etinin aynilmasi konusunda yapilmigtir., Arastirnici ¢ahs-
masinda glikojen miktan tayini ile at etinin ayirt edilemeyecegini bildirmigtir.

Berkmen ve Demirer (14), ¢calismalaninda deve antijenine kars: antiserum
elde etmisler ve bu presipitan serumu sigir, koyun, keci, at, képek, kedi, tavsan,
kobay kan ‘serumlan ve et maserasyonlan ile Uhlenhut metodu dahilinde
karsilagtirrmuglar ve bu tirler ile herhangi bir reaksiyon olusturmadiim
bildirmiglerdir. Deve antijeninin difer hayvanlarin presipitan serumlar1 ile
reaksiyon vermemesini deve antijenine has bir 6zellik olarak tamimlamiglardir.
Yine Berkmeén ve Demirer (15), sifir ve manda etlerini, Demirer (17), koyun ve
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keci etlerini presipitasyon metodlan ile aywrt edilmeleri iizerine yaptiklan
cahsmalarinda, nativ presipitan serumlarla sigir ve manda etlerinin Uhlenhut
metodu -ile koyun ve kegi etlerinin thpte presipitasyon ve agar jel
immundiffuzyon testleri ile ayrnilmadigim ancak saturasyon yoluyla elde ettikleri
spesifik -antiserumlarla iki tirt birbirlerinden ayimamn miimkiin oldugunu
bildirmislerdir.

Et tlrlerinin  belirlenmesinde son yillarda rutin olarak daha c¢ok
kullanilmaya baslanan ELISA'min oldukga fazla duyarhlhiga sahip olmasi, genetik
olarak birbirine yakin hayvan tir etlerinin (at eti icerisinde esek, koyun eti
icerisinde kegi etinin % 0,1 lik kansmmi, sifir eti igerisinde % 1'lik bufalo etini
(61)) tesbit edilebilmesi (11,20,27,39,59,62,74), yag oram yiiksek (61,62) ve ¢ok
farkh et kaﬁsunlan iceren drneklerde uygulanabilmesi (62), izl (30 dakika-2
saat), pratik ve giivenilir (11,20,27,53,61,62,74) olmasi 6zellikleri ile Ouctherlony
ve elektroforetik metodlara kars: tstiinlitk gdstermektedir. Yine ELISA ile
donduruimus (61) ve 1s1 islemi gormiis trtinlerdeki distik diizeylerdeki yabanc:
etlerin saptanmas: da miimkiin olmaktadr.

ELISA'da saflaghnlmis antiserum kullamilmas: nedeniyle kross
reaksiyonlanin ¢ok az olmasi, az miktarda antikora gereksinim duymas: ve
boylelikle oldukea fazla numune iglenebilmesi ve dolayisiyla giincel sorunlardan
biri olan maliyetin diigiik olmas: yine diger metodlardan fistiin taraflandir
(27,39,563,61,62,73,74).

Ornek hazirlama isinin daha basit olmasi, sonucun gézle ya da basit
araclarla {spekirofotometre) okunabilmesi, difer ydntemlerdeki gibi uzman veya
fazla sayida personele gereksinim duymamas: (60,74), test sonuglanmn testi
yapan léisiye gore degismemesi (73), sistemin otomatik hale getirilebilmesi
(11,20,53,60,74) gibi o6zellikkleri de ELISA'nin laboratuvarlara uygulanmas:
kolayligim saglamaktadir.
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ELISA' nin diger metodlara kars: bu istiin taraflan yamnda, ¢ok ytiksek
duyarlilifa sahip olmasi (1), kesin sonucu s8ylemek icin monospesifik antiserum
kullanrha zoruhlulugu (29,42,61,73,74), antiserumlann duyarli ve monospesifik
hale getfrilmesinin pahali ve ¢ok zaman gerektiren bir is olmasi (61,73,74),
. sistemin yerlestirﬂmemis oldugu tilkelerde pahali olugu dezavantajl yénleridir.

Aragtirmacilar diagnozun daha duyarh ve daha pratik hale getirilebilmesi
icin direkt,indirekt, kompetatif ELISA tekniklerini gelistirmiglerdir (75).

2.2.6.4.1. Kompetatif direkt ELISA

Kompetatif ELISA, numunede var oldugu distiniilen antijenin
saptanmasi ve 8l¢iilmesini ortaya koymay:1 amaglayan bir yéntemdir. Spesifik
antijene karsi1 bilinen standart antijen ile test antijeninin yanstinlmas:
prensibine dayarur. Bu testin direkt ve indirekt olmak tizere iki uygulama sekli
vardir. Kompetatif indirekt ELISA'da izlenen basamaklar Sekil-2.3'de
gosterilniektedir.

Sekil-2.3: Kompetatif direkt ELISA
1- Antikorlar plakaya adsorbe edilir.

Inkubasyon, Yikama ' ’
L A/

2- Enzim isaretli antijen (A} tle

’ numune antijen (B) flave edilir ]

e P
Ny aol

Inkubasyon, Yikama -

2 1 an 1
3- Substrat llave edilir o n2in. ] Lo 0. B

oo,:_”':: o.l.:l" s

N ¥
- ! L™ MW

Inkubasyon, Yikama

4- Okuma
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Test sonunda olusan renk, ortamdaki enzim.isaretli antijenin miktan ile
orantili olarak degisir. Yani numunedeki antijen miktan ne kadar ¢ok olursa
mikroplakaya kaplanmus antikorlarla birlesen enzim igaretli antijen (konjugat)
miktar1 da o kadar az olur.. Ve-bu durumda substrat-flavesinden sonra numunes

deki antijenin miktarina bagh olarak renk olugmaz.
2;.‘2.6.4.2.Kompetatif indirekt ELISA
Su basamaklar izlenir (Sekil-2.4).
-$ekil-2.4: Kompetatif indirekt ELISA
1- Spesifik antijenler plakaya adsorbe edilir

Inkubasyon, Yikama @

2- Spesifik antikor ve test numuneleri ilave edilir

e A
-l [0Z

Inkubasyon, Yikama @ %
3- Enzim isaretli antikor (Konjugat) ilave edilir [;r:] : %FX A
~ Ty

Inkubasyon, Yikama ) __%_1 %

4- Substrat lave edilir e

2 I B

é- Okuma -—%_. %

Test materyalindeki antijen miktan ne kadar g¢ok olursa mikroplakaya
kaplanmis antijenlerle birlesen antikorlar o oranda az olur, Enzim isaretli
antikorlarda mikroplakaya az baglanacagindan substrat ilavesinde renk olusu-

mu gﬁrﬁimez.
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2.3. ELISA Tekniginde Kullamilan Malzemeier
2.3.1. Solid faz (Tasgiyic1 yiizeyler)

Solid-faz immunassay da prensip, kullanilan ilk reaktantn (antijen veya . .
antikor) solid faza baglanmasi ve izleyen reaktantlarinda birbirlerine
baglanarak bir blok olugturmasidir (1).

éenelde solid faz, immunosorbent o6zellifine sahip maddeler olarak
tanumlamr,  Polystren, plastik, mikro kristalin cam, silikon, dekstran
immunolojik reaksiyon gosterebilen maddelerdir. Fakat bu amag icin daha ¢ok
polystren, polyproplen ve polyvinly'den yapilan mikroplakalar kullamlir. Bu
maddelere immunoadsorbent dzellikler kazandirmak ig¢in érnegin polystren énce
nitratlan;f ve ondan sonra polysosiyanat polystrene dénfistlirmek icin diazotize
edilebilen polyaminopolystrene rediklenir. Bdylece izosiyonat gruplan ile
reaksiyona girebilen diazo gruplan olusturulur ve bu gruplar da proteinleri
baglama yetenegine sahiptirler (3,64).

2.3.2. Antijenler (Test 6rnekleri)

Yﬁksek molekiil agirhklh antijenlerin kullanmlmasinda non-spesifik
reaksiyon olusumu daha ¢ok gozlenir. Bu nedenle bdyle materyaller tween iceren
fosfat buffer salin (PBS) ile sulandinimalan gei'ekir. Bununla béraber
non-spesifik reaksiyonlarin énlenmest i¢in heterolog proteinler (drnegin albumin,
yagsiz siit tozu proteini, jelatin gibi) kullanilabilir. ELISA'da efer test 6rnekleri
solid faza kaplanmig iseler aranan komponentler disinda reaksiyon verebilen
diger maddeler de solid faza baglarrlar.
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2.3.3. Antikorlar

ELISA ¢ok duyarl oldugundan non-spesifik reaksiyonlarin olusumunu
dnlemek i¢in antikorlarin ¢ok spesifik olmasi gereklidir. Bu ytlizden monoklonal
- antikor veya affinite kromatografi ile saflagtinlriug antikorlar kullarlir (1):

2.3.4. Konjugat (Enzim igaretli antijen veya antikor)

Enzimin, antikor yada antijene baglanmasi ile elde edilmistir. 1k kez
1930 da Renner ve 1933 de Heidelberger, doku ve hiicrelerdeki antijeni goriiniir
hale getirmek i¢in isaretli antikorlarin kullanilabilecegi fikrini savunmuglardir.
Antikor ya da antijenin enzimlerle isaretlenmesi ise 1961 yiinda Nakane ve
Pierce térafmdan ortaya konmustur (55,64). ELISA'da kullanilan enzimlerin
baghcalan glukoz, glukoamilaz, laktoperoksidaz, riboniikleaz ve tirosinazdir.
Ucuz ve konjugasyonu kolay olmasi nedeniyle alkalen fosfataz ve horsera-
dischperoksidaz en fazla tercih edilenidir. Peroksidaz ELISA'da oldukc¢a yaygin
kullanilan 40.000 molekiil agirhgnda bir hemogluko proteindir. Alkalen fosfataz
ise  100.000 molekiil agrhgnda bir enzimdir. Peroksidaz enziminin alkalen
fosfataza karsi; konjugat spesifitesinin ¢ok genis olmasi, fiyatimin ucuz olmas:,
bazi sub§h'aﬂarla cok koyu renk olusturmasi nedeniyle gbézle okunabilmesi gibi
ustiin yar;lan vardir. Peroksidaz kullammndaki bashca sakinca ise spesifik
substratlarmin kanserojen Ozelliklere sahip olmasidir. Oysa alkalen fosfatazin
spesifik substrati olan p-nitrofenilfosfat (p-NPP) ise toksik etkiye sahip degildir
(64).

2.3.5. Substrat

Enzimle reaksiyona girerek immun kompleksin varhigimm ortaya koyan
maddelerdir. Enzim-substrat reaksiyonu ortamdaki enzim miktarma baghdir.
Tek bir .alkalen fosfataz veya horseradisch peroksidaz enzim molekiila, 1
dakikada substratin 100.000 molekiila ile reaksiyona girerek gozle goriilebilen
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-

bir drfin olusturmaktadir. Bu biiytitme ¢ok kﬁcﬁk antijen miktarlarimn
Olciimiinii bile saglar. Reaksiyon sonucunda antijen ya da antikor miktan,
olusan rengin kontrol ile karsilagtinimas: sonucunda gozle degerlendirilir ya da
fotokolorimetreyle 8l¢tiltir. Bu yilizden kullanilan substratin reaksiyon sonucu
olusturdugu renk &nemlidir. Ornegin p-NPP acik san renkli wrin
olusturdugundan gozle deperlendirmede zorluk yaratmaktadir. Peroksidaza
spesifik reaksiyon veren substratlar ise daha koiru renkli drinler olustur-
maktadirlar.

Sﬁbstratlar her enzimle baglanabilme 8zelligine sahip degillerdir. Daha
once de belirtilmis oldugu gibi alkalen fosfataza kars: spesifik substrat p-NPP
olduu halde peroksidaz enzimi ortho-fenilfosfat, ortho-fenildiamin (OPD)
(portakal éansﬂ, O-dianisidin (pembe), Orthotolidin (mavi), sodyum perborat
(yesil) ve 5-aminosalisilik asit (kahverengi) ile reaksiyon olusturur. Peroksidaza
spesifik olan substratlar birbirleriyle kargilagstinldiginda en duyarh olani ise OPD'
dir (64).

2.3.6. Yikama basamaklar

Bir basamaktan digerine gecerken kullanihir. Mikroplaka bosaltildiktan
sonra tween igeren PBS soltisyon ile 4-5 kez yikamr ve kurutulur., Yikamamn
dikkatle yapilmasi non-spesifik reaksiyonlann énlenmesi bakimindan énemlidir
(1).

2.3.7. Durdurucu reaktif

Enzim substrat reaksiyonu substratin ilavesinden bir siire sonra
durdurulur. Bu amagla p-NPP i¢in 1N NaOH, peroksidaza spesifik substratlarda
ise % 12,5 luk HySO4 kullaruhr (1).
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OKUMA: Enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan renk goéz ya da
fotokolorimetre ile &l¢ililerek degerlendirilir. Goézle degerlendirmede, sonuglar
kontrolle karsilastinilarak "pozitif' ya da "negatif” éeklinde belirtilir.  Test
materyalinin dilusyonlan kullamlmug ise, en son renk degisiminin oldugu
sulandirma, o test materyalinin sonucunu ifade eder. Fotokolorimetrik
degerlendirmede, mikroplaka maximal absorbans degerine ayarlanmmsg
spekh'ofdtometreye yerlestirilerek okuma yapihr. Maksimal absorbans degeri
p-NPP i¢in 405 nm, peroksidaza spesifik substratlar igin 492 nm'dir (1,5).

2.4. Affinite Kromatografi (immunoadsorbant kromatografi=iAC)

Affinite kromatografi metodunda proteinlér, adsorbe edebilen maddeler
kullamlarak separe edilmektedir. Bu prensip altinda antikorlar, solid faza
baglanmrs spesifik antijenlerle reaksiyona sokarak, 6zgiil antikorlarimu diger
serum proteinlerinden ayirmak mimkiindir (Sekil-2.5).

Seluloz, sefaroz ve agar gibi solid faz olarak kullarulan maddeler ilk énce
p-aminofenil-azo -p-fenilarsonik asit ile (veya p-nitrobenzil klorid, karbomid gibi
maddeler) isleme sokularak, proteinlerle birlegsebilecek Ozelige sahip diazo
gruplar olusturulur. Bu diazo bag ile antijenler solid faza baglamr. Antikorlar
bu kompleks ile reaksiyona sokularak saflastinlir (3,22).

Seluloz, sefaroz gibi polimerlere baglanmus antijenlerle antikorlarn
izolasyonu i¢in kolon teknigi kullamldiginda islem 6nemli derecede otomatiklegir
ve kolonlardan fraksiyonlar halinde kolayhkla yiiksek konsantreli antikorlar elde
edilir(3.4}. Poliklonal 8zellik tasiyan bir antiserum, immunoadsorbent iceren bir
kolondan gecirildiginde, immunoadsorbente baglanmis antijene spesifik
antikorlar kolon iginde kalirken, disan ¢ikan fraksiyonlarda sadece heterolog
antikorlar bulunur. Daha sonra pH's: 2,5-3,0 olan soliisyonlarin kullarmlmas: ile
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$ekil-2.5: Affinite kromatografinin prensibi

baglanmus antikorlar dissosiye edilir. Kolondan ince tiplerle (tubing) disan
alinan tampon i¢indeki antikorlar, numune toplayicis: olan kollektdr yardimiyla
otomatik olarak tiplerde belli hacimlerde toplanabilirler. Numune toplayicisina
baglanmis bir spektofotometre ve kayit aleti ile kolondan ¢ikan antikorlann
hangi ttplerde toplandig, kayit aletinin ¢izdigi egrilerdén bulunabilir.

Immunoadsorbentlerle izole edilen antikor preperatlan, yiiksek derecede
safhfa sahiptirler. Antikorlann immunolojik aktivitelerl ekstraksiyon sirasinda
azalmamaktadir (3).

2.4.1. Affinite kromatografide kullamilan malzemeler

2.4.1.1. Fraksiyon kollektér

Kolon kromatografi sisteminin bir parcas: olan "Fraction Collector "
(aynlan antiserumun fraksiyonlanm toplayan alet) biitiin sistemin beynini
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olusturmaktadir (Resim-1). Fraksiyon kollekiérde bulunan bilgisayara zaman,
miktar, ilpsayis1 ve bosa akitma gibi degisik veriler yiklenebilmektedir.
Peristaltﬂ:c pompa ve rekorder ile baglantilann sayesinde sistemi tekelden
yonetmek mimkindur (7).

2.4.1.2. Peristaltik pompa

Kolondaki akig zim ayarlayan Peristalttk pompa bagmsiz ya da
fraksiyon kollektérde bulunan bilgisayar ydnetimine bagh olarak
cahsabilmektedir. Sy leri ve geri hareket ettirme yetenegine sahip olan

pompanin, ¢ahstinlmadan 8nce usuliine uygun olarak kalibre edilmesi gerekir
(Resim-2) (7). '

2.4.1.3. Rekorder

Bagimsiz olarak caligabildigi gibi fraksiyon kollektdr ydénetiminde de
islevini sfirdiirebilmektedir. U.V. Monitdr serum proteinlerine ait piklerin ortaya
¢ikmasm saglar. Cift kalemli olup kalemlerden birisi tiip sayisim belirler, digeri
ise pikleri ¢izer (Resim-3) (7).

2.4.1.4. UV Monitor

Aynmu yapilan numunenin absorbansim 8lger ve rekorder de piklerin
olusmasi saglar. 280 nm olan UV filtresi mevcuttur (Resim-4) (7).

2.4.1.5. Kolonlar

Calismamnn 6zelligine gbre degisik cap ve uzunluktaki kolonlar kullanihr.



27
2.4.1.6. Sefaroz

Poligalaktopiranoz yapisinda bir polisakkarit olan sefaroz agardan
tretilir. Igerdigl D-galaktoz ve 3-6 anhidro-1-1 galaktoz {initelerinin zincir
seklinde olmasi nedeniyle lineer bir polisakkarit yap: gésterir (Sekil-2.6).

Polisakkarit zincirinde fazla miktarda bulunan hidroksil gruplan
nedeniyle yiiksek derecede hidrofilik ézellige sahiptir. Bu nedenle sefaroz su icine
konulduéﬁ zaman partiktilleri i¢ine su dolarak genisler.ve biyir.

Sefarozun baplama kapasitesini arttirmak i¢in Cyanobromiir (CNBr) ile
aktif hale getirilmektedir (16,51). CNBr ile aktive edilmis sefaroz tizerindeki -OH
gruplan iiganﬂann baglanma yerleridir. CNBr-aktive edilmis sefaroz 4B, biyolojik
aktif maddelerin immobilizasyonu i¢in miikemmel bir yataktir.

Agarose
CH,OH °
(o)
g
\ o) HO o
HO o
D-galactose 3-6 anhydro

L-galactose

Sekil-2.6: Agar jelin yapisi
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Sefaroz jelleri tiim sm1 Itamponlarma uygundur. 95°lik alkol ve ytiksek
tuz konsantrasyonlarindan etkilenmez, pH 4-10 arasinda tamamen stabil ve
0-30 °C'ler arasinda islevsel ozelliklerini kaybetmezler. 30°C'nin tizerindeki
isilarda yumusgar, 0°C'nin altinda ise kollabe olurlar. Su ile jelin sisirilmest
swrasinda elektrostatik giiclere bagh olarak jel tanecileleri birbirine yapigabilir. Bu
yiizden zayif tuz soliisyonu igerisinde sisirilmesi tercth edilir. Tam jel tipleri hizla
sigser ancak dengeye ulasmak i¢in belirli bir zaman ahrlar (3,4,22).
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Resim-2.3: Rekorder

Resim-2.4: UV Monitér

SINGLE PATH MONITOR UV-1 Optical Unit

Control Unit
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3.MATERYAL ve METOD

Materyal olarak igerisinde % 1, 3, 5, 10 ve 15 oranlarinda domuz ve at
‘etl kanstinlarak hazirlannms deneysel Tirk fermente sucuklar (19)
kullamlmstir. Sucuklarda kullamilan domuz eti; kirstimiize muayene igin
getirilen - yabani domuz etlerinden, at eti; patoloji kiirsiimiiziin otopsi
salonundan sigir eti; Altindag Belediyesi Et Satis Merkezinden temin edilmistir.
Herbir karisim i¢in 0.5'er Kg sucuk hamuru hazirlanmig ve sucuk yapim iki kez
tekrar edilmistir.

ELISA'da kullanilan antiserumlar ise tarafimizca deney hayvanlarnindan
dretilmistir. Tiire 8zgli domuz, at ve sifir mﬁserunﬂmn uretimi, Ayob ve
arkadaslan (11), Herbert (30), Minden ve Fair'in (54) énerilerine gore Yeni Zeland
tavsanlara kristal albuminlerin enjeksiyonu ile 8nce ham antiserumlar elde
edilmis sonra da adsorbert madde olarak CNBr aktiveli sepharoz 4B nin
kullamldig affinite kromatografide 4,41) saflagtinlmigtir.

Sifir etinden yapilmug sucuklardaki at ve domuz etlerinin varhg: Ayob ve
arkadaslannmn (11), énerdigi indirekt kompetatif ELISA {le aranmustir. ELISA
icin sucuk numunesi ekstraktlan ise Patterson ve arkadaslanmn (62), bildirdigi
sekilde hazirlanmstir.

3.1. Deneysel Sucuk Numunelerinin Yapilmasi
Bu amagcla;

-Uygun kalitede sigir, domuz, at eti ve sifir bobrek yag
-Sucuk kilifi ve baharatlar
(Sarimsak, krmiz biber, karabiber, kimyon) .

-Katki maddeleri (Tuz, seker, glikoz, nitrat)
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-Sucuk yapim ic¢in gerekli aletler (Kuter, doldurma makinasi, atmosfer
cihazi ve kesim aletleri. Anabilim Dalimz Et Unitesinden saglanmstir).
kullanilmigtar.

Sigir etinden hazirlanan sucuk-hamuruna % 1,3,5,10,15 oranlarinda
domuz ve at eti kangtinlarak 0,5'er kg sucuk yapildi. Kontrol gruplan icin de
aynica domugz, at ve sifiir etlerinden de 0,5'er kg sucuk yapildi.

Asagida bildirilen kansima gére hazirlanan sucuk hamuru barsaklara
doldurulduktan sonra 20 °C'de 1.giin % 100, 2.3. gtin % 95, 4.gtin % 90, 5.glin
% 85, 6.gin % 80 ve 7.gin % 75 rutubette olgunlastinildi ve daha sonra
deneylerde kullamlmak tizere buzdolabinda muhafazaya alindi.

Sucuk hamurunun karisim

7 U 425 gr
BObrek yagl ...cocoveviienns vevieveninenanniees 75 gr -
Sanmsak (konsantre)..... ccccceeeeveeees oo, 3gr
Rirmuzi DiDEr....c.ocovvemienirniniiierennnns oo 2,5gr
Karabiber.....ccccur vorvnieiieennniinenns vineees 2,5gr
161 8917(0) o U U 5¢gr
TUZ «evvvenereinennesnrronsossresesssossasass seanns 2,5gr
Nitrat...ccoveveeeinnns covercernernniosineneneanees % 0,02
GHKOZ ...vvvvinniinniinniiierirrcneansieesennens 1,25 gr
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Domuz ve at eti kanisimlar: % 1 (420 gr s1gir eti+ 5 gr domuz veya at eti),
% 3 (410 gr s1gir eti+15 gr domuz veya at eti), % 5 (400 gr sifir eti + 25 gr domuz
veya at eti), % 10 (375 gr sifir eti+50 gr domuz veya. at eti), %15 (350 gr sigir
eti+75 gr domuz veya at eti) olarak hazirlanmugtr.

3.1. Antiserumlarnn Elde Edilmesi

Gerekli Materyaller ‘

-Tavsan (Beyaz Yeni Zeland, 14 haftalik, 3,5 l£g afirhfinda)

-Kristal serum albuminler (Domuz serum aJi;umini Sigma A-2764, Sigir
serum albumini Sigma A-8022, At serum albumini Sigma 9888)
-Freund's complete adjuvant, Sigma F-5881

-Freund's incomplete adjuvant, Sigma F-5506

-0,15 M NaCl ¢ozeltisi

Tavsanlardan antiserum elde etmek ic¢in ikiserli {ic deney grubu
olugturuldu. Birinci grupdaki tavsanlann herbirine 5 mg domuz, ikinci grupdaki
tavsanlann herbirine 5 mg at, tiglinci gruptaki tavsanlarin herbirine 5 mg sigir
antijeni énjekte edildi. Omegin birinci gruptaki tavsanlarin enjeksiyonu icin 10
mg domuz antijeni 2 ml 0,5 M NaClln igerisinde emiilsifiye edildi. Bu
emulsifiiyon 2 ml Freund's complete adjuvantla enjéktbr icerisinde kanstinld.
Toplam 4 ml emiilsifiyenin 2 ml'si bir tavsana, 2 ml'st diger tavsana enjekte
edildi. Enjeksiyon tavsanlara 4 yerinden 0,5 ml intramuskular olarak uyguland.
At ve sifir antijenleri de aym sekilde hazirlanarak diger gruptaki tavsanlara
enjekte edildi.

Immunizasyona 4. 8. ve 12. haftalarda aym islemler tekrarlanarak
devam edildi. Yanhz bu enjeksiyonlarda antijenler Freund's incomplete adjuvanti
ile emiilsifiye edilerek hazirlandi. Her enjeksiyondan 10 giin sonra tavsanlardan
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intrakardial olarak teknigine uygun bir sekilde 10 ml kan ahmp antikor titreleri
oletildii. 12, hafta enjeksiyonu sonunda istenilen Siﬁzeyde antikor titresi elde
edilemedigi icin 16. hafta enjeksiyonlan yapildi. Bu enjeksiyondan sonra yeterli
dizeyde antikor titreleri olugtugu saptamnca aym giin tavsanlardan intrakardial
olarak yaklasik 25 ml kan alnarak immunizasyon islemine son verildi. Bu
kanlar genig ttpler icerisine bosaltilarak yaklasik 1-2 saat ortam isisinda
bekletildi. Sonra, tiipler ¢izildi ve buzdolabinda (+4° C) bir gece bekletilerek
serumlar: ‘ayngtirildi, Aynlan serumlar 5 ml'lik tiiplere alinarak 2500 x g.
devirde +4° C de 30 dakika santrifiyj edildi. Santrifiijden sonra serumun {ist
kism bagka ttiplere alinarak agz1 kapatilip -20° C de muhafazaya alindi.

3.3. Antikor titrelerinin 6lciilmesi

Gerekli Malzeme
-Durheim tipleri
-Pastoér pipetleri

-Domuz, at ve si1fir antiserumlarn ile kan serumlan

7 adet tipln ilk Ggtine 9'ar, daha sonraki 4 tlipe de 5'er ml serum
fizyolojik kondu. Birinci tiipe 1 ml domuz kan serumu konarak 1/10'Tuk
dilusyon;,l' yapildi.. Bundan 1/100, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000 ve
1/10000luk dilusyonlar hazirland: (Sekil-3.1).

Daha sonra bu dilusyonlardan durheim ttiplerine (yaklasik tiipiin 1/3
ne kadar) kondu.  Uzerlerine konulan dilusyon smlan kadar domuz
antisecrumundan ilave edildi. Yanhz durheim tiiplerine antiserum koyarken
pastdr pipetlerinin ucu tipiin dibine kadar batmldl. ve yava§ yavas birakildi.
Antiserumu  koyarken dilusyon smvis1 le antiserumlarin  birbirlerine
kangmamasina dikkat edildi. Daha sonra tiipler 37° C'de 20 dakika inkubasyona
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$ekil-3.1: Serum dilusyonlarimin hazirlanmasi

brrakildi. 20 dakikanmn sonunda tipler siyah bir fon dniinde degerlendirildi.
Antiserumlar ile dﬂusyon sivis1 tabakasi arasinda belirgin grli bulanik halka
olusan en son dilusyon, o antikorun titresi olarak kabul edildi. Aym islem
tavsanlardan elde edilen at ve sigir antiserumlan i¢inde yapilds.

-

Antikor titrelerinin tayini her immunizasyondan 10 giin sonra alinan
biitiin kan drneklerinde yapildi. Antiserumlarin antikor titreleri Tablo-3.1 de
gosterilmistir.

3.4. Tiire Ozgii Antiserumlann Elde Edilmesi

3.4.1. immunoadsorbant jel siispansiyonlarnin hazirlanmas:
Kullarulan Soltisyonlar

- 1 mM HC] ¢dzeltisi

(1 mM HCI asit hazirlamak i¢in 36,47/1,19x0,367=83,5 ml/: 1000=0.00835 ml HCl
almip litreye tamamlanmr.)



Tablo-3. 1: Antiserumlarin antikdr titreleri
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Tavsan Antikor Titreleri
Enjeksiyon KODLAMA | 1710 | 1/100| 1/1000| 1/2000 | 174000 | 1/8000 | 1710000 | Titreler
ISir(=) + + - - - - | 1/1000
Isigr () Y A|PI|L M A D1 Y
I Hafta IDomuz(= |T{ TRASYON VERMED TV
1 Domuz () Y AlP 1L M A DI Y
1At (=)
U I A I > B R I
1At () Y AIPIILMADI Y
1 Siprr (=) + + + ® _ - - | 1/2000
- Isgr () TITRAISYON VERMED1! | TV
4 Hafta Elgomzzz ::)) + + + @ _ - _ 1/2000
omuz (- - - 1/2000
+ |+ | +| ©] - !
1 At (=) T _ _ | 174000
IAtQ | ® 1/4000
+ + i + ® i F
I Sifir () + + + + + @ 1/10.000
1 Sigir () A - + + + - 1/8000
8.Hafia m meuz = + + + @ - i e 1/2000
Il Domuz (-) - - 1/2000
. + |+ | +| ® -
B + + | + | + | + + | @ | 110000
Il At (-) o o + + + ® - 1/8000
IV Sigir (<) + |+
voemze | T | Y|t ® | - | uexo
12.Hafta + + + + ® - - 1/4000
IV Domuz (-)
+ + + + 1 ® - - | 174000
IV At ()
VAL + + + + + @ - 1/8000
+ + + + + @ - 1/8000
V Sigir (=)
Verd + + + + + + | ® | 1710000
voomzw | * + + + + + | @ | 1710000
' Sl |+ |+ F] Y] @] - | wso0
16.Hafta V Domuz (-)
VAt () + |+ |+ |t F | @ - | w800
vALQ + + + + + + @ | 1/10.000
+ + + + | + + | @ | 1710000
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- Kaplayic soliisyon (0,1 M NaHCOg; 0,5 M NaCl pH:8,3)

(8,401 gr NaHCOg4 ve 29,225 gr NaCl tartihp balon joje igerisinde distile suda eritilip

litreye tamamlanir. Litreye tamamlanmadan 8nce 0,1 M asit veya alkali ile pH's1 8,3'e ayarlanir.)
- 0,1 M Tris-HCI soliisyonu pH:8,0

(12,114 gr Tris 800 ml distile suda iyice eritilir. 1 M HCI asit ile pH s1 8,0'e ayarlanir.

Distile su ile litreye tamamlanarak +4°C de muhafaza edilir.)
-'0,1 M Sodyum kloriirlii asetat soltisyonu pH: 4,0

(8,203 gr Na-Asetat, 29,229 gr NaCl balon jojeye tartlhp' yaklagik 800 ml distile suda

eritilir. 0,1 M HCl ile pH's1 4,0 e ayarlanarak litreye tamamlamr.) -
- 0,1 M Sodyum klortirlti Tris soltisyonu pH:8,0

(12,114 gr Tris 29,229 gr NaCl balon joje i¢inde yaklagik 800 ml distile su ile eritilir. pH's1

0,1 M HCl asit ile 8,0'e ayarlamp litreye tamamlanir. +4°C de muhafaza edilir.)
- CNBr-aktiveli sefaroz 4B (Pharmacia 52-1153-00 )

- Domuz, at ve si@ir kristal albuminleri

Her kolon i¢in 3 gr liyofilize CNBr- aktiveli sefaroz 4B, 250 ml lik
beherglas icerisine tartild: ve tizerine 1 mM HCI asitten 50 ml konarak yaklagik 5
dakika siispanse edildi. Bu jel 3 nolu cam filtre igerisine aktanlarak 1 mM HCl
asit ¢bzeltisi ile 15 dakika kadar yikandi. Yikama sirasinda her gr sefaroz icin
200 ml 1 mM HCI asit ¢ozeltisi kullarnldi. Yikama isleminden sonra jel yine
beherglas i¢ine alindi. Diger taraftan her ml jel i¢in 5-10 mg domuz antijeni 15
ml kaplaylcx soltisyon igerisinde ¢dziindiiriildti. Bu ¢6zelti daha énce hazirlanan
jel halindeki CNBr- aktiveli sefaroz 4B tizerine eklenerek kanstinildi. Kanstirma
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islemi oda 1sisinda schaeker tizerinde 2 saat stirdtiriildii. Bu zaman sonunda jel
tekrar cam filtre igine a.hnarak baglanmayan antijenler vakum altinda kaplayici
soliisyon ile ytkanarak uzaklastinld: (Resim-3.1). Yikamadan sonra geri kalan
aktif gruplar 0,1 M Tris HCI (pH:8,0) ¢dzeltisi ile vakum altinda oda 1sisinda 2
saat yikandi. Daha sonra jel 100 er ml 0,1 M Asetat ve 0,1 M Tris ¢0zeltisi ile
yikandh. Asetat ve tris ¢ozeltileri ile jelin yikanma islemi 2 kez daha tekrarland.
Aym sekilde at ve sifir antijenleri de CNBr-aktiveli sefaroz 4B ile birlestirilerek

hazirlandi. Hazirlanan tirtinler kolonlara dolduruldu.
3.4.2. Kolonlann doldurulmas:
Gerekli Malzeme

- Domuz, at, sifir antijenleri ile birlestirilmis CNBr-sefaroz 4B jel

stispansiyonlarn

- 10 ml kapasiteli kolonlar ve aksesuarlarn (Pharmacia 19-5002-01
Column C 10/20)

- Phosphat buffer saline (PBS) pH:7,2

(8.75 gr NaCl (0.15 M) ile 3.58 gr Na,HPO, (0.01 M) bir litre distile suda eritilerek A
solusyonu hazirlanir. 4.36 gr NaCl (0.15 M) le 0.69 gr NaH,PO, (0.01 M) 500'ml distile suda
eritilerek B soltisyonu hazirlanir. Daha sonra 500 mllik B ¢6zeltisi bir litrelik A ¢bzeltisine yavag

yavag aktanlarak pH'si 7,2 ye ayarlamyr).

Domuz, at, si\fir antijenleri ile birlestirilmis CNBr- sefaroz 4B jel
stispansiyonlan tizerine 1 ml PBS soliisyonu konarak jeller sulandirildi. Ucu
kirik bir pipet yardimyla jellerin tamam ayr ayn kolonlara aktarildi. Kolonlar
10 ml kapasite ¢izgisine kadar PBS ile tamamianarak dengelendi ve +4° C de bir
gece bekletilerek jelin tamamen ¢O8kmesi saglandi ve béylece kolonlar
saflagtirmaya hazir hale getirilmis oldu. (Resim-3.3)
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3.4.3. Antiserumlann saflagtinimas:

Gerekli Malzeme

- Dializ torbas: (Sigma 250 -9U)

- Polyethene Tubing (Pharmacia 2030-930)
- Jel ile doldurulmus kolonlar

- ﬁomm, at, sifir antiserumlan

- +4° C'lik sogutmal santrifiyj

- Phosphat buffer saline (PBS) pH: 7.2
- Glisin-HCl soliisyonu pH: 2,5

(7.51gr glisin 800 ml distile suda eritilir. 1 M HCI asit ile pH's1 2,5 ayarlamr. Distile su
ile litreye tamamamlanir +4° C de saklanir.)

- 1 M Tris-HCI pH: 8,6

(121, 14 gr Tris 800 ml distile suda iyice eritilir. 1 M HCI asit ile pH's1 8,6'ya ayarlanir ve
litreye tamamlanir. +4°C de saklanir.)

Affinite kromatografi ydntemiyle antiserumlarn saflagtirilmas: igleminde
ilk ig sistemin kurulmasi oldu.

1.10 ml kapasiteli jellerle dolu olan kolonlar kullanilarak diizenek
kuruldu (Resim-3.4).

2.Peristaltik pompanm kalibrasyonu 15. ml/saat olacak sgekilde

ayarlandi.

38.Bunu takiben UV spektrofotometre, rekorder ve fraksiyon kollektériin

o6nce ayarlarimin sifirlanmasi yapildi ve daha sonra spektrofotometre 280 nm,
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rekorder mV'u 50'ye, hiz1 2 cm/dakikaya, fraksiyon kollektér ise tiiplere 5' er ml
serum toplayacak sekilde ayarlandi (Resim-3.2).

4.Kolonlarin c¢evresinde +4° Clik su dolagtiracak sofutma sistemi
cahstinldi. .

B.Jel ile dolu olan kolonlar tubing sistemiyle birbirlerine seri bagland: ve
kolonlar-dengelendi. Sistemin son kez gerekli ayarlamalan yapilarak saflagtir-
ma islemine hazr hale getirildi. ’

6.Kolonun reservuarmna 4 ml PBS konarak sistemin ¢ahsmas: kontrol

edildi.

Domuz antiserumunu saflaghirmak i¢in at ve siir albuminleri igeren
kolonlar birbirine tubinglerle seri paralel olarak bagland: (Sekil-3.2).

ol SIGR "
M 3
Ornegin T i '
Domuz G e <l - e
! e o"-‘ (o :‘—-:
Antiserumy  [E% -8 AoQ = %
Po © Frasis .2 -
Do C CSs 2% L8
b %e e &3 £
ov - o
Fo © Ccc °°9
cOc °ce X
Ogn A . - K
29¢c ot
4 Y4 e
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Sekil-3.2: Affinite kromatografide kolon dtizenegi

Domuz antiserumundan 4 ml birinci kolonun tist kistmunda bulunan

reservuara konarak peristaltik pompa 15 ml/saat hizla ¢alistinldi (Resim-3.5).
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Bu sirkulasyon 48 saat boyunca devam ettirildi. 48 saat sonunda domuz
antiserumu, domuz antijeni igeren kolona aktarildi (Resim-3.6). Bu kolonda da
15 ml/saat lizla 24 saat sirkulasyon yapildi. Bu siireg icerisinde domuza 6zgii
antikorlar domuz antijenleri ile birlegtirilmis oldu. 24 saatin sonunda bu kolon
UV spektrofotometreye (UV -1 Monitér 280 nm Phammda) baglanarak protein
konsantrasyonu optik dansiteye gére izlendi (Grafik-3.1).

Domuz antijenleri ile birlesmeyen proteinlerin (Grafik-3.1a) tamammn
kolondan alinmas: icin PBS ilave edilerek pik sifirlandi (Grafik-3.1b). Pik
smrlandxktan sonra Glisin-HCl (pH:2.5) soliisyonu kolona ilave edilerek birlesmisg
antijen-antikor kompleksinden domuz antikorlan aynstinlarak antikor varlhigim
gdsteren .piklere (Grafik-3.1¢) ait serumlar kollektdrden toplandi. Antikor
piklerine ait protein konsantrasyonu sifira diigtinceye {(Grafik-3.1d) kadar
Glisin-HCI soltisyonu ilavesine devam edildi.

Grafik -3.1: Serumun kromotografide aynistinlmas: sirasinda elde edilen pikler
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Daha sonra kolonlar1 nétralize etmek i¢in Tris-HCl (pH 8,6) solusyonu
kolonlardan gecirilerek (peristaltik pompa 20 ml/saat hiza ayarl) yikand.
Yikama iglemine kolonlardan ¢ikan stiztinttintin pH's1 8,6 oluncaya kadar devam
edildi. Nétralize edilen kolondan PBS gecirilerek pH's1 7,2 ye ayarlandi. pH
7.2'ye ulasan kolon 10 ml kapasite cizgisine kadar PBS ile dengelenip +4° C'de
diger antiserumlan saflastrmak amaci ile muhafaza altina alinda.

Diger taraftan kollektérden toplanan domuz i.a.ntikorlanm iceren ekstrakt
derhal dializ torbasina kondu. Dializ torbas: ise manyetik karigtinic tizerinde
icinde 2°litre PBS bulunan beherglas igerisine konarak +4°C'de bekletildi. Bir
saat sonra PBS degistirildi ve yeniden 2 litre PBS icerisinde dialize devam edildi.
Bir saat sonra bu islem tekrar edildi.

En son konulan PBS igerisinde +4° C de bir gece dialize birakildi. Ertesi
gin dializ torbas: iginden alinan ekstrakt tiipe aktanhp +4°C de 3000 x g.
devirde 5 dakika santrifyj edildi. Uste kalan tortusuz berrak kisim 0.1 ml
porsiyonlar halinde ELISA'da kullamlmak tizere -20° C muhafaza altina alind.

Aym sekilde at ve sifir antiserumlanda saflagtinlarak elde edilen saf
antikorlar 0.1 ml porsiyonlar halinde -20°C depolandg.

3.4.4. Monospesifik antikorlann titrelerinin Slgiimesi

Saflaghnilmis antikorlann titreleri ELISA ile 8l¢iildii. Deneyin yapilis
sekli 3.7 nolu kisimda genig olarak agiklanmustr.
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Resim-3.1: Jelin vakum altinda yitkanma szkli

Resim-3.2: Fraksiyon kollektér, UV monitér, Rekorderin kurulus
sekli
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Resim-3.5: Antiserumun diger hayvanlann antijenlerini igeren
kolonlardan gecirilmesi

Resim-3.6: Antiserumun kendi antijenini igeren kolonlardan
gegirilmesi
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3.5. Numune Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Gerekli Malzeme
- Sucuk numuneleri
- Phosphat buffer saline (PBS) ¢6zeltisi pH:7,2 (0,01 M NagHPO,,

'0,01 M NaH,PO,, 0,15 M NaCJ)

- 10.000 devirli santriftyj
- Stomacher

- Whatman No:3 filtre kagidi

Iki ayn parti halinde yapilan deneysel sucuklardan her bir yapim i¢in 3
ayn sucuk drmegi analize tabii tutuldu. Her &rnekten 20 gr alinarak 80 ml PBS
icerisinde homojenize edildikten sonra 3000 x g. 30 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra ekstraktn tist kismn Whatman No: 3 filtre kagidindan siiztilerek
yaplarindan ve kaba partikiillerinden uzaklagtinldi. Bu et ekstraklar ELISA' da
kullamilmalk tizere -20° C'de 1 ml'lik porsiyonlar halinde depoland.

3.6. indirekt Kompetatif ELISA

Gerekli Malzeme

- ELISA mikroplakalar1 (U form polystrene microtiterplate Dynatec Typ
24 A) '

- ELISA okuyucusu (Titertek Multiscan Plus)
-"Mikroplaka yikayicis1 (Multiwash Flow Lab.)

- Mikropipet uglan

- Otomatik ¢ok kanalh pipet (Titertek Flow Lab.)
X Monospesiﬁk at, domuz ve s1fir antiserumlan

(Titresi kadar PBST igerisinde sulandirilacak)
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- Numune et ekstraklan

- 50 pl sinde 10 ng dan 10 mg kadar olan (10 ng, 100 ng, 1 pg,10 ug,100
pg, 1 mg, 10 mg) PBST igerisinde hazirlanmsg standart domuz ve at antijen
soliisyonlan

-.‘Kaplaylm tampon icerisinde 5 pg ml'! oraminda hazirlanmus at ve

domuz antijenler soliisyonlar

- Distile suda 10 mg ml! orarunda hazirlanmig yagsiz siittozu proteini
(YSP).

- Kaplayic1 tampon soliisyonu pH: 9,6. (0,05 M NaHCOg, 0,05 M Na,CO3)

(5.3 gr Na,CO4 ve 4,0 gr NaHCO, ayn1 ayn erlenmayerlerde 1 lt. suda eritilerek 0,05 M ik
solﬁsyonlaﬁ hazirlanir. Daha sonra NaHCOg solfisyonu Na,COg4 soliisyonu tizerine yavas yavas
eklenerek pH: 9,6 ya dtistirtiliir) i

- Tween 80'li fosfat tampon ¢dzeltisi (PBST)-pH: 7,2 (0,01 M NayHPO,,
0,01 M NaH,POy,, 0,15 M NaCl) '

{Daha once hazirlams1 agklanan PBS igerisine, 5 mg ml? oramnda Tween 80 ilave
edilerek hazirlanir.)

- Substrat soltisyonu

(6,i M Na-sitrat (pH: 4,0) igerisine 0,15 pl ml'! H,0, ve 0,8 mg ml! O-fenflendiamin
dihidroklorid (Sigma P 1526) ilave edilerek hazirlanir.)

- Konjugat (Horseradisch Peroxidaz Goat antirabbit Immunoglobulin
(Sigma 8275)

Prospektiisiinde yazih titresi kadar PBST icerisinde hazirlanir,
- % 12,5 luk H,S0, soliisyonu '
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ELISA testinin yapihsi

1- Mikrotitrasyon plakalarin hazirlanmasi

_ Bu amacla mikrotitrasyon plakalarinin oyuklanna kaplayic1 tamponda
hazirlanmus domuz ve at antijenlerinden 375 pl kondu. Oda 1sisinda 3 saat
inkubasyona birakildi.Inkubasyondan sonra plaka bogaltilarak kaplayic: tampon
ile 3 kez yikamup kurutuldu (Resim- 3.7). Daha sonra 10 mg ml"! yagsiz siittozu
iceren soltisyondan 375 ul bitlin oyuklara konarak 30 dMa oda 1sisinda
inkubasyona birakaldi. Inkubasyondan sonra mikroplakalar bosaltip kurutula-
rak teste‘ hazir hale getirildi.

2- PBST ile ikili dilusyonlan hazirlanmig test &rneklerinden ve aranan
hayvan etine 6zgit monospesifik serumdan her oyuga 50'ser pl kondu. Plakamn
ilk 8 oyuguna ise numunelerin yerine aranan hayvan tirtine ait standart
antijenin onlu dilusyon soliisyonlar1 ve antiserumdan 50'ser pul kondu. Oda
isisinda 10 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda mikroplaka
bosaltilarak PBST ile enaz 5 kez yikand: ve kurutuldu. |

3- 1:1000 titreli konjugattan plakanin oyuklarina 100'er ul konarak 10
dakika inkube edildi ve sonunda plaka bosaltihp yine PBST ile 5 kez yikamp
kurutuldu.

4- Substrat soltisyonundan plakanin oyuklarina 100'er pl kondu ve 10
dakika oda 1s1sinda inkube edildi.

- % 12,5 luk H2S04 soliisyonundan 50'ser ul oyuklara konarak
reaksiyon durduruldu.
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ELISA okuyucusu (Resim-3.8) ile 492 nanometrede plakada olusan
rengin absorbans degerleri 8l¢iildii ve sonuglar degerlendirildi. Yanliz absorbans
degerler dlctilmeden dnce bos bir plakaya substrat ve stilftirik asit konup koér
Ol¢timler yapilarak ELISA okuyucusu sifirlandi.

Sekil - 8.3: Indirekt kompetatif ELISA ile etlerin idendifikasyon
metodu

SOLID FAZ: Kaplayici tampon (pH:9,6)
icinde hazirlanmig antfjenler ile (375 pl)
plaka kaplanir. Inkubasyon 3 saat 20°C de

3 kez yikama
" Kaplayic: tamponla pH:9,6

HETEROLOG ANTIJEN: Yagsiz stit tozu

proteinti ile (375 pl) plaka kaplanir.

Inkubasyon 30 dak. 20°C ‘
Kurutma, depolama
+4°C

1.ANTIKOR ve ET ORNEG!: PBST icerisinde

hazirlanmig monospesifik antikorlar ile

numune 50 ger pl konur. Inkubasyon 10 dak. 20°C

5 kez yikama
PBST pH:7,2

2.ANTIKOR -PBST icerisinde dilue edilmis
konjugat 100 pl konur. Inkubasyon 10 dak. 20°C

5 kez yikama
PBST ile

ENZIM SUBSTRAT : 100 il substrat
soltisyon 1lavest. Inkubasyon 10 dak. 20°C

Reaksiyon durdurulur.
OKUMA
Absorbans degerler)
Renk Koyulugu Renk Agikhifs

- Negatif Pozitif
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3.7- Monospesifik antikorlann titrelerinin indirekt ELISA ile
saptanmasi

Gerekli Malzeme

ELISA igin gerekli olan 3.6. nolu kisimda yazih malzemeler

Sekil-3.4'deki gibi béliimlere ayrilan plakann oyuklarina at, domuz ve
sigir antijen solisyonlarindan 375 pul kondu. Oda isisinda 3 saat inkube
edildikten sonra bosaltthp kaplayic1 soliisyonla 3 kez yikandi ve kurutuldu.
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Sekil-3:4 : Monospesifik antiserumlarin titrelerinin dl¢tm
o semasi
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Yagsiz siit tozu proteini iceren soliisyondan bitittin oyuklara 375 pl kondu ve 30
dakikabk inkubasyondan sonra bogalhilip kurutuldu. Daha sonra her oyugun
bagindan baslayarak asafiya dogru olmak fiizere kendi antijenine 8zgh
antikorlarn ikili diliisyon smvalarindan. 100.er.ul -konarak oda 1sisinda 10 dakika
inkube édildl. Inkubasyondan sonra plaka bosalblip PBST ile 5 kez yikanarak
kurutuldu. Konjugattan 100 pl biittin oyuklara konarak 10 dakika oda 1sisinda
inkube edildi Inkubasyondan sonra yine mikroplaka bogaltihip PBST ile 5 kez
yikamip kurutuldu. Substrat soltis-yonundan 100 ul biittin ‘oyuklara konularak
10 dakika inkube edildi. % 12,5Tuk H,SO, soltisyonu ile bu zaman sonunda
reaksiyon durduruldu. Spektrotrofotometrede 492 nanometrede optik dansiteleri
dlciildii. Optik dansite degerlerinde aniden dﬁéﬁs olan ve renk reaksiyonun
zayifladifz en son dilusyon o antiserumun titresi olarak kabul edildi. Antiserum
titre sonug¢lan bulgular knsminda verilmistir.
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Sekil-3.5: Monospesifik antiserum titrelerinin indirekt ELISA ile
belirlenmesi

SOLID FAZ: Kaplayic1 tampon (pH:9,6)
icinde hazirlanmig antijenler le (375 pl)
plaka kaplanir. Inkubasyon 3 saat 20°C

3 kez yikama
Kaplayic1 tamponla pH:9,6

HETEROLOG ANTIJEN: Yagsiz siit tozu
proteini ile (375 pl) plaka kaplanir.,

Inkubasyon 30 dak. 20°C
Kurutma

1.ANTIKOR: PBST igerisinde hazirlanmg
monospesifik antikorlar (100u]) ile .
plaka kaplanir. Inkubasyon 10 dak. 20°C

5 kez yikama
PBST pH:7,2

2.ANTIKOR: PBST ic¢erisinde dilue
edilmig konjugat 100 pl konur.
Inkubasyon 10 dak. 20°C

5 kez yitkama
PBST pH:7,2

ENZIM SUBSTRAT: 100 pl substrat
ilavesi. Inkubasyon 10 dak. 20°C
Reaksiyon durdurulur.

OKUMA
Absorbans degerler)

Renk Koyulugu Renk Acikhg
Negatif Pozitif
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4.BULGULAR
ELISA i¢in optimizasyon kogullan

ELISA'da kullanilan monospesifik antiserumlarnn titrelerinin tesbiti,
mikroplakaya saf kristal antijenler kaplamak suretiyle yapildi. Antikorlarin kendi
antijenleri ile yogun renk olugturduklan en son antiserum dilusyonlarindan bir
6nceki dilusyon o antiserumun titresi olarak kabul edildi. Titreler sirasiyla siir
antiserumu i¢in 1 : 100, at antiserumu i¢in 1 : 500, domuz :'mtiserumu icin 1 :
200 olarak tesbit edildi. Enzim isaretll ikinci antikor olan konjugatin
(Horseradisch Peroksidaz Goat antirabbit Immunglobulin) titresi ise firmamn
" belirledigi 1 : 1000 diizeyinde kullaruldi. Et 8rnekleri kansunlarmun (% 1,3.5,10
ve 15) ELISA testinde uygun dilusyonlarin 1:10 -1:640 arasinda oldugu tesbit
edilmis olup bitiin kansimlarda en iyl okumalann yapildiyr dilusyonlar
1:10-1:40 olarak bulundu (Tablo -4.2). F

Arasthrmada konjugattan ve 1. antikorlardan kaynaklanan kross
reaksiyonlan énlemek amaciyla heterolog protein olarak yagsiz siit proteini (YSP)
10 mg ml"! konsantrasyonunda kullanild: (Grafik-4.1).

Calismada tiirler arasinda kross reaksiyonlanmn olup olmadigin tesbit
etmek i¢in sigir ve at antijenleri tizerine domuz antisefumu ( Grafik-4.2), sifir ve
domuz antijenleri fizerine at antiserumu ( Grafik-4.3) konarak ELISA'da optik
dansite degerleri dl¢culdd. Farkh iki antijenin Gzerine konan oyuklarda renk
olusmadif) ve disiik optik dansite degerler verdigi, homolog antijenleriyle ise
koyu renk olusumu ve yliksek optik dansite degerleri verdigi gozlendi.
Saflagtirarak kullandifimiz monospesifik antiserumlar tiirtine 6zgli antijenler
disindaki albuminleri ile ¢capraz reaksiyon gﬁstermeniistir.
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Orneklerdeki dilusyonlann standart grafigine gore okunabilirlikleri

Tablo-4.2

-

3. Ormek

%3 | %5 | %10 | %15
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Grafik-4.1: Nonspesifik reaksiyonlar énlemek amaciyla kulla-
nlan PBST, % 0,1 jelatin ve YSP'de okunan optik

dansite degerleri.
Domuz antikoru ile reaksiyon At antikoru ile reaksiyon
ptik dansite ‘ : Optik dansite
(1) SES———————————————" \
N 0.5 b ctonnacs s sovaion N\ ..
L7 SESRSNIS \\ FRSUUR— \ A
| 0.2 o = . . oo oo o gD
G\ o Z 1 7}
1/5 1/10 1/20 1/40 1/5 1/10 1/20 1/40
Numene dilusyonlari Numene dilusyonlari
B Xontrol At antijent Sigir antijeni Domuz entijeni B Kontrol Domuz antijeni [ Sigir antijeni At antijeni
Grafik-4.2: Domuz antikoru ile Grafik-4.3: At antikoru ile domuz ve

at ve domuz ve s1fir etleri arasindaki sigir etleri arasindaki kross reaksiyon
kross reaksiyon )



57

Sucuk numunelerinde at ve domuz etlérlnin ax:astmldlgx indirekt
kompetatif ELISA' da yabanc etlerin varhginda sar kahverengi rengin
gorilmemesi veya gittikce rengin agilmasi kangmmlann varhgm ortaya
koymustur (Resim-4.1). Okumalar dnce gdz sonrada ELISA reader ile yapildi.
Arastirmada iki ayn parti halinde tretilen deneysel sucuklardan her bir yapim
icin 3 ayn. sucuk numunesi analize tabii tutuldu. Aﬁalizlerde ELISA reader ile
okunan optik dansite degerleri Tablo Ek-1 de ve grafik egrileri Grafik-4. 4,5,6 ve
7 (b.d,f) de gosterilmistir.

Testlerle birlikte, standart egrl olusturmak ig¢in 0,01 pg ila 10 mg
arasinda (0,01pg, O,1pg, lpg, 10pg, 100pg, 1mg, 10 mg) kristal at, domuz
albuminleri kullanild1 ve indirekt kompetatif ELISA - ile optik dansite depgerleri
Ol¢tildii. Guinltik deney kosullarina bagh olarak optik dansitelerin degismesin-'
den dolay1 her numune analize tabii tutulurken domuz ve at antijen standartlan
yeniden .haz1rlad1 ve optik dansite  degerleri 8l¢iildii. Domuz ve at antijen
standartlanndan okunan optik dansite degerleri Tablo-4.1 ve grafik egrileri
Grafik -.4.4.5.6 ve 7 (a,c.,e) de gosterilmigtirr Bu standart egrilerden,
numunelerdeki kansim miktarlarimn saptanmasinda yararlamlmighr. ELISA'da
standart antijen olarak kristal albumin kullamilmas: 8mekler arasmda
standardizasyonu saglamak icin tercih edilmistir. Standartlara ait grafiklerde
(Grafik 5,6,7,8) gorildugh gibi test 0,1pg - 100pg arasinda maksimum
duyarhihga sahiptir.
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Tablo-4.1: Standart at ve domuz antijenlerinde okunan optik dansite degerleri

L YAPIM IL. YAPIM
A B C A B C
o 1,333 2,821 1,756 1,180 2,810 1,236

o01pg | 1.384 2,803 1,804 1,182 2,730 1,207
0.1pg 1,372 2,710 1.824 0,870 2,640 1.189
Ipng 0,625 1,400 0,804 0,450 1.370 0,524
AT 10pg 0,336 0,750 0,399 0,362 0,780 0,412
100ug 0,275 0,440 0,278 0,255 0,390 0,242
1000pg 0,228 0,260 0,199 0,211 0,250 0,185
10.000pg| 0,220 0,270 0,195 0,209 0,230 0,185

0 2,317 1,602 2,043 2,314 1,379 1,734

0,0l1pg | 2230 1,400 1,032 2,203 1,349 1,741
0.1pg 2,284 1,484 1,941 2,269 1,281 1,519

1ng 2,002 1,086 1,372 1,736 0,915 1,128

DOMUZ } y0ug 1,338 0,766 1,005 0,309 0,685 0,862

100pg | 0428 | 0306 | 0208 | 0398 | o0.281 0,271
1000pg | 0300 | 0258 | 0230 | 0279 | 0240 | o0.198
10000ug| 0299 | 0270 | o232 | 0317 °| o268 | 0237

A: 1. Omek

B : 2. Omek

C: 3. Omek
Numune dilusyonlarninda okunan optik dansite degerlerinin standartlarin
maksimum duyarhlik smurlarma gdre okunabilirlikleri Tablo-4.2'de gdsteril-

migtir,
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Resim-4.1: ELISA plakalarninda yabanc etin varhginda

gortlen renk degisiklikleri

T i e

n,f¢pv»VﬁVAvﬁvAv.v
QOOO000O

0000006
000000 a

393300000
D000 a

R . = =

6000060048
eo0eeaad
*90939333

5§0909339
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Tablo-4.2'de gorildGgt gibi % 1'lik kansun dahil biittin kansimlarda
yabanc: etlerin varhf tesbit edilmistir. Yine 1:10-1:40 dilusyonlar arasinda
biitlin kangimlann optik dansitelerinin okunabildigi gériilmektedir.

-

Standartlarin optik dansite degerlerine gbre numunelerdeki karsim
miktarlanimn hesaplanmasinda optik dansite araliklan i¢in Y=a+bxj,; formiila
kullanmilarak dnce standartlann dogru grafigi ¢izildi (Tablo-4.3).

Y: Optik dansite
a : Diizeltme katsayisia =y - bx

Ty -[Ex.Xy)/nl
¥x2 - (3x) 2/n

b : Katsayis1 b =

Tablo-4.3: Standart egrilerin Y = a+bx dogru formiilii ile
hesaplanmasindan sonraki optik dansite degerleri

I. YAPIM 1. YAPIM
X A B C A B o]
i -1 1,290 2,600 1,721 0,814 2,396 1,078
AT
o 0,786 1,620 1,008 0,560 1,662 0,783
1 0,282 0,640 0,291 0,306 | 0,928 0,488
2 — — — —_ - 0,194 0,193
-1 — 1,487 1,947 2418 0,980 1,684
. 0 2,118 1,102 1,418 1,438 0,601 1,174
| pomuz
1 1,284 0,717 0,889 0,580 0,222 0,764
2 0,450 0,332 0,360 — 0,157 0,354
Not: Standartlardaki x ekseninde gosterilen antijen miktarlarinin logaritmasi alimmustir.
A: 1. Omnek
B: 2. Omek

C: 3. Ornek
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()mek olarak at eti kangmmmm oldugu 1. Yapim sucuklanna ait 1.
6rneginde standart egrinin dogru grafigi s0yle hesapland.

n x y x .X.y

1 -1 1,372 1 -1,372
2 0 0,625 0 0

3_' 1 0,363 1 0,363
z3 P 22,360 X2 3-1,009
y=y/n 2,360:3=0,786

X=3x/n 0:3=0
~1,009—[(0.2,360) /3]

2—(0)2/3
b=,0,504
a=y bx
a=0,786 - (-0,504x0)
a=0,786
y=atbx
y=0,786 + (-0,504x -1)
y=1,280
y=0,786 + (0,504 x 0)
y=0,786
y=0,786+ (-0,504x 1)
y =0,282
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Bu formiil yardimuyla numunede y ekseninde okunan optik dansitelere
karsihik gelen karisim miktarlar ise Xjog =@ - y / b formiilii ile hesaplandi.

Standartlarin dogru grafiklerinin hesaplanmasinda elde edilen a ve b
katsay1 degerleri Tablo-4.4'de; numunelerdeki % kansimlann okunabildigi optik
dansite degerlerine gore Xjog = a -y / b formiiliinden elde edilen x,,, degerleri ve
sulandxrina katsayilar1 ile elde edilen mg antijen miktarlarn Tablo Ek-1l'de
gosterilmektedir.

Standartlann dogru grafiklerinin hesaplanmasinda elde
edilen aveb katsay: degerleri

Tablo-4.4:

1. YAPIM II. YAPIM
b A B Cc A B o}
0,786 1,620 1,009 0,560 1,662 0,783
AT
-0,504 -0,980 -0,712 0,254 | ,0,734 | -0,295
DOMUZ 2,118 1,102 1,418 1,438 0,601 1,174
-0,834 -0,385 -0,529 -0,980 | -0,379 | -o0,410
A: 1. Omek
B: 2. Omek
C: 3. Ormek

Numunelerde hesaplanan kangim miktarlan ile olmas: gereken ( %1, %3,
%5,%10,%15 ) miktarlar arasinda t= x-p/ Sk formiilii ile student t testi yapildh ve

sonuglar Tablo-4.5'de sunuldu.
x = bulunan karisim miktarn

p = beklenen kansim miktan

Sk = Bulunan kangimm miktarinim standart hatasi
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T testi sonuclanna gére (Tablo-4.5) at etinin 1. yapimina ait érneklerde
hesaplanan miktarlar beklenen miktarlara gére (p<0,01) 8nemsiz bulunmustur.
II. yapima ait dérneklerde ise % 1,3 ve 5 kansimlarda (p<0,01) miktarlar énemli,
% 10 ve 15 kansimlarda 6nemsiz bulunmustur., Domuz eti kangimlarimin 1. ve
2. yapimina ait Orneklerinde ise yanlhzca % 11k karnsim miktarlar1 beklenen
miktarlardan (p<0,01) farkh bulunmustur. Her iki et kansimma ait toplam
Omneklerin ortalamalarinda ise % 1 ve 3'liik kansimlarda miktarlar (p<0,01)
onemli bulunmustur. Bu sonuglar % 1-3 arasindaki kangimlann tesbit
edilebildigini fakat bulunan miktarlann énemli olabilecegini gbstermektedir.
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. Grafik-4.4: Domugz, 1. yapima ait 8rnekler ve standartlarda
okunan optik dansite degerlerinin egrileri
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Grafik-4.5: Domuz, 2. yapima ait 8rnekler ve standartlarda
okunan optik dansite degerlerinin egrileri
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Grafik-4.6: At, 1. yapima ait 8rnekler ve standartlarda ockunan
optik dansite degerlerinin egrileri
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Grafik-4.7.:
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5. TARTISMA ve SONUC

Fermente Tiirk sucuklarninda domuz ve at etinin tesbiti icin alternatif ola-
rak indirekt kompetatif ELISA kullanilmustir. Clink{i bu teknikte mikroplaka-
larin 8nceden kristal antijenlerle kaplanmas: olayi, diger ELISA tekniklerindeki
mikroplakalarm numunelerle kaplanmas: ile gecen 3 - 4 saatlik gibi uzun bir
stireyi ortadan kaldinp zaman tasarufu saglamistir, Test zamam ise deney
asamalan azaldify icin 30 dakikaya kadar kisalmistir. Bu iglem aynca non-
spesifik reaksiyonlan: da ortadan kaldirrmstir. Yine mikroplakalarin numuneler-
le kaplanmas: yerine ticari kristal antijenlerle kaplanmasi, aym zamanda uygula-
malarda laboratuvarlar arasmmda Onemli - bicﬁde standardizasyonun
saflanmasina ve ELISA c¢alisan operatoérlerin hatalaﬁmn azalmasina neden ola-
caktir. Ayrica bu antijen kaph mikroplakalann +4°C'de en az 6 ay saklanabilme
(11,39) avantajlarida bulunmaktadir.

EﬁSA ile etlerin identifikasyonunda duyarhlik ¢ok ytiksektir. ELISA tek-
niklerind.en indirekt kompetatif ELISA'da duyarhlik sirur1 100 ng - 100 pg/50 ul
arasmdadx.r. Deneysel olarak % 1'lik kansimlar tesbit edildigi halde saha
calismalannda numunelerdeki % 1lik kansimlann homojen olmamalarmdan
dolay1 tesbitlerinin yapilamayacag diisfincesi yanhgtir. Ciinkii her nekadar ho-
mojenizasyonun diiglik kangimlar tizerine olumsuz etkisi de olsa ¢ok duyarh bir
metod olﬁugu icin pozitif sonu¢ alinacaktir. Bu nedenle saha c¢alismalarn icin
olduk¢a duyarh ve giivenilir bir metottur.

ELISA'da kullanulan antiserumlarn titreleri, .Kangethe ve arkadaslarmn
(42), onerdigi sekilde mikroplakalara kaplanan antijenler ile homolog antikor-
larmin rénk olugturduklari en son antiserum dilusyonundan bir énceki dilusyon
kabul edilmistir. Arastrmada konjugattan ve l.antikorlardan kaynaklanan
kross reaksiyonlan onlemek i¢in kullandigumz PBST, 10 mg ml'! YSP ve %



70

~

0,1'lik jelatin iceren PBST dilusyon sivilanindan, test sonuglarina gére Ayob ve
arkadaslarmn (11), dnerdigi yagsiz siit tozu proteini (YSP) kullamlan frneklerde
non-spesifik kross reaksiyonlarin digerlerine gore daha az oldugu gériilmustar
(Grafik-2).

-

Turler arasindaki kross reaksiyonun varhgimn tesbit edildigi ELISA test-

lerinde okunan optik dansite degerlerinin homolog antijen-antikor reaksiyon-

larinda yiiksek, farkh tiirlerin antijenleri arasinda ise diisiik gézlenmistir (Gra-

fik-4). Saflagtrarak kullandigimiz at, domuz ve sifir antiserumlar, tiiriine 8zgi

anﬁjerﬂe;' disindaki albuminler ile ¢capraz reaksiyon géstermemistir. Bu Ayob ve

arkadaslarim (11), sonuglan ile aym dogrultudadir. Fakat Dinger ve arkadaslar

(20), Kangethe ve arkadaglan (42), Patterson ve Jones (59) affinite kromatografi

ile saflagtinlmig antiserumlar kullamldifinda bile yalan tar hay\(an etleri‘
arasinda kross reaksiyonlann goéziikebildigini bildirmektedirler.

Sucuk icerisindeki at ve domuz eti miktarlarimin % karnisunlarn arttikca
indirekt kompetatif ELISA' da OD degerleri diismiis ve aym zamanda renk kon-
santrasyonunda azalma gériilmiistiir.

Ornekler arasindaki OD degerlerinin degisik olmas: ise Jones ve Patter-
son'un (39) bildirdigi gibi ginliik deney kosullarindan ve numune karngimlarin
homojen olmamasindan kaynaklanmaktadur.

Numunelerdeki % kansum miktarlanim bulmak i¢in Ayob (11), Dinger
(20), Kangethe ve arkadaslanimn (42) dnerdigi gibi mikroplakalarda numunelerle
birlikte standart antijenler kullamlmmg ve standart antijenlerden elde edilen
egrilerden yararlanilarak karigun miktarlan hesaplanmustir. Standart egrilere
gore test.in 0,1 ug-100 pg arasinda duyarlilifa sahip oldugu tesbit edilmistir. Bu
duyarhhk simint Ayob (11}, Dinger ve arkadaglarimn (20), bildirdigi duyarhhik
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‘siurlanyla aymdir. Kanisim miktarlarmn hesaplanmasinda ise 8nce standartla-
ra ait optik dansite degerlerinin Kangethe ve arkadaslarinin (42), dnerdigi
sekilde ¥ = a + bxj,g/b formiilii ile dogru gafigi ¢izilmis, 'x' degerleri de Xjog= a- ¥
formiilti ile hesaplanmugtir. Grafiklerden dogrudan numunelerdeki karisim mik-

~ tanm bulmak miimkiin olmasina ragmen, giivenilir sonuglan s8yleyebilmek icin

standart. egriden gegen 6 noktanmn bulunmas: gerektigini Kangethe ve arka-
daslan (42) bildirmektedirler.

Standart antijenlerle mikroplakalarin kaplanlandif indirekt kompetatif
ELISA tekniginde, Kangethe ve arkadaslan (42), Whittaker ve arkadaslan (74),
Jones ve Patterson (39) tarafindan kullarulan ELISA tekniklerinden ¢ok daha iyi
performans saglanmstir,

Deney sonuglar Patterson ve arkadaslan (59; 62), Dincer ve arkadaslan
(20) ve Ayob ve arkadaglarmmin (11) etlerde % 1'lik kansimlarin ayirt edilebilecegi
gdrusiinti desteklemektedir. Yine etlerdeki % 1'lik kangimlarin tesbit edilmeleri
lizerine Whittaker ve arkadaslan (73), Griffiths ve Billington'un (27), Jones ve
Patterson (39), Patterson ve Spencer'in (61) yaptiklan ¢calismalarn sonuglariyla
aym dogrultudadir. Ayrica Patterson ve arkadaslarimmn (62) diger ELISA teknik-
lerine gore ¢ok yliksek sensiviteli (% 1'in altindaki kangimlan) olarak bildirdig
sandwich ELISA kadar indirekt kompetatif ELISA'da duyarl bulunmustur. Fakat
diistik diizeylerdeki kansimlarin ayirt edilmesinde numunenin ekstraksiyonu ile
homojeni,zasyon énemlidir. Bu nedenle 10 mg gr'! yabana et iceren numuneler-
de miktar tayini yapmak giivenli degildir. % 3'lin Gizerindeki at ve domuz eti
kangimnlan kolayca ayirt edilebilmekte ve karigim miktarlan hesaplanabilmekte-
dir. Fakat % 3'lin altindaki kangimlarin miktarlan fesbit edilememesine karsin
kanginlann varlifim ortaya koymak miimktindiir.
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Sucuk numunesinin i¢inde bulunan kiirleme ajanlan (NaCl, NaNOg) ve
baharatlarin ELISA'ya olumsuz etkileri» ohhanushr. Bu sonuclar Dinger ve arka-
daslan (20) ile Jones ve Patterson'un (39) bildirdigi gibi islenmis etlerde ELISA ile
tir aynmi yapilabilecegi gbriigtiyle aym dogrultudadir.

Yabanc et kansimlanmn tesbitinde ELISA kolay uygulanabilen hassas
bir metod -olmasma karsin ekstraktlarin iyi hazirlanmasi ve kullanilan antikor-
larin monospesitesinin yiiksek olmasi olduk¢a dnemlidir.

Ucuz etlerin pahali etler igerisine kangtirma orammn genelde % 20
civarinda oldugu tahmin edilir. Clinkii % 20 ve bunun lizerindeki kangimlar hile
bakimndan ekonomik sayilirlar, Bu ytizden immunolojik metotlarm kullarulmasi
yeterli géruilse de, yakin tiir hayvan etlerinin ayrnmm miimkiin kilmamasi, 100
mg g l'dan daha az miktarlardaki kansimlar icin yeterince hassas olmamasi ve
fazla malzemenin kullamlmas: bu metotlarin pratikte giivenli bir sekilde kul-
lmﬂmasm neden olmaktadir. Yine saghk agisindan % 20'nin altindaki
kangimlanin 8nemli olmasi ve yoresel, dini ve etnik kurallar gibi nedenlerle de
kullamla;:ak metodun daha duyarh olmas: gerekmektedir. Bunun iginde etlerin
tiirlerine gore ayirt edilmesinde ELISA kullamimahdr. -

Sonug olarak gerek diinya ve gerekse tilkemiz i¢in et tirlerinin ayrim
hala aktiiel bir sorundur. Ulkemizde bu sorunun ¢bzitimii, cikanlacak yasalar
cercevesinde ve bu amagla kurulacak laboratuvarlanin hizmete girmesiyle ola-
caktr., éehsmekte olan bir tlke olarak &zellikle lnzli, duyarh ve ekonomik olan
ELISA metodu secilmesi daha dogru olur. Ciinkii elektroforetik metodlarin
rutin laboratuvarlara uygulanmas: oldukca zordﬁr. Rutin laboratuvarlarda
ELISA'un uygulanabilmesi igin bir an 8nce her tir hayvan etine karg) antise-
rumlar iretecek ve saflastiracak bir serum merkezi kurulmahdir. Bu sekilde her
laboratuvarda uygulanabilecek ELISA i¢in bu merkezden gerekli antiserum
saglanms olacaktir.
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Yine ELISAmin 6nemli bir bagka &zelligi de, ayru anda oldukca fazla nu-
munenin analiz edilebilmesidir. Bu &zelliginden dolay1 gida kontrol laboratuvar-
larma bu sistemin getirilmesi ile bugline kadar masrafli ve uzun zaman alan
identifikasyon analizleri daha pratik gekle sokula;'ak, plyasada etlerin orjin
yoniinden kontrollerinde stireklilik saglanacaktir.
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6.0ZET

Et Grtinlerine hile amaciyla yabanc: hayvan etlerinin katilmas: eskiden
oldugu gibi gtinliimiizde de 6nemli bir sorun olarak giincellifini stirdiirmektedir.
- Pek ¢ok tilkede iyl tiretilmis, yiiksek kaliteli ve pahah etlerin icine diisiik kaliteli
ve ucuz etler katilmaktadir. Dini, yasal ve halk saghg acisindan énem tasiyan bu
sorunun c¢dztimlenmesi amaciyla iz, ekonomik -ve duyarlhi ydntemlerin
gelistirilmesine ve kullamlmasina gerek duyulmustur.

Etlerin orjinlerini yada et trtinlerine katilan yabana hayvan etlerinin
tesbitini immunolojik testlerle yapmak miimkindiir. Fakat son yillarda diger
tilkelerde etlerin identifikasyonunda daha duyafh, hizli, ucuz ve pratik olan
Enzim Linked Immuno Assay (ELISA) teknigi yaygn olarak kullamlmaktadir. Bu
calisma {le de (ilkemizde hayvansal tiriinler igerisinde en biiytik iiretim paymna
sahip sucuklarda olas: hilelerin ELISA ile belirlenmesi ve giincel olan yabanc et

sorununun ¢dziilenmesine yardumci olmak amagclanmstir.

Deneysel olarak ytiritiilen bu calismada, sifir etine % 1,3,5,10 ve 15
oranlarinda domuz ve at eti kanstinlarak fermente sucuklar yapilmistir, ELISA
testi icin gerekli olan tiire 6zgli monospesifik antiserumlar affinite kromatografi
yontemiyle saflagtinlmistir. Indirekt kompetatif ELISA' nin uygulandifi bu
¢ahsmada sucuklardaki 10 mg gr! ik karnisimlarda domuz ve at etinin varh@
tesbit edilebilmistir. Domuz ve at kristal albumin proteinleri ile yapilan deneyler-
de ise duyarliigin 2 pg ml'! oldugu bulunmustur.
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7. ALMANCA OZET (ZUSAMMENFASSUNG) -

TIERARTBESTIMMUNG IN DER TURKISCHEN ROHWURST MITTELS
ELISA

Zu Fleischprodukten andere Fleischarten beizumengen um Lebensmittel
zu félscl;en stellt in unserer Zeit ein aktuelles Problem dar. In sehr vielen
ldndern wird teures Fleisch guter Qualitit mit billigerem Fleisch schlechter Qua-
litat zus.;u;unen gemischt. Das Problem,das aus religidsen drﬁnden, des Geset-
zes und der Volksgesundheit wegen wichtig ist, benotigt zu seiner Ldsung die
Entwicklung und Anwendung eines schnellen und Okonomischen system.

Die Feststellung der Fleischart bzw. nicht geeigneten Fleisches ist mittels
Immunologischer verfahren méglich. In anderen Lindern, hat sich die Anwen-
dung der Enzym Linked Immuno Assay (ELISA) Methode bei der identifikation
des Fleisches verbreitet. Da Wurst das in unserem L.and antellméssig wichtigste
Fleischprodukt ist, wurde in dieses Arbeit eine Lésung des zuvor dargestelten ak-
tuellen Problems (fremdes Fleisch und Festellung einer eventuellem Lebensmittel
falschung) an Beispiel dieses Produkts mit ELISA erarbeitet.

Bei den als Versuch durch gefiihrten Untersuchungen Wurde zu Rindfle-
isch 1,3,5,10,bzw.15 % Schweine -und Pferdefleisch beigemischt, und damit fer-
mentierte Wurst vorbereitet. Das fiir den ELISA Test notwendige artspezifisch
monospezifische Antiserum wurde mittels Schwein -und Pferde kristallalbumin
injektionen an weissen Zellandhasen produziert.Produzierte ungereinigte Antise-
ren wurcien mittels des Affinitét -Chromatographie -Verfahrens gereinigt. Bei den
Untersuchungen mit dem indirekt Competativ ELISA -Verfahren, wurde in der
Wurst 10 mg gr! Beimischung von Schweine -und Pferdefleisch festgestellt. Mit
den Schweine -und Pferde kristallalbumin durchgefitihrte Untersuchungen, erga-
ben eine Empfindlichkeit von 2 pug ml'L,
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Tablo-Ekl: Domuz ve at eti kansthrilmis sucuk érneklerinde okunan optik
dansite degerleri, hesaplanan x degeri logaritmalari,
antilogaritmalar ve sulandirma katsa

DOMUZ I. PARTI

1. SRNEK II. GRNEK
o ramgm SR suanorn el (DY X QEG MITAR JoUSERE gnammiA  DAGGE w-tggl XDRCER MR
Logaritea) Logartizma)

5120 | 1/640] 3355| — — 5120 | 1/640] 1400} 0774 | 0168 | 861 |

2560 | 17320 2934 — — - 2560 | 17320 1,287 -0480 | 0330 ) 846

1280 | 17160} 2644) — - - 1280 | 1/160} 1,168] -0,171 ] 0673 | 862

6401 1780] 2853] — — - 640 | 1780} 1,108] -0,010] 0976 | 624

%1] s20 1/40] 2161 — — - 320 | 1740] 1,000] 0264 | 1,840 | 888
160l 1/20] 1671 os3s] 344 | ¥ 160 | 1720] o86s] o618 | 4151 | 664

go] 1/10] 1,347| o924] 839 | "' 80 | 1/10] 0742} 0935 | 8611 | 689
a0 _1/5] osre] 1369 2338] O 40| 1/5] 0601] 1.301 | 2001 | 800 |
ORTALAMA — — — 718 ORTALAMA| o — — BL

5120 | 1/640] 3208} — - - 5120 | 1/640} 1,474] -0966 | 0,108 | 853

2560 | _1/320] 2780} — — = 2560 | 17320] 1,207} -0272 | 0533 | 1366

. 1280 ]| 17160 2254 | — - — 1280 | 17160| 0.995) 0277 | 1,896 | 2427
. ea0| 1/80] 1895] o267] 185 | 118 640 | 1/80| 0,787 o0.818 | 6579 | 4210

%3 320 1/40] 1,568] 0,659} 4,56 1459 320 1/40f 0.739§ 0842 | 8767 | 2805
160 1/20| 1,086 | 1,237) 1726} 2761 160 1/20f 0,600 1,303 | 20,132 3222

sol 1/710] 108s| 1257] 1807 1440 80| 1/10] o508] 1,548 | 85,322 2826
40 1/5] 0,748 | 1642] 4385| 1794 40 1/5] 0420 1,771 | 60,078| 2363 |
ORTALAMA] — - - 1721 orratama] — —_ - 24738
s120 | 17640 2.876] — = = 5120 | 1/e640] 0.987| 0298 | 1989 10185
om0 | 17320 2452] — r = 2560 { 17320] o0,831] 0703 ] 5057 12048
1280 | 1/160] 2,151 — — — 1280 | 17160 0.696] 1,054 | 11.338] 14512

. 640 1/80] 1448 | 0,803 6,35 | 4065 640 1/80] 0,674) 1,111 | 12032 8277
%'5 320 1/40| 1211| 1,087] 1221] 3909 320 1/40] 0,516 1522 | 33271 10647

. 160 1 _1/20] 1066] 1333] 2153] 3444 160 | 1/20] 0446] 1,703 | 50,570] 8091
so] 1/10f o859} 1509] 3228 2582 80] 1/10] 0351 1950 | 89,258] 7140

0 1/5] o0.600] 1.820[ e607] 2642 40 1/5] 034] — — —
ORTALAMA —_— —_ —_ 3328 ORTALAMA] — —_ - eB887

- .| 5120] 1/640] 2,876 — — — 6120 | 1/640} 0.813| 0,750 | 5,631 ] 28834
2560 | 173200 2.380) — - - 2560 | 1/320{ 0653| 1.186 | 14,663| 37538

1280 | 1/160] 1892 0.151] 141 | 1811 § 1280 | 1/160] 0,589| 1.306 | 20,253] 25924 |
gao | 1780] 1.646] 0,5565] 3,67 | 2350 § 640 | 1/80] 0.450] 1,693 | 49,374 31699
ao0] 1740 1188] 1115]| 1303] 4169 a0 | 1740 0.418] 1776 [ s0.788] 18105
1601 1720] os28] 1545] 3507 5612 160 [ 1720] os70] 1801 | 79.670] 12747

% 10

so§ 1/10] 0.758] 1,630] 42,65) 9412 | B0 1710 0,330| 2,005 101,209 8096 |
- s0| 1/5] 0553] 1.876] 75.16] 5006 01 /5[ 0s12] — — —
) sl — — — | s3ss omtaame  — — — ] 28406
s120 | 17640 2582) — — | — | 5120 1/640] 0.569| 1,384 | 24,233] 123956
o560 | 173200 2.084| 0026] 106 | 2710 17520] 0.443| 1711 | 51,406 137

1280 | 17160] 1,636] o0580] 380 | 4865 § 1280 | 17160 0.436| 1,720 | 53,570f 68581
es0| /80| 1185| 1,18] 1312] 8397 640 | 1/80] 0.371] 1,808 | 79,067| 50603
w1l s20| 1740] 0869] 1407] s140] 1000 F s20 | "1/40] 0338] 1,984 | 06.a75| 30872
160 | 1/20] 0.706] 1,693] 49,31 7590 160 | 1/20] 0,810] — — —
1/10] o619] 1.797] e266] 5012 1710] 1888 — —- -

1/5] 0586] 1,836) 6865| 2741 1/5} 0245 - —
ortALMA  — — — | %8z ORI  — - — [ 81122

58
8|8
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Tablo-Ek.1'in devamm
DOMUZ II. PART
1. ORNEK II. 5RNEK
B o B Lo L | v S s BT R
s120 | 1/640] 3332 — — — ¥ 5120 { 1/640] 1514] -2408] 3899 | 59
2560 | 1/7320] s0s0] — - — | 2560 | 1/320] 1,416] -2.150]| 7073 | 18
1280 | 1/160) 2645 — - - 1280 | 1/160] 1,225] -1646| 0022 | 28
640 1780 2448] -103] 0003] a0 640 | 17800 1,054] -1105f 0083 | 41
9%1| s20| 1/740] 2264] -0842| 0.143] 4 | 320 | 1/40] o094a| -0805] 0.124 | 80
160 | 1/20f 1,808] -0,398] 0,399 64 160 | 1720} 0824] -0.852] 0,140 { 22
so 17 10’ 1418 0,020] 1,048] 84 80 | 1/10] 0,805] -0,538] 0,289 | 23
4 1/5 10620 o0383] 2419] a7 40 1/5] o 0153] 0703 | 28 |
ORTALAMA]  — — - 70 ORTALAMA] — — — 32
5120 | 1/ 640] 28671 — —1 — 1 0120 1/640] 1.272] -1.770] 0.016
o5go | 17320] 2.376 | 0,857 0.110] 269 [ 2500 | 17920] 1,096] -1,306] 0,048 | 126 |
: 1280 | 1/160] 2019] -0592] o0225| 326 | 1280 | 1/160| 0,027 -0.860| 0137 | 176
640 | 1/80f 1621] -0,188] 0,650 416 640 | 1/80] 0775] -0458} 0,347 | 222
wa| 320 /%] 1520] 0.120] 1318 422 | 0| 1/40] 0.711| -0.200| 0512 | 164
- .| 1el 1720] og6e] o478 8010 2o7 160 | 1/20[ 0581 0052 | 1,129 | 180 |
so| 1/10] o782] oessf 4670] 373 80| 1/10f o486 0303 | 2011 | 160
40 BRI IRk M.l M a M 75 00 UAZE | 25T | T05 ]
ORTALAMA|  — - = ORIALAMA] | — = — 53 |
s120 | 1/640 2842] — = = 5120 | 1/640] 0914] -0825] 0,149 ] 764
o560 | 1/329 2656 — =5 = 2560 | 1/320] o858] -0,678] 0,209 ] 537
1280 |_1/160] 2206] 0.783] o164] 211 | 1280 | 1/160] 0.685] -0.221] 0,600 | 768
- eao| 1780 1630] -0198] o636 407 640 | 1/80f o576] 0065 | 1164 | 744
wgl 320 1/3 T218[ 0224] 1676] 536 | 320 | 1/40| 0,504] 0255 [ 1,802 576 |
160 [ 1720 1.012| 0434] 2.720] 220 § 160 | 1720] 0.427] 0.450 | 2.878 | 450 |
sol 1/10] o821] oe20] 4261] 341 80| 1/10] o0357] 0643 | 4403 ] 352
40 —ITJTEEF'T&% 6.370 30 1751W_W3§ B.41 316
ORTALAMAY -— — Lnd ORTALAMA] — -_— — Ksr
5120 | 1/ 2904] — — — 17640 0.612] -0,02 | 0,935
aseo | 17320 2471 — - - 2560 | 1/320] o0583] 0021 | 1040 | 2687
1280 | 1/160] 2.119] 0.63¢] 0.201] 258 | 1280 | 1/160] 0,536] 0,171 | 1482 | 1899
gao | 1/80] 1715] o0,282] o521] 334 640 | 1/80f 0447 0,406 | 2548 | 1631
o 10| 320 f1r%9 nies] o2e7] 1770 566 320 | 1740 o0,381] o580 ] 3806 1217
. 160 1/20} 0848| o0601] 3890] 638 160 1/20] 0,354] 0,651 | 4484 | 717
so| 1/10] 0854] ose5] s3843] 315 80| 1/10] 0285] 0833 ] 6819 545
40 175 o0569] o08s6] 7704] 308 40 1/5] 0208] o799 | 6,301 ] 252
ORTALAMA — — — 404 ORTALAMA} ~ — — — 1717
5120 1 1/ B3| — = =1 50 A81] 0SB | 2078 |
o560 | 1/329 2086} -0.661] 0218] 558 § 2560 | 1/320] 0380] 0556 | 3,603 | 9225
) 1280 | 17160] 1574} 0138] o726} 930 § 1280 | 17160 0.408] 0500 | 3,230 | 4134
sa0 | 1780l 1197] o246 y761] 1127 ) 640 ] 1/80] 0322] 0736 | 5446 | 3486
o 15| 920 |1/ 08s5) oeos] 4o28] 1288 § 320§ 1/40] 035] 0701] 5033 1610
10| 1720 oesi] o762] 5784] 925 160 { 1/20] 0318] 0744 | 5547 | 887
so] 1710l os67] osss] 7740] 619 80] 1/10f o0236] o863 | 9184 | 734
T 1/5 0508) 0948] B8891) 355 40) 1/5] 0248] 0931 ) 8538 ] 341
i ORTALAMA  — - - 829 orALAMA -~ —_ - 8443
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DOMUZ 0. PARTI

n1. 6RNEK II. SRNEK

wEARg AT SaDmin DA (o  YTEGEN METR s A s norl, axmm’ XPeceR M
5120 | 1/640| 1835] 078 | 016 | s4g 5120 | 1/640] 1887 | — - —

- . | 2560 | 1/320] 1680 | -0495 | 0319 | 818 2560 | 1/3200 1703 ] — — —
1280 | 17160 1498 0,147 ] 0712 | o120 1280 | 1/160] 1546 | 0970 ] 0,123 | 158 |

640 | 1/80| 1378 | o073 | 1183 | 757 640 | 1780} 1362 | 0458 { 0347 | 49a
%1 | a20] 1/40] 1236 0344 ] 2208 | 706 Jf %1 [ 220 | 17401121 ] 0120 | 1346 | 43 |
160 | 1/20] 1086 0627 | 4236 | &7y 160 | 1720] 1006 | 0,190 | 1549 | o248

80 | 1/10f 0840] 0903 | 799 | ese 80 | 1/10[ 0950 | 0448 | 2810 | 224

40 1/5] 0713 1332 | 2147 | gse 40 176 0809 | 0890 | 7768 | ai0

- [ORTALAMA p— — — 777 DRTALAMA —_ - - 268
51201 1764 1476 0,108] 077 5120 | 1/640 1630] — — —
2560 | 17320 1416 0,003] 1,00 [ 2560 | 1/320 1274] -0243] 0570 | 1459 |

1280 | "1/169 1.;3 o463 280 | 3717 1280 | 1/7160] 1,1311 o.104] 1273 | 1620

ea0| 1780 O, 0,973] 8,30 | o014 @40 | 1/80] 0634] 0585 8,849 | 2468
%3‘_'3_20 1740 ol 1085|1216 [ BT o | ax0| 1/40 08| osss| 7210 | 2310
el 1720 054 1.358[ 2437 160 | 1/20] 0674] 1218 [ 16577 | 2002 |
so| 1710 Ge1l| 1524| 3341 80| 1710] 0585| 1436 | 27.326 | 2186 |
20l 174 G465 1801| 63,24 20| 175| 0493 1,660 45811 | 1832 |
gl 1 — 1 T ses0 = - 1 — ooz |

. 5120 l/%l.ﬁlll 0,391 246 | 12607 5120 1/764q 1,142 0,078] 1,186 | 6127
osc0| 17324 0983 o0822] 663 | 10097 9560 | 1732 1.049] 0,304] 2.017 | BI65 |

[ 1280l 1716 0.854] 1.066] 11,64 | 14900 1280 | 17160 0.789] 0839 | 8,690 | 11123
ea0| 1780 0764 1.236| 17.21| 11019 ea0| 1780 0,704] 1,146| 14,006] 8964 |
wpl_s20] 1740 oee] 1510] 32.36 wp 320 U4 o 1.420] 26,870| 5598 |
6ol 1/20 0508] 1724] 5286] 274 o] 1729 O 1.678| 47.648| 71023 |

. I s 171 o8] 1948] ss71| 7087 — s| 171 o 1875 75,004| 6007
40 174 o0.389] 2001] 10043] 4017 40 174 034 — — —

] | — — — | 1oes1 Tl — — — | 7688

si20] 1/ 0950] o884 7.65 | 39188 s5120] 1/640 o0.659] 1,256] 18.034] 92,335

[ o5e0] 17329 0739] 1283 19.18 | 2560 | 1/32d o.663] 1.246] 17.633] 46,142
1280 1/164 0,69 1,370] 23,44 | 30000 1280 171600 0,602] 1,395] 24.838| 31,793

a0l 1/ 0.489| 1.756] 57,01 | gaol 1/8q 0508 1.631] 42.825] 27,408

o 10j—=320) 1744 045y 1827} e7.14] 214854 o1 sopl 1/74d o422 1834] esase) 21842
wol| 1724 o, 1,808] 81,00 | 12975 weal 172d o388 1.921] 83550] 13,368

sof) 1714 oﬁil,ggs 89,13 | 7830 so] 1/1d o3se] 1987 g7231] 7778

20 174 0,31 s = — a0 174 0315 — — -

o] — ] — — | 28170 - | orratama — — | 84238

s120] 1/ 0.654] 1444] 27781 s120] 1/64d o, 1,443] 27,780] 142289

o560] 17324 0, 1,556] 36,11 | 92447 eo | 1/320 0443 1782] eo.66a) 156208

1280 17184 04 1,884 76,56 | 87996 80| /160 o468 1721] s52,717] 67477

| ew] 1/8] o042i] 1884] 76,68] 49075 T-ﬁgp 1/8d o, 1,878] 75.517] 48331

% 16] 320 1/4¢ o, 1.984] 96,57 | 30904 % 15|_220] 1744 o,:;:g 1.960| . 81,406] 29240
160] 172 O = = = I ERE K 3.014| 103.427| 16548 |

80 /1 O.Q - - — —70 /1@ 0273 — - -

40 1/ O, — - ~ 40 1/4 0,255 — — -
ol — | — — | 82548 ORTALAVA — — ] 7ess1
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Tablo-Ek.1'in devamu
AT 1. PARTI
1. ORNEK 1. ORNEK

N, OPTE. X DPAERl XODBOERl  MIKTAR OPTK  XDEAER XDESER  MIETAR

% RARIGIM EOSAYSI  SULANDIRMA DANSITE  {Logaritma) bs-% g m suL -mrm [0 !aaﬂ‘m’ g
5120 | 1/640| 1698 | — - — 5120 | 17640} 3207] — — —

2560 | 1/320] 1637 - - - 2560 | 1/320] 2983 — - -

1280 | 1/160] 1333 | — - - 1260 | 1/160] 2980 — - —

640 | 1/80] 1,238 | 0,003 | 1268 ] 8N 60 | 1/80] 2884 — — —

%1 | 320 ] 1/40] 0812 | 0948 | 8889 | 4541 320 | 1740f 2642 — - -
160 | 1/720f o711 | 1,148 | 14086 4953 160 | 1/20[ 2313[ -0.707] 0,196 | 32

- 80 | 17107 0678 | 1.224 | 16,767 | 1340 B0 | 1/10] 1.928| 0314 | 0.484 | 39
40 1/5] 0572 | 1.424 | 26582 ] 1063 40 | 1/5]1547f o074 | 1,187 | 47
ORTALAMA|  — — — 1861 ORTALAMA|  — — — 40

5120 | 1/640] 1634] -— — - 5120 { 1/640] 3200 — — —

2560 | 1/320] 15811 -— = = 2560 1 1/320] 2950} — = =

1280 | i/160} 1408 ) — — - 1280 | 1/160] 2780 — = -

) ei0 | 1/80] 1382} — — — 640 | 1/80] 2628 -1,028] 0,093 | 60
og| 320 | 1/40f 0864 | 0845 | 7002 | 2240 | 320 | 1/40] 2016 -0.404 | 0.304 | 126
160 | 1/20] 0757 | 1,067 | 11,418] 1828 160 | 3/20] 1,583 0,027 | 1,065 | 170

so | 1/10] 0577 | 1,414 | 25982 | 2078 80 | 1710| 1481 0141 | 1,386 | 110

40 1/5] 0,541 | 1,486 | S0,627] 1225 40 1/5] 1.315] 0311 | 2047 | 82
DEIALAMA] — — — 1841 _— —_ i 110

s120 | 1/640] 1114 | 0,349 2,234 11441 f 5120 | 1/640] 8303 — —_ —

" | 2560 | 1/320] 0.870 | 0.833| 6812 17441 | 2560 | 1/320] 2858 — — | -
: 1280 | 17160} 0,797 | o978 | eo.509 | 12172 | 1280 | 1/160] 2,557 -0,956 | 0,110 | 142
640 | 1780 o706 | 1.158] 14.412] 9223 § 640 | 1/80] 2.013| -0.401] 0307 | 254

owg | 20 [ 1/%0] osla| TaaT| 21041 7021 | 1/40] 1553 0,088 | 1,170 | 374
160 , TTESS | 55,778 0T § TS0 | 1720|1373 0252 | L.7BE | 255 |

so [ 1/10] 0,447 | 1,672 ] 47.056] o704 80 ] 1/10] 1,315] 0311 | 2,047 | 164

0 1/5] 0398 | 1,769 | 58,862] 2354 40] 1751263 0358 [ 2281 | o1

ORTALAMA —_ — — Zv) ORTALAMA — — — 21
5120 W# 0,686 | 1,178 ] 15,085] 77290 | 5120 | 1/ 640] 2,808 |  — —=

2560 | 17320 0,651 | 1,267 | 18,529] 47434 1/520] 2,125 | 0,515 | 0,305

- 1280 | 1/160] 0,648 | 1,273 ] 18,788] 24044 | 1280 | 1/160] 1,680 | -0.070 | 0,850 | 1088
gao | 1/ 80] 0507 | 1,375 | 23.713] 10176 | 640 | 1/80] 1608 | 0118 | 1397 | =1 |

o 10| 320 [ 7% 0586 | 1390|2458 7870 | 820 | 1/40] 1,268 0,359 | 2,286 | 731
160 | 1720] 0428 | 1,720 [ 52,508 8401 1720] 1,191 | 0437 | 2,740 | 438 |

& 7100 0427 I.712| BI.B6B| 3123 § 80| 1/10] 10951 O. 543 | 273
40 1/5] 0462 | 1,642 | 43,938] 1797 30| 1/5] 1,081] 0,539 | 3,465 | 139 |

R ormaLamal — — orTALAMA]  — — — 812
5120 | 1/640] 0705 | 1,160 | 14,478 5120 | 1/640] 2584 — — -

2560 | 17320] 0668 | 1,234 [ 17,144] 43890 | 2560 | 1/820] 1.711| 0,00 | 0,807 | 2067

1280 | 1/160] 0590 | 1,388 | 24.484] 3190 | 1280 | 1/160] 1,230] 0.397 | 2,500 | 5200

6a0 | 1/80] 0498 | 1,569 | 37.106] 23947 | 640 | 1/80| 1.024| o608 | 4.056 | 2596

o 15| 320 | _1/40] 0430 | 1706 | 50.856] 16274 § 320 | 1/40[ 0810 0724 | 5302 | 1696
160 | 1720] 0402 | 1,761 67.796] 9247 § 160 | 1/20] 0.652| 0987 | 0,721 | 1555

. a0 | 1710} 0,432 | 1,702 | 560,394] 4031 801 1/10] o564 — - —
40 1/5] 0347 | 1,871 ] 74,307] 2872 40} 1/5}o0452) — — —

ormatama]  — -_ — | 25708 oRTALAMA]  — —_ —_ 22221
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AT IL. PARTI
1. ORNEK 1. GRNEK

% EARIGIM “EAE" SULANDIRMA o mﬁ Xpates uﬁm SULANDIDA + T m xﬁm irs
mg

5120 | 17640 hi797 | — — _ 5120 | 1/640 3,145 | — — —

2560 { 1/320 1703 | — — | — Ioeseofisa0 faosr| — | - | —

1280 | 1/160 J1363 | — — — 1280 | 1/160 2,925 | — — —

640 | 1/80 1352 | — — _ 640 | 1/80 J2036 | ~ — —

%1 | 320 | 1740 Jos78 | — - _ 320 | 1740 2688 | — — —
. 160 | 1720 Josio | — - - 160 | 1/20 2471 | — - -
80| 1/10 Jo715 |-0610 J 0,245 | 20 80| 1710 [2,137 |-0647 [0,225 | 18

40| 15 Joe1s [-0.762 | 0618 | 25 40 1/5 1,859 | -0268 o539 | 21

orratavA | — — —_ 23 ORTALAMA | — - —_ 20

5120 | 17640 |1.568 .| — — 1 — o016 B3] — 1= 1 -

o560 | 17320 1890 | — — = 2560 | 1/ 320 2,037 | — = =

- 128 | 1160 J1247 | — — - 1280 | 17160 |2.669 | ~— — -
et0 | 1/80 hhiz2 | — - - 640 | 1780 [2431 | — - -

o3 | 320 |__1/40 Joeos |-0527 | 0296 95 320 | 1740 [1.807 {-0,197 |063s | 203
160 | 1720 Jos20 | 057 | 1,437 | 230 160 | 1/20 |1463 | 0271 |1.866 | 298

so | 1710 Joso7 o208 | 1616 | 128 8| 1/10 1425 [ 0269 |1.855 | 148

40 1/5 0441 | 0468 | 2041 | 118 — 175 [1.318 | 0467 12,032 | 117

orratama | — — — 143 ORTALAMA | — — — 191

T sl VB L | — = = BIZS | 17680 3050 | — = =
o560 | 17320 Jroe0 | — — — 2560 | 1/320 [2.824 | — — —

1280 |_1/160 10878 = E_ — 1280 | 17160 12437 — — =

es0 | 1/80 Jo752 ]-0755 | 0175 | 113 640 | 1/80 J2,057 | 0538 {0289 | 185

o5 | 320 |_1/40 o648 [-0346 | 0450 144 320 | 1740 |1.557 | 0143 [ 1,300 | 445
160 | 1/20 Jo4s7 | 0287 ] 1838 | 810 160 | 1720 [1.378 | 0385 |2.437 | 389

g0 | 1/10 o406 | 0606 | 4039 | 323 80 | 1710|1331 | 0450 | 2824 | 226

40 1/5 Jo,364 | 0,771 | 6910 | 298 40 1/5 1119 | 0739 | 5492 | 218

orraama | — — — 225 orratama | — — — 203

5120 | 1/ 640 ]0.563 |-0,128 ] 0.74) | 3796 ] 5120 ] 17640 |2.631 | — — =

2560 | 17320 o583 |-0,002 | 0,811 | 2078 § 2560 | 1/320 |2.218 | -0,757 [ 0,174 | 447

- 1280 | 17160 Jo.571 ]-0,043 | 0005 | 1159 § 1280 | 1/160 {1,889 | -0,036 | o0918 | 1176
es0 | 1/80 Jo4ss | 0209 | 1,991 | 1275 640 1 1/80 |1.384 | 0378 | 2,301 | 1830

o6 10 | 520 |.1/40 J0.437 | 0406 | 3,133 1002 3201 1/40 J1.289 | 05500 {3,222 | 1031
6o | 1720 }oc429 | 0515 | 3279 | 525 160 | 1720 1,021 | 0873 | 7469 | 1195

so| 17100409 o594 | 3830 | 815 80 | 1710 1012 | o885 | 7683 | 614

40 1/5 jo.357 | 0700 | 6208 | 252 40 1/5 Jo.gss | 1,058 J11.444 | 457

) orraava | — — — 1300 oRTALAMA | — — — 703
5120 | 1/ 640 ]0,638 |-0,307 ] 0:495 | 2025 ] 5120 | 1/ 640 ]|2.356 ] -0.945 ] 0,113 | 580

2560 | 17320 Jo4ee | 0370 | 2344 | 6002 J 2560 | 17320 |2160 | -0.678 | 0200 | 536

1280 |_1/160 0,438 | 0480 | 3022 | 3868 ¥ 1280 | 17160 §1.424 | 0324 | 2100 | 2700

640 | _1/80 Joa26 | 0527 | 3,369 | 2156 640 ] 1780 J1,074 | 0801 ]6325 | 4048

0015 | 320 |1L20 Joau | 0586 | 3860 | 1235 320 | 1740 Jogo7 | 1,028 |10680 | 3417
160 |_1/20 Jo346 | 0842 | 6958 | 1113 160 | 1720 Joses | 1,036 13684 | 2188

- go | 171000342 | 0g58 | 7215 | 577 80| 1710 Jozs1 | 1200 |15858 | 1268
40 1/5 {0334 [ 0889 | 7.758 | 310 40 1/5 {0.756 | 1,234 {17,152 | 668

ommaLmA | — - - 2223 orALAMA | — - - 1928
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Tablo-Ek.1'in devam
AT L. PARTI AT I1. PARTI
1. SRNEK 1. ORNEK

soxamgn RN SULANDIRMA DANAIE  Gepmey Zz.;ﬁ -y woRAmn AT GUANDEMA DRNOTE  (logetdl ;&E M
5120 | 1/640f2208 | — — 5120 | 1/640)2.185 | — — —

2560 | 1/32042007 § — = 2560 | 1/32012076 | — — —

1280 | 17160117371 — — 1280 | 17160} 16181 — — —

640 | 1780 1,505 | 0,696 | 0,201 e0] 1/80]1603| — — _

%31 | 320 ] 1/40]1113} 0,146 ] 0714 %1 | 320] 1/40]3182 ] - — —
160 1/20{ 0912 | 0,136 | 1,368 60| 1/20)1208) — - —_

80 1/ 10§ 0,873 | 0,181 | 1552 80 1710} 0,817 | -0,454 | 0,351 28

40 1/5] 0688 | 0438 | 2,773 40 1/6] 0744 | 0,132 | 1.355 54

broaavs | — — —_ | JoRmaMA | — — — 41

5120 | 1/640] 1,846 - — s5120] 1/640] 1878] — - -

2560 | 17320] 1,730] — = [ ospo| 1/320f 1614] — — —

1280 | 1/160| 1,595 -0,823| 0,150 1280| 17160 1320] — - -

640 | 1780} 1.402| -0586]| 0,277 ea0] 1/80f 1276] — — —

o3| 320] 1740 0883| 0028 | 1.066 os | s20] 1/40] 0876] -0315] 0483 | 155
160 1/20{ 0,809 | 0,140 [ 1,381 160 1/20] 0607] 0596| 3850 | 632 |

- 80 1/10] 0.682| 0458 | 2.879 80 1/10] 0604 o0608| 4.043 | 323
40 1/5§ 0684 ] 0484 ] 3051 40 1/5] 0497] o863 9321 | 372

ormaama | — - _ ORTALAMA — — — 370

5120 | 1/ 1,378] -0518] 0,303 s5120] U/ 13377 — - -

1/32q 1294} -0400} 0397 2560] 1732 1.068] -0968] 0,107 { 275

1 1/160] 1.016f -8.831] 0877 1280] 1/160] 0.889] -0,695] 0,200 255

.. 1/80] o811} 0137] 1372 a0l 1/80] 0853[ -0237] 0579 | 370
oog |320] 1/40] 0762] 0346] 2222 o8 | 320] 1740 0.751] 0,18 12831 410
weal 1720] 0625] o538 3461 160l 1/20] 0562 o0,748] 5612 | 897 |
1/10] 0471] 0,755] 5.696 so| 1/10] os42] o0816] 6560 | 524 |

a0 19 0425] oso] eslo 40 1789 0478] 1003] 10078] 403

ORTALAMA — —_ — ORTALAMA — — — 448
5120 | 1/64 0810] 0279] 1903 sig0| 17640 0706] G:261| 1es | 0508 |
17320 0735] 0384 | 2425 2s560] 1/ 0.693] 0,305| 2018 | 5168 |

. 1280 | 17160} 0708| o0422] 2646 1280] 1/160] 0646] 0464| 2913 | 3729
1780} 0683] 0457 ] 2.869 60| 1/80] 0538] 0830| 6,768 | 4352

o 101—a20] 1750} 0671] o0a7a] 2083 % 10|320] 1/} 047 T.030| 10,727 | 3432
160l 1720} 0501] 0713] 5,169 160] 1/20] 0428} 1203| 15973 2555

gsol 1/10] 0449] o0786] 6.116 sof| 1/10] 0418] 1237| 17.268] 1351

1/q 0452] 0782] 6,057 40 1/9 0380f 1.332] 21488 Mm

ORTALAMA — e —

5120] 1/640 1,105 -0,134] 0,933 5120| 1764] 0867 0383 2,472 | 13601

/32 1oos|  1soa] 1.008 [ 2560] 1/320 0510] 0925] 8422 | 21560

. 180l 1716 os28] o252] 1789 1280| 1s1e0] o0489] o962] 8,177 | 11746
/o] o501l 0713|5109 si0] 1/80] 0471] 1.057| 11.418] 7308

o 15 _s20] 1744 oam| o7e7] 587 %1g| 32| 1/40] 0413 1254] 17957 5746
: 75004530780 6038 160] 1720 0378] 1369] 23414 3746

sl 171 04| os28| 6739 sol 1710] o0358] 1437 27.370] 2180

0] 174 0357] 0915] 823 |40 1/5| 0337] 1511] 32498] "S9

arraava ) — —_ — CRTALAMA - - 6282
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9. TESEEKUR

Doktora egitim sfiresince her tlirli yardimlanm esirgemeyen
damsman hocam Sayin Prof.Dr. Ergiin OZALP'e, tez ¢ahsmalarinda biiylik
yardimlanm gérdiigim Saymn Prof.Dr. Burhan DINCER'e ve Saymn Dog.Dr.
Bilent MUTLUER'e antiserumlann d{iretimi asamasmda yardimlanm
gérdiigim Patoloji Anabilim dalindan Prof. Dr. Ayhan OZKUL'a ve Dog.Dr.
Giinay {\LCIGIR’a, ELISA c¢ahsmalarinda yardumlarimi esirgemeyen Viroloji
bilim da11ﬁdan Arag.Gor. Hiiseyin PULAT'a ve Aras. Gor.Aykut OZKUL'a Proto-
zooloji bilim dalindan Dog¢. Dr. Ayse CAKMAK 'a ve Nur SOKMENSUER'e,
fotograflarin ¢ekiminde yardime: olan Aras. Gér. Burhan OZBA'ya, istatistik
degerlendirmelerinde katkilart olan Prof. Dr.H.Saim KENDI{R'e, Prof.Dr. Alaat-
tin KUTSAL ve Aras. GoOr. Mehmet ORMAN'a, calismamn her asamasinda
bana yardimci olan Vet. Hekim Kd. Utgm. Atilla KALKAN'a, calisma arka-
daslarima, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen kardeslerime, bana dok-
tora egitimi olanag saglayan Kars Veteriner Faktiltesi Yoneticilerine ve bu
arastlrm?.yl proje kabul ederek maddi destek saglayan Ankara Universitesi
Arastirma Fonu'na tesekkiir ederim.
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10. 0ZGECMIS

Erzurum'da 24.12.1963 tarihinde dogmusum. f{lk, orta ve lise
ogrenimimi Erzurum'da bitirdim. 1981-1986 yillan arasinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesinde yiiksek 8grenimimi tamamladim. A.U.
Kars Veteriner Fakiiltesinin agrmus oldugu Arastirma Gﬁrevlisi sinavini kazana-
rak 20.02.1987 tarthinde Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim dalinda goreve
basladim. Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Besin Hijyeni ve Tek-
nolojisi Anabilim dalinda 1987 yihnda agilan doktara smnavim kazandim.
Halen Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi adina Ankara Universitesi Ve-
teriner Fakiiltesinde doktora yapmaktayim.
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