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ÖZET  

 

SIK GÖRÜLEN BAKTERİYEL TÜRLERİN TANISINI GERÇEKLEŞTİRMEK ÜZERE 
BİYOİNFORMATİK ANALİZLERİN YAPILMASI VE KÜTLE 

SPEKTROSKOPİSİNE DAYALI BİR PANELİN GELİŞTİRİLMESİ 
 

Osman Mutluhan UĞUREL 

 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK 

Eş Danışman: Yrd. Doç. Dr. Oğuz ATA 

 

Gıda güvenliği ve sürdürülebilir hayvancılık, artan dünya nüfusu ile birlikte günümüzde 
hızla önemini arttırmaktadır. Bu kavramları tehdit eden en önemli unsurlardan biri 
enfeksiyon hastalıklarıdır. Çiftlik hayvanlarında et ve süt üretiminde verim kaybına ve 
tedavi edilmediği takdirde ölümlere neden olarak önemli ekonomik kayıplara yol açan 

enfeksiyonlar, bazı durumlarda insanlarda da ciddi hastalıklara sebep olabilirler. 

Öngörülen belirtileri taşıyan bireylerden alınan numunelerde bu bakterilerin tespit 
edilmesi ve tanısının yapılması uygulanacak tedavi yönteminin belirlenmesinde kilit  

önem taşımaktadır. Günümüzde patojenlerin tanısında kullanılan en yaygın yöntemler 
kültür, serolojik, biyokimyasal ve moleküler tanı yöntemleridir. Ucuz ve kolay olmasına 
karşın uzun sürede sonuç vermesi, tür düzeyinde tanıya imkan vermemesi ve düşük 
hassasiyetleri kültür tabanlı yöntemlerin ve serolojik yöntemlerin en büyük 
sınırlamasıdır. Moleküler tabanlı metotlar ise çoklu örneğe bir anda bakılmasını son 
derece sınırlamakta bu durum da iş yükünü ile beraber maliyeti de arttırmaktadır. Bu 
tez çalışmasında 26 farklı patojenin tanısını, çoklu örnekte ve yüksek doğrulukta 
gerçekleştirmeyi mümkün kılan bir panel geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla 26 
patojene ait iki farklı gen bölgesinde bulunan ilk kez bu tez çalışmasında belirlenmiş 
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olan 208 SNP (tek nükleotit polimorfizmi) tespit edilmiştir. Patojen olduğu bilinen 
türler için biyoinformatik araçlarla belirlenen türe özgü SNP’lerden 17 tanesi seçilerek, 

MALDI-TOF MS/iPLEX genotipleme sistemi ile test edilmesi sonucunda, sistemin 

uygulanabilirliği gösterilmiştir. Yapılan tez çalışması ile, istenildiği taktirde tür sayısının 

genişletilmesi veya panele dahil olan türlerin kullanıcı ihtiyacına göre seçilerek 

kullanımının sağlanması nedeniyle; kaynaktan bağımsız olarak, yüksek doğrulukta çoklu 

örnekte tanı yapabilen, kullanıcı kolaylığı sunan, bir panel tasarlanmıştır. Tasarlanan 

panelin, ticari kullanıma sunulmasından önce optimizasyon ve validasyon 

çalışmalarının yapılması, bu tez kapsamında çalışılan 26 mikroorganizmanın tek 

panelde ilk kez türe özgü tanısının gerçekleştirilmesine imkan sunarak, benzer 

mikroorganizmalarla yapılacak olan araştırmalara ışık tutacağı düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, pneumoniae, mastitis, abortus, tanı paneli, SNP 

kütle spektroskopisi 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT OF DIAGNOSIS PANEL FOR COMMON BACTERIA USING 

BİOİNFORMATICS TOOLS AND MASS SPECTROSCOPY 

 

Osman Mutluhan UĞUREL 

 

Department of Bioengineering 

MSc. Thesis 

 

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK 

Co- Adviser: Yrd. Doç. Dr. Oğuz ATA 

 

Nowadays, food security and sustainable livestock are two of very important concepts 

with growing world population. Infections are one of threatening facts of these 

concepts. Infections can cause significant economic losses in livestock, leading to yield 

loss in dairy and meat production, even it may cause deaths if it is left untreated. 

Additionally these pathogens can infect humans and cause significant illness. In taken 

samples from patients who carries expected symptoms, detection and diagnosis of 

these bacteria has got key importance for determining the subsequent treatment. 

Nowadays, the most common methods for the diagnosis of this bacterium are culture, 

serological, biochemical and molecular methods. Although being cheap and easy, 

giving results in a long time, not allowing to species level diagnosis and low sensitivity 

are significant limitations of serological and culture-based methods. Molecular based 

methods also do not allow to analyze the multiple samples as a group and this 

situation increases the workloads. In this thesis, it is aimed that developing a panel for 

the diagnosis of 26 pathogens in multiple samples with high accuracy. For this purpose, 

208 SNPs (single nucleotide polymorphisms) that designated first time in this thesis, 

have been identified from two gene region of 26 different pathogen. 17 of species-

specific SNPs that have been determined by the bioinformatics of these pathogens 

have been chosen and analyzed by MALDI-TOF MS / iPLEX genotyping system and that 
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shof the feasibility of system. In this thesis, a user friendly diagnostic have designed 

panel that have got features like; reducible or expandable number of target species as 

user needs, independent from source,  identify capable in multi sample with high 

accuracy. Species-specific diagnosis of these 26 microorganisms in single panel, 

performing optimization and validation studies,  before presenting to commercial use, 

species-specific diagnosis of these microorganisms and also shed light to the new 

researches with other microorganisms. 

Keywords: Bioinformatics, pneumoniae, mastitis, abortus diagnosis panel, mass 

spectrometry 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

1.1  Literatür Özeti 

1.1.1 Mikrobiyom 

Bakteri aleminin içinde bulunduğu prokaryotlar, yaşadığımız dünyada baskın yaşam 

formudur. Son zamanlardaki biyoinformatik gelişmeler ve ilerleyen dizileme 

teknolojileri, çeşitli ortamlardaki mikrobik topluluklar hakkında kapsamlı araştırmalar 

yapılmasına imkan sağlamıştır (Şekil 1.1) [1], [2]. Dünya üzerinde yaklaşık 1030
 

mikrobiyal hücre olduğu [3] ve sadece bir insan vücudunda 1014
 civarında 

mikroorganizma olduğu [4] düşünülmektedir. Bir organizma içerisinde bulunan 

mikroorganizma topluluğunun tümü mikrobiyom olarak adlandırılır [5], [6]. 

 

Şekil 1. 1 İnsan gastrointestinal sisteminden kültür edilen bakteri sayısının yıllara göre 
değişimi (1- İlk bakterinin izole edilmesi, 2- Aneaerobik teknikler, 3- Moleküler 

teknikler) [2] 
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Mikroorganizmalar vücut içerisinde komuniteler halinde çeşitli yerlerde bulunabilirler. 

Örneğin memeli mikrobiyomu vücut üzerinde genel olarak 4 yerde kolonize olur. 

Bunlar gastointestinal sistem, deri, ürogenital sistem ve solunum sistemidir[6]. Bu 

mikroorganizmalar bulunduğu yere, sayıya ve çeşitliliğe bağlıdır ve konak organizma ile 

olan ilişkileri genel olarak simbiyotik etkileşim olarak adlandırılır.  

Simbiyotik etkileşimleri bulunan organizmaların etkileşimlerinin sonuçları, birçok 

değişkene bağlıdır.  Bu ortak yaşam ilişkisinde konak populasyonunu azaltan ve konağa 

zarar veren ilişki durumu patojenite (parazite) olarak adlandırılır. Konak populasyonu 

değişmiyor ve yaşamı bu canlıdan etkilenmiyorsa bu ilişki kommensalizm (ortakçı) 

olarak adlandırılır. Konak populasyonu ve konak ile ortak yaşam süren organizma 

karşılıklı birbirinden yarar sağlıyor ise bu ilişki mutualizm olarak adlandırılır [7], [8]. 

Latince mutuus (karşılıklı olarak) kelimesinden türetilmiştir [9]. Organizmalar doğrudan 

kendilerine katkı sağladıkları gibi tesadüfen aynı zamanda başka canlılara da faydalı 

olabilirler. Bu şekilde yan ürünlerin iki yönde de faydalı olması maliyet gerektirmeyen 

mutualizm şeklinde açıklanabilir. Örneğin, insan vücudu için sindirilebilir olmayan bitki 

polisakaritleri, kolon mikrobiyel büyüme için temel substratlar iken, butirat gibi 

mikrobiyal fermentasyon ürünleri konak için önemli bir enerji kaynağıdır [10]. En iyi 

bilinen mutualizm örneği hipermastigid kamçılılar ile termitler arasındaki ilişkidir. 

Kamçılılar termitlerin bağırsakları dışında yaşamlarını sürdüremez iken termitlerin 

parçalayamadığı selülozu da kamçılılar parçalayarak karşılıklı faydalı bir ilişki 

sürdürürler [9]. 

Kommensal terimi Ortaçağ Latincesinde ‘’masada birlikte’’ anlamına gelen 

"commensalis" teriminden gelir ve genellikle zarar vermeden ama belirgin faydası 

olmadan bir arada bulunan ortakları ifade eder [11]. 

Barınma, besin bulma ve sığınma amaçlı konaktan faydalanabildiği gibi bir yerden 

başka bir yere taşınmak amaçlı olarakta konakla beraber olabilir. Kesin olarak konağa 

zararı ya da yararı bulunmamaktadır. İnsan ve bazı hayvanların intestinal sisteminde 

yaşayan parazitlerin çoğu kommensal yaşam sürmektedirler [9].  

Patojenitede ise bakteri konak dokusuna tutunan ve enfeksiyon oluşturarak kendisi 

fayda sağlarken konağa zarar vermektedir. Enfeksiyon oluşturan bakteriye patojen, 
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bakterinin enfeksiyon oluşturma kabiliyetine ise patojenite adı verilir. Aynı türe ait 

suşlar arasında patojen olanı belirtilmesi için virulan kelimesi kullanılır. Bazı bakteriler 

her zaman patojendir. Bazıları ise konak bağışıklık sisteminin hasara uğraması gibi 

faktörler olduğunda enfeksiyon oluştururlar. Bunlar fırsatçı patojen olarak 

adlandırılırlar [12]. 

1.1.2 Mikrobiyolojik Tanının Önemi 

 Sağlık hizmetlerinin ilk basamağı toplum sağlığının korunmasıdır. Bu nedenle de sağlık 

hizmetleri tüm dünyada toplumsal bir özellik taşımakta ve ülkelerin sağlık harcamaları 

giderek artmaktadır [13], [14]. Sağlık harcamalarının en temel kısmını sağaltım 

masrafları oluşturmaktadır.  

Günümüzde bakterilerin, enfeksiyon hastalıklarının en temel etkenlerinden biri olduğu 

bilinmektedir. Çeşitli yollarla vücuda giren bu patojen bakteriler, vücut 

mikrobiyomunda bir nevi işgalci tür olarak belirerek hastalıklara sebep olabilirler. 

Normal florada bulunmayan patojenler, hava, su, gıda veya kan yolu ile rahatlıkla 

bulaşabilmektedir. Bu sebeple enfeksiyonların kontrolü, toplum sağlığının korunması 

açısından, insanlarla yakın ilişkide olan türler içinde gereklidir. Gerek gelişmiş, gerekse 

gelişmekte olan ülkelerde bakteri kaynaklı enfeksiyon hastalıkları en önemli morbidite 

nedenlerinden biridir.  Bakteriyel etkenlerin hızlı ve doğru tanısı, koruyucu ve önleyici 

sağlık modelinin uygulanması için gereklidir [15].  

Bakteriler, çevresel değişikliklere hızla uyum sağlayabilen canlılardır. Bunun bir örneği 

de, özellikle son yıllarda sayıları oldukça artan antibiyotik direnci vakalarıdır. 

Antibiyotik direnci, söz konusu antibiyotiğin tedavi dozunda işe yaramamasını ifade 

etmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar antibiyotik direnci vakalarının artışına dikkat 

çekmekte, bu durumun önümüzdeki yıllarda oluşturabileceği riskler hakkında 

tartışmalara yol açmaktadır (Şekil 1. 2). Halk sağlına yönelik bu risklerin önemine dikkat 

çekmek amacıyla Dünya Sağlık Örgütü, 2011 Dünya Sağlık Gününün temasını 

antibiyotik direnci olarak belirlemiş ve direnç gelişimini durdurmak için tüm dünyayı bu 

konuyu düşünmeye, konuyla ilgili harekete geçmeye ve sorumluluk almaya çağırmıştır 

[16]. 
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Şekil 1. 2 Yıllara göre antibiyotik direnci ve biyolojik risk grafiği [17] 

Enfeksiyon etkeninin erken tanılanması hastalıkların kontrol altında tutulmasını 

sağlamakta, hekimler için uygun tedavinin seçiminde yardımcı olmakta ve uygunsuz 

antimikrobiyal kullanımını önleyerek etkenlerin antibiyotiklere karşı direnç 

geliştirmesini önlemektedir [15].  

1.1.3 Günümüzde Klinik Mikrobiyolojide En Çok Kullanılan Tanı Yöntemleri 

Mikrobiyoloji laboratuvarlarında mikroorganizmaların tanısı için uygulanan tanı 

yöntemleri; geleneksel yöntemler ve hızlı yöntemler olmak üzere iki grupta 

incelenebilir.  Halen altın standart olarak kabul edilen yöntem, geleneksel yöntemler 

içinde anılan kültür yöntemidir. Ayrıca boyalı ve boyasız mikroskopik inceleme de 

geleneksel yöntemler içinde sayılabilir.  Hızlı yöntem terimi ise, farklı tiplerdeki 

minyatürize biyokimyasal kitleri, antikor temelli serolojik testleri, biyosensörleri ve 

nükleik asit amplifikasyon kökenli yöntemleri de içine alan bir grup testi 

kapsamaktadır. Bu test yöntemleri manuel veya otomatik kullanıma sahip 

olabilmektedir [18], [19]. Ancak hızla gelişen günümüz teknolojisi yeni nesil olarak 

adlandırılan bir dizi yöntemi de beraberinde getirmektedir. 
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1.1.3.1 Geleneksel Yöntemler 

1.1.3.1.1 Kültür Temelli Yöntemler 

Kültür yöntemi, mikroorganizmaların üremesi için gerekli uygun besiyeri ve koşulların 

sağlanması ve üreme dönemlerini tamamlamasıyla gerçekleşmektedir ve günümüzde 

halen altın standart olarak kabul edilmektedir. Kültürde üretilen mikroorganizmaların 

tür seviyesindeki ayrımı tam olarak yapılamamakla birlikte, metabolik aktivitelerini 

gösterdikleri fenotipik testler mikroorganizmanın türü hakkında bir fikir verebilir. 

Üreme için geçen zaman mikroorganizma türüne göre değişebilmekte ve 4-6 saatten 

birkaç haftaya kadar uzayabilmektedir. Ayrıca tanımlama için yapılacak olan fenotipik 

testler, 24-48 saat daha ek süreye gereksinim duyabilmektedir. Günümüzde kültür 

temelli otomatize sistemler de bulunmaktadır [20].  

Altın standart olarak kabul edilmesine rağmen yapılan çalışmalar, kültür testlerinin 

duyarlılığının % 50-80 arasında olduğunu ve üreme olduğunda, olguların % 80’inde 

etkenin ancak 48 saat sonunda saptanabildiğini bildirmiştir. Ayrıca kültürde üreme 

olmaması da etken tanısını yok saymamaktadır. Hastanın antibiyotik kullanması, 

örneğin miktarca azlığı, bölgesel enfeksiyonlar veya bakteri yoğunluğunun yetersizliği 

gibi nedenlerle, etken kültürde üretilemeyebilir. Tüm bu veriler mevcut yöntemin tanı 

için yetersiz olduğunu göstermektedir [21]. 

1.1.3.1.2 Mikroskopi Temelli Yöntemler 

Rutin klinik laboratuarlarda bazı mikroorganizmaların mikrobiyolojik tanısı için halen 

mikroskopi temelli yöntemler uygulanmaktadır. Ancak bu yöntemi kullanan klinik 

laboratuar sayısı, yoğun iş yükü getirmesi ve nitelikli işgücü gerektirmesi nedeniyle, 

giderek azalmaktadır [22].  

1.1.3.2 Hızlı Yöntemler 

1.1.3.2.1 İmmünolojik Yöntemler 

Mikroorganizmaların tanısında yıllardır uygulan yöntemlerden biri antikor-antijen 

reaksiyonudur. Antikorlar, yabancı moleküllere karşı organizma tarafından üretilen 
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immün yanıt molekülleridir. İmmunolojik yöntemlerde, tanının başarısı büyük ölçüde 

kullanılan antikorun özgünlüğüne bağlıdır [19]. Antijen-antikor reaksiyonu birçok 

patojenin hızlı bir şekilde belirlenmesi için kullanılan güçlü sistemlerdir. Bugün 

kullanılan bazı sistemler yüksek oranda otomatize edilmiş sistemler iken, bazı sistemler 

ise daha basit kullanıma sahiptir [18]18], [19], [23].  

1.1.3.2.2 Biyosensör Temelli Yöntemler 

Biyosensörler, biyolojik reaksiyonları veya molekülleri algılayan bir sensör ve 

fizikokimyasal çeviriciyle çalışan cihazlar olarak tanımlanmaktadır. Biyosensörün amacı 

biyolojik bir olayı elektriksel sinyale dönüştürerek, elektronik bir arayüz ile 

görüntülenmesini sağlamaktır.  Biyolojik duyargaç olarak genellikle enzimler ve 

antikorlar kullanılır. Antikor – antijen veya enzim – substrat arasındaki etkileşimin 

oluşturduğu fizikokimyasal etki elektrik sinyallerine dönüştürülebilir. Biyosensörler 

bugün, süreç denetleme, kalite kontrol,  ilaç üretimi, endüstriyel atık su denetimi, 

madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda kullanıldığı gibi mikrobiyolojik tanıda 

da kullanılabilir [19], [24]. 

1.1.3.2.3 Nükleik Asit Temelli Yöntemler (Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

Mikroorganizmaların üreme koşulları, fenotipik özelliklerini etkileyebilir. Bu üreme 

koşullarına örnek olarak, besin ihtiyacı, pH, ısı, çevresel ve kimyasal stresler, toksinler 

vb. gösterilebilir [19]. Canlı organizmaların genotipik özellikleri ise oldukça stabildir. 

Son yıllardaki gelişmeler,  genetik testlerin de klinik mikrobiyolojide tanı amaçlı 

kullanılabileceğini göstermiştir [23].   

Amplifikasyon sonrasında çoğaltılan DNA parçacıkları boyanma işlemini takiben 

elektroforez sistemleri kullanılarak elektrik akımı ile yürütülür. Patojen DNA’sına 

spesifik primerlerin sınırladığı dizinin uzunluğu bilindiğinden, PZR ürününün hangi 

uzunlukta bant oluşturduğu kullanılan DNA büyüklük standardı ile karşılaştırarak 

belirlenir [18].  
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Moleküler biyolojideki gelişmeler ile PZR temelli birçok mikrobiyolojik tanı yöntemi 

geliştirilmiştir. Bu yöntemler arasında en çok kullanılanlardan biri, sınırlama parçası 

uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism) tekniğidir. 

Sınırlama parçası uzunluk polimorfizmi tekniği, geleneksel PZR ile uygulanabilen ve 

türlerin genetik yapılarının belirlenmesinde en çok kullanılan tekniklerden biridir. 

DNA’nın kaynak olarak kullanıldığı çalışmalarda sıkça kullanılan bu teknik, DNA’nın 

restriksiyon enzimi ile kesilerek parçalara ayrılması esasına dayanır [25].  

 

Şekil 1. 3 RFLP Tekniği İle Mikrobiyolojik Tanı Konması [25] 

Restriksiyon enzimleri, DNA üzerinde kendisiyle aynı yapıda olan bölgeyi tanır ve bu 

spesifik zinciri, “tanınma bölgesi” olarak adlandırılmaktadır. Enzim muamelesi sonucu 

oluşan parçalar, jel elektroforezi kullanılarak uzunluklarına göre ayrılır (Şekil 1.1). Bu 

parçalar arasında oluşan farklar, yer değiştirme veya mutasyon sonucu oluşan 

değişimleri gösterir [25].  

1.1.3.3 Bakteriyel Tanılamaya Yönelik Geliştirilen Yeni Yaklaşımlar 

1.1.3.3.1 Yeni Nesil Dizileme ve Filogenetik Olarak Korunmuş Gen Bölgeleri 

Genom dizisinin belirlenmesinde kullanılan temel yöntemler, Sanger (dideoksi) metodu 

ve shotgun tekniğidir. Sanger metodu zincir sonlandırma tekniğine dayanır. Bir kerede 
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dizi analizi yapılamayacak kadar uzun olan DNA dizileri önce küçük parçalara bölünerek 

elde edilen parçalar bir plazmite klonlanır ve klonlanan plazmitler tek tek dizilenir. 

Biyoinformatik analizlerle bu dizilerin bir araya getirilmesi sonucunda hedef DNA dizisi 

elde edilir [26], [27]. 

Sanger metodunun çok uzun süre alan zahmetli işlemlerden oluşması bilim adamlarını 

alternatif dizileme yöntemleri arayışına sokmuştur. Bu doğrultuda yapılan çalışmalar 

sonucunda Sanger metodundan yola çıkılarak geliştirilen pirodizileme 

(pyrosequencing), geleneksel Sanger metodunun yerini almıştır  [28]. 

Geliştirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojisi, ultra hızlı olarak ve yüksek doğruluklarla 

dizileme yapılabilmektedir. Bu yöntemler kullanılarak elde edilen mikrobiyal genom 

dizileri araştırmacılara oldukça zengin ve özgün bilgiler sağlamaktadır. Örneğin yapılan 

bir çalışmada E. coli genomu, herbir reaksiyonda 400.000 okuma yapılarak, toplam 4 

reaksiyonda de novo dizilenmiş ve okumaların yaklaşık  %99.99 doğrulukta olduğu 

bildirilmiştir [29]. 

Şu an kullanılmakta olan yeni nesil dizileme sistemlerinden bazıları, Illumina Genome 

Analyzer, Roche 454 genome analyzer, Complete Genomics, Applied BioSystem SOLiD, 

Helios ve IonTorrent'dir [26].   

Bir florada var olan tüm mikrobiyolojik canlılara ait genomların tamamının dizilenmesi 

ile ortamın mikrobiyolojik türlerin listelenmesini hedefleyen ve metagenomik olarak 

bilinen bir yaklaşım geliştirilmiştir. Gelişmiş dizileme teknikleri ile ortaya çıkan bu 

yaklaşım, insanlar ile bakteriler arasındaki ilişkilerin açığa çıkarılmasında da sıkça 

kullanılmaktadır. Bu alanda yapılmış olan ilk çalışma, 2006 yılında yapılmış ve obezite 

ile mide florası bakterileri arasındaki ilişkiyi ortaya koymuştur [30].   

Genom üzerindeki değişmeyen bir bölgenin kıyaslanması ile canlıların filogenetik 

ilişkisinin saptanabileceği ilk kez 1985 yılında yapılan bir çalışma ile ortaya atılmıştır 

[31]. Bakteriler için bu bölgeler 5S, 16S ve 23S ribozomal DNA olarak adlandırılan gen 

bölgeleridir. Bu bölgeler içinde bakteri sınıflandırmada en sık kullanılan gen bölgesi 16S 

rDNA’dır Ayrıca 16S rDNA geni, arkeler ile ve ökaryotlarda bulunan 18S rDNA geni ile 

de karşılaştırılabilir (Şekil 1. 5) [32], [33], [34].  
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 Şekil 1. 4 16S rDNA gen dizilimi karşılaştırmasına dayanan evrensel filogenetik ağaç 

[32] 

 

1.1.3.3.2 SNP Analizi Uygulamaları 

SNP analiz yöntemleri iki ana başlıkta değerlendirilmektedir. Bu yöntemler daha 

öncede bilinen SNP’lerin allellerinin tespit edilmesinde ve yeni SNP’lerin keşfi veya 

taranmasında kullanılan teknikler olarak değerlendirilmektedir. Sürekli gelişen 

teknolojiler ile pahalı, emek ve zamanı çok alan sistemlerin yerine daha ucuz, yüksek 

verimli ve tam otomatize sistemler geliştirilmiştir. SNP analizlerinde yapı özellikleri, 

allel tespit mekanizmaları, reaksiyon formatı ve allellik ayrımları düşünüldüğünde 

pratikte onlarca yöntemin kullanıldığı görülmektedir [35], [36]. 
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SNP’lerin tanımlanmasında yapısal özellikleri düşünülecek olursa heterodubleks analizi, 

tek zincir yapısal polimorfizm analizi (SSCPs), varyant tespit çipleri ve direkt DNA 

dizileme yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Allellerin ayırımında ise allele 

spesifik 4 farklı yöntem yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu mekanizmalar nükleotid 

bağlanması, oligonükleotid bağlanması, hibridizasyon ve enzimatik kesimdir [35], [36]. 

Bu tez çalışmasında MassArray Platformu ve iPLEX SNP genotipleme yöntemi 

kullanılmıştır (Sequenom Inc.). Bu yöntemin düşük maliyetli olması, multipleks 

reaksiyonlara olanak sağlaması, aynı anda yüzlerce örnekte çok sayıda SNP’nin 

analizine imkân vermesi, verilerin kısa sürede %99.7’den daha yüksek bir kesinlikte 

elde edilmesi ve ülkemizde ulaşılabilir olması tercih sebebi olmuştur. 

Bu yöntem ile SNP’leri içeren genom bölgeleri spesifik primerler kullanılarak Multiplex 

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile çoğaltılmaktadır. Ürünler kalıp olarak kullanılır ve 

tek baz uzama reaksiyonu gerçekleştirilir. Tek baz uzama reaksiyonu ile elde edilen 

ürünler MALDI-TOF MS (Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanlı 

kütle spektrometrisi) ile analiz edilir ve allellerin tespiti gerçekleştirilir (Şekil 1.5) [35], 

[37], [38]. 

 

Şekil 1. 5 Sequenom MassArray platformu deney akış şeması [38] 

Bu yöntemin temelinde MALDI-TOF MS ve multiplex PCR analitik yöntemin 

entegrasyonu bulunmaktadır. Allel ayırımı için farklı yöntemler geliştirilmiş olmasına 

rağmen pratikte araştırmacılar rutin olarak primer uzatma temelindeki yaklaşımları 

kullanmaktadırlar. MALDI-TOF MS ile aynı zamanda birçok farklı örnek ile çok sayıda 

genetik belirtecin aynı anda analizi yapılmaktadır. Yöntemin en önemli avantajlarından 

bir tanesi de tüm genom üzerinde SNP taranmasının gerçekleştirilmesine olanak 

sağlamasıdır. MALDI-TOF platformu, allel spesifik ürünlerin ve bir matriks bileşeninin 
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metal plaka üzerindeki karışımını içermektedir. Bu karışım kısa süreli olarak lazer atışı 

ile ısıtılarak güçlü bir potansiyel farkın oluşturulması sağlanır. Oluşan bu potansiyel 

fark, iyonizasyonun gerçekleştiği gaz fazına geçişi sağlamaktadır (Şekil 1.6) [35], [37], 

[38].   

 

Şekil 1. 6 MALDI-TOF MS platformunun okuma prensibi [39] 

1.1.4 Mikrobiyolojik Tanılarda Biyoinformatik Araçların Rolü  

İstatistik, bilgisayar mühendisliği ve uygulamalı matematik alanlarındaki yaklaşımların, 

biyolojik verilerin analizi için uygulanması biyoinformatik (Bioinformatics, 

Computational biology, Biocomputing) olarak tanımlanmaktadır [40]. Biyoinformatik 

için, biyolojik bilgiyi yönetme ve analiz etme bilimi denilebilir [41].  

Biyolojik sistemlerden açığa çıkan veriler oldukça karmaşıktır. Hücresel aktivite, 

transkripsiyon regülasyonu, genom bilgisi veya hücresel iletişim gibi karmaşık biyolojik 

sistemlerdeki sinyallerin ve yolların karşılıklı etkileşimi insan beyninin nicel olarak 

kavrayamayacağı kadar karmaşık ve hassastır [42], [43]. Ayrıca son yıllardaki biyolojik 

bilimlerdeki baş döndüren gelişimin sonucunda, yapılan araştırma ve uygulamalar ile 

çok miktarda veri birikimi oluşmuştur. Tüm dünyada, pek çok laboratuarda yapılan 

çalışmalar sonucunda açığa çıkan bilgilerdeki artış çok yüksek rakamlara ulaşmıştır. 

Bilimdeki bu hızlı ilerleyiş araştırmacılar üzerine önemli bir bilgi yükü getirmiştir. Bu 
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anlamda biyoinformatik, yaşam ve bilgisayar bilimleri arasında bir köprü kurmaktadır. 

Verilerin son derece etkin bir şekilde toplaması ve işlenmesi adımlarını hızlandırması 

nedeniyle son derece önemlidir [44]. 

Bu yapılan araştırmalar ve çalışmalar neticesinde ortaya çıkan verilerin çoğunu 

genomik bilgiler oluşturmaktadır (Şekil 1.7) [45]. Milyonlarca nükleotidin dizisinin 

depolanması ve işlenmesi için oluşturulan veritabanları, araştırmacıların bu bilgilere 

ulaşabilmesini ve yeni verileri rahatça girebilmelerini kolaylaştırmıştır [44].  

 

Şekil 1. 7 Yıllara göre GenBank’da depolanan DNA dizisi ve baz sayısındaki artış [45] 

Dünya çapında nükleotid dizi bilgilerinin organizasyonu ve depolanması görevini 

üstlenmiş 3 temel kuruluş vardır. Bu kuruluşlar, GenBank (Gen Bankası; ABD-

Maryland), DDBJ (DNA Japonya Veritabanı; JaponyaMishima) ve EMBL (Avrupa 

Moleküler Biyoloji laboratuarı; Ingiltere-Hinxton)’dir [44]. 

Biyoinformatikte en çok kullanılan analiz yöntemleri DNA ve protein dizilerinin 

hizalanması ve karşılaştırılmasıdır. DNA, RNA ve protein dizilerini analiz ederek, birden 

fazla dizinin benzer bölgelerin tespit edilmesine dizi çakıştırma (alignment); var olan bir 
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nükleotid dizisine benzer dizilerin veri tabanında araştırılırak tespit edilmesine dizi 

karşılaştırma denir [44].  

Biyoinformatik çalışmalarında önemli bir yer tutan BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) ile eldeki DNA dizisi, ayrıntılı olarak analiz edilebilir. BLAST, aranan diziyi 

tabanında bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karşılaştıran ve referans 

diziye en yakın olan diziyi, ait olduğu mikroorganizmayı, % benzerlikle veren web 

tabanlı, açık erişimli bir bilgisayar programıdır. Hızlı veri analizi amacıyla tasarlanmıştır. 

Genellikle yüksek duyarlılık aranan durumlarda kullanılmaz [44], [46]. 

DNA, RNA ve protein dizilerinde bulunan benzer bölgeler olması, bu diziler arasında 

işlevsel veya yapısal bir ilişki olabileceğini gösterir. Belirli iki veya daha fazla diziyi 

çakıştırmak için EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) adlı web 

tabanlı ve açık erişimli bir program mevcuttur. Bu paket geliştirilerek Cluster Omega 

adlı bir web servisi EBI altında başlatılmıştır. Açık erişimli bu site yardımıyla, iki veya 

daha fazla dizi belirli formatlarda sisteme girilerek dizi çakıştırması yapılabilir [44], [47]. 

Nükleik asit temelli tanı yöntemlerinin işleyişi ve gelişimi biyoinformatik araçlara 

bağlıdır. Nükleik asit dizilerinin gerek çakıştırma gerekse karşılaştırmalarının yapılarak 

özgünlüğünün ve duyarlılığının belirlenmesi, son yıllarda geliştirilen biyoinformatik 

araçlar ile yüksek maliyetli laboratuar çalışmalarına gerek kalmadan 

sağlanabilmektedir. Son zamanlarda yapılan ve çeşitli hastalıkların tanısına imkan veren 

nükleik asit temelli yöntemlerin başarısı, ister mutasyonlara bağlı olarak canlı 

genomundaki insersiyon, delesyon, metilasyon veya tek nokta polimorfizmini (SNP) 

tespit etmek için olsun, ister bir patojenin veya bir parazitin DNA’sını tanımak için 

olsun, yapılan biyoinformatik çalışmanın doğruluğuna bağlıdır. 

1.1.5 Büyükbaş Hayvancılıkta Karşılaşılan Bazı Önemli Hastalıklar ve Etkenleri 

Günümüzde gıda güvenliği, hızla artan dünya nüfusunun ihtiyaçlarının gerekli 

karşılanamaması nedeniyle önem kazanmıştır. 2011 yılında Birleşmiş Milletler Gıda ve 

Tarım Örgütü (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) 

tarafından yayınlanan hayvan sayısı verilerine göre dünya toplam sığır varlığı bir önceki 

yıla göre azalmış ve yaklaşık 1,4 milyar baş olarak hesaplanmıştır (Çizelge 1.1) [48].  
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Çizelge 1. 1 Yıllara göre Dünya büyükbaş ve küçükbaş hayvan varlığı (milyon baş) [48] 

 SIĞIR KOYUN KEÇİ MANDA 

2007 1.389 1.108 855 184 

2008 1.407 1.096 877 187 

2009 1.416 1.076 899 190 

2010 1.427 1.078 909 192 

2011 1.399 1.043 875 195 

 

Günümüzde bireylerin beslenme konusunda daha bilinçli hale gelerek, hayvansal 

ürünlerin yeterli ve dengeli beslenmede hayati öneme sahip olmasının bilinmesi ile, 

tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de hayvancılık önemli bir yere sahip olmuştur. 

Dünya çapında büyükbaş ve küçükbaş hayvan sayısı yıllar geçtikçe azalmakta iken 

ülkemizde bu sayılar artmaktadır (Çizelge 1.2) [49] .  

Çizelge 1. 2 Yıllara göre Türkiye büyükbaş ve küçükbaş hayvan varlığı [49] 

 SIĞIR KOYUN KEÇİ MANDA 

2007 11.036.753 25.462.293 6.286.358 84.705 

2008 10.859.942 23.974.591 5.593.561 86.297 

2009 10.723.958 21.749.508 5.128.285 87.207 

2010 11.369.800 23.089.691 6.293.233 84.726 

2011 12.386.337 25.031.565 7.277.953 97.632 

2012 13.979.152 27.455.878 8.394.037 107.113 
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Hayvancılık sektörünün sürekliliği için gerekli en önemli olgulardan biri de hayvan 

sağlığı ve gıda güvenliğidir. Bu kapsamda T.C. Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Gıda 

ve Kontrol Genel Müdürlüğü 2014 yılında yaptığı rutin tarama testleri ile 70 milyonun 

üzerinde hayvanı sağlık taramasından geçirerek, hastalıkların erken teşhis edilmesini 

amaçlanmıştır [50].  

Hayvan hastalıkları, hayvan yaşamını etkilemenin yanında, verim düşüşü ve ölüm ile 

ekonomik kayıplara yol açmakta, kontrolünün sağlanması ve sağaltımı ile de üretim 

maliyetini oldukça yükseltmektedir. Bu durum, hastalık kontrolü için yapılan 

harcamaların en etkin bir şekilde kullanımının gerekliliğini göstermektedir. Yüksek 

maliyetlerle yapılan bu testlerin sayısı, bu hastalıkların önemini ortaya koymaktadır. 

Çiftlik hayvanlarında verim kaybına sebep olan ve maliyeti arttıran en önemli 

hastalıklardan bazıları, solunum sistemi hastalıkları, yavru atımı (abortus) ve mastitistir. 

1.1.5.1 Solunum Sistemi Hastalıkları 

Çiftlik hayvanlarında karşılaşılan solunum sistemi enfeksiyonları tüm dünyada olduğu 

gibi Türkiye’de de oldukça sık rastlanan hastalıklardır. Bu enfeksiyonlar, tüm cins ve yaş 

grubundan hayvanları etkilemekte, sıklıkla tekrar ederek ile koruyucu ve tedavi edici 

yöntemlere karşı yeterli cevap verememekte, böylelikle ağır ekonomik kayıplara neden 

olmaktadır [51].  

Solunum sistemi enfeksiyonları burun akıntısı, yüksek ateş, iştahsızlık, nabız ve 

solunum artışı ile başlayıp, bazı olgularda kendi kendine iyileşme gösteren, bazı 

olgularda ise kronikleşerek verim kaybı ve ölümlere neden olabilen bir hastalıktır. 

Solunum sistemi enfeksiyonları mantarlar, bakteriler, virüsler veya parazitler 

tarafından oluşturulabilirler. Ayrıca bu etkenlerin kombine olarak izole edildikleri de 

bildirilmiştir [52]. Bu mikroorganizmaların çoğu sağlıklı hayvanların solunum sisteminde 

fakültatif olarak yaşayabilmektedir. Nakil, sürüye dışarıdan kontrolsüz hayvan 

sokulması, sıkışık barındırma, yetersiz beslenme ve havalandırma, tozlu ve amonyaklı 

havanın solunması, rutubetin fazla olması, ani yem ve iklim değişiklikleri gibi 

faktörlerinin varlığında patojen hale geçerek enfeksiyona sebep olurlar [53].  
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Sığır ve koyunlarda solunum sistemi hastalıklarının en önemlilerinden olarak kabul 

edilen pnömonik pasteurellozis olgularında Mannheimia haemolytica (Pasteurella 

haemolytica), birincil patojen olarak bildirilmiştir [54]. Pasteurellalar çoğu zaman 

sağlıklı hayvanların üst solunum yollarında fakültatif patojen olarak yaşarlar. Stres 

faktörleri vücut direncinin kırılmasına yol açarak, bu mikroorganizmaların üremesine 

yardımcı olmakta ve bu durum hayvanlarda enzootik pnömonilere sebep olmaktadır 

[55]. 

Solunum sistemi enfeksiyonlarının bakteriyel etkenleri arasında sayılan Mycoplasma 

türleri, özellikle viral etkenlerle birlikte ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadır. Bazı 

türlerin ise tek başına da solunum sistemi hastalıklarına yol açtıkları bilinmektedir [56]. 

Mycoplasmalar serbest yaşayan en küçük mikroorganizmalardır. Hücre duvarlarının 

olmaması nedeniyle Mollicute grubu içinde bulunurlar [57]. Hayvanlardan izole edilen 

yaklaşık 200 kadar Mollicute arasından sadece çok azı patojendir. Ancak bu 

Mycoplasma türlerinin enfekte mekanizması ve şiddeti üzerine yeterli sayıda çalışma 

bulunmamaktadır. Bunun başlıca nedeni Mycoplasma türlerinin kültür edilememesi ve 

sınıflandırmadaki belirsizliklerdir. Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma 

bovirhinis, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides ve Mycoplasma arginini solunum 

yolu enfeksiyonlarna sebep olduklar bildirilen Mycoplasma türlerindendir [51].   

Solunum sistemi enfeksiyonları, sığır yetiştiriciliğinin en önemli sorunlarından biridir. 

Basit üst solunum yolu enfeksiyonlarından daha çok, alt solunum yolu enfeksiyonları ve 

pnömoniler üretici açısından iş gücü ve verim kaybı ile birlikte, sağaltım masrafları ve 

ölümler nedeniyle de büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır [58], [59]. Amerika 

Birleşik Devletleri’nde yapılan bir çalışmada solunum sistemi enfeksiyonlarına bağlı 

hastalıkların sağaltım masraflarının, hayvan başına yaklaşık 15,57 $ ve 2006 yılı itibari 

ile ekonomik kaybın yıllık 3 milyar $’ın üzerinde olduğu bildirilmektedir [60].  

Ülkemizde bu konuda yapılmış yeterli çalışma bulunmamaktadır. 

1.1.5.2 Mastitis 

Mastitis meme bezinin yangısı olarak tanımlanır ve sütçü sürülerde süt verimi ve 

kalitesinde azalma ile sonuçlanan bir hastalıktır. Mastitis klinik veya subklinik 

karakterde ve akut veya kronik seyirli olabilir [61]. Mastitisli sütlerdeki değişiklikleri 
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tanılamak için birçok test geliştirilmiştir. Örneğin sütteki somatik hücre sayısı (SHS) 

artışı subklinik mastitisin tanımlanmasında kullanılan tanı yöntemlerinden biridir 

[62],[63]. Bununla beraber, bakteriyel sebepli birçok hastalığın tanısında olduğu gibi 

mastitis vakalarının kesin teşhisinde de kültür yöntemi “altın standart” olarak kabul 

edilmektedir [64].  

Mastitis vakalarına sebep olan, 130’dan fazla farklı etiyolojik ajanın izole edildiği 

bilinmektedir ve enfeksiyona daha çok bakteriyel etkenlerin neden olduğu tespit 

edilmiştir [65], [66]. Bu etkenler, bulaşıcı ve çevresel kaynaklı olarak gruplandırılır. 

Bilinen mastitis patojenleri arasında en çok stafilokoklar, streptokoklar ve başta E. coli 

olmak üzere enterobakteriler izole edilmektedir. Bununla beraber, maya ve küf 

izolasyonları da bildirilmiştir [66], [67], [68], [69], [70]. Ayrıca özellikle Mycoplasma 

spp., Corynebacterium bovis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus spp., 

Candida albicans, Cryptococcus spp, Nocardia spp. gibi çeşitli etkenlerin neden olduğu 

mastitis vakaları da bulunmaktadır [71], [72], [73], [74], [75], [76]. Tüm dünyada olduğu 

gibi Türkiye’nin de farklı bölgelerinden alınan mastitisli süt örneklerinde yapılan 

çalışmalarda Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve Enterobactericeae familyasına 

ait bakteriler sıklıkla tespit edilmiştir [73], [74], [75], [76]. Staphylococcus aureus ve 

Streptococcus agalactiae'nin bulaşıcı mastitis etkenleri olduğu, mastitis vakalarında 

yaygın olarak görüldükleri özellikle de sağım sırasında, eller ve süt sağım üniteleri ile 

bulaştıkları bilinmektedir [76]. Gram negatif bakteriler, S. agalactiae'nin dışındaki tüm 

streptokoklar (özellikle S. uberis) ve diğer mikroorganizmalar çevresel patojen olarak 

belirtilmiştir ve çevresel patojenlerin, yukarıda sayılanlara göre daha az yaygın 

olmasına rağmen, neden olduğu mastitis vakalarının çok önemli olduğu vurgulanmıştır 

[76], [77]. Mastitis problemlerinde önemli yer tuttuğu vurgulanan ve çevresel 

patojenler içinde birinci sırada yer alan S. uberis hayvanın bulunduğu her yerde 

özellikle de dışkı, barınaklar, rumen ve memede bulunabilmektedir [76], [77], [78], 

[79]. 

Mastitis, süt sığırcılığı işletmelerinin en önemli ekonomik kayıplarının arasında 

gösterilmektedir [76]. Yüksek verimli hayvanların sürüden ayıklanması, süt veriminde 

azalma ve tedavi masrafları gibi nedenlerle oldukça büyük ekonomik kayıplar 

oluşturdukları bilinmektedir [80]. 2010 yılında yapılan bir çalışmada ülkemizde 
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mastitisten kaynaklanan ekonomik kaybın yılda yaklaşık 57,7 milyon TL olduğu 

bildirilmiştir [65].  

1.1.5.3 Abortus 

Ölmüş veya gelişmesini tamamlamamış yavrunun gebelik henüz sona ermeden 

uterustan çıkması veya çıkarılması yavru atma (abortus) olarak adlandırılmaktadır [81]. 

Abortus vakaları ülkemizde hayvan yetiştiriciliğini olumsuz yönde etkileyen faktörler 

arasında önemli bir yer tutmaktadır. Evcil hayvanlarda abortus vakaları, non-enfeksiyöz 

ve enfeksiyöz sebeplere bağlanabilir ancak enfeksiyöz hastalıklar abortus sebepleri 

arasında başta gelmektedir [82].  

Enfeksiyöz abortus vakalarına bakteri, virus, mantar veya protozoon gibi etkenler 

neden olabilmektedir. Enfeksiyöz abortuslarının enzootik olduğu ve sürüdeki çok 

sayıda hayvana kısa sürede yayılabildiği bilinmektedir [83], [84].  Bakteriyel abortus 

etkenlerinin en önemlilerinden bazıları Brucella abortus, Brucella melitensis, 

Actinomyces pyogenes, Eshericha coli, Streptecoc ve Staphilococ türleri, Listeria 

monocytogenes ve Coxiella burnetii olduğu yapılan çalışmalarda belirtilmiştir [83], [85].  

Bu türler içinde iki tür, oldukça yüksek kayıplara sebep olması ve zoonoz olması 

nedeniyle oldukça önemlidir. 

Brusellozis, insan ve hayvanlarda Brucella cinsine ait bakteriler tarafından oluşturulan 

bulaşıcı, genellikle subakut ve kronik seyirli bir enfeksiyondur. B. abortus ve B. 

melitensis besicilikte karşılaşılan brusellozisinin başlıca etkenleridir. B. melitensis ayrıca 

insanlarda Malta humması olarak bilinen hastalığa sebep olmaktadır [82], [86].   

1.2 Tezin Amacı 

16S rDNA ve RpoB gen bölgelerinin bakteri türlerinin filogenetik yeri hakkında veriler 

içerdiği bilinmektedir. Bu tez çalışmasının amacı bilgisayar teknolojileri kullanılarak 16S 

rDNA ve RpoB gen bölgelerinde türler arası ayrımı sağlayacak SNP’ler bulunarak bir 

panel geliştirilmesi ve ilk kez bu tez çalışmasında bulunan SNP’lerden 17 tanesinin 

multiplex PCR ve MALDI TOF MS tabanlı bir analiz platformu ile test edilmesidir. 
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Yapılan tez çalışması ile, istenildiği taktirde tür sayısının genişletilmesi veya panele 

dahil olan türlerin kullanıcı ihtiyacına göre seçilerek kullanımının sağlanması nedeniyle; 

kaynaktan bağımsız olarak, yüksek doğrulukta çoklu örnekte tanı yapabilen, kullanıcı 

kolaylığı sunan, bir panel tasarlanmıştır. Tasarlanan panelin, ticari kullanıma 

sunulmasından önce optimizasyon ve validasyon çalışmalarının yapılması, bu tez 

kapsamında çalışılan 26 mikroorganizmanın tek panelde ilk kez türe özgü tanısının 

gerçekleştirilmesine imkan sunarak, benzer mikroorganizmalarla yapılacak olan 

araştırmalara ışık tutacağı düşünülmektedir. 

1.3 Hipotez 

Patojen olduğu bilinen 26 türe ait 16S rDNA ve RpoB gen bölgelerinden türler arası 

SNP’ler belirlenerek;  belirtilen patojenleri erken ve etkili tanısıyla birlikte daha az 

maliyet ve iş gücü ile katkı sunabilecek biyobelirteçlerin tespit edilebileceği 

öngörülmektedir. 
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BÖLÜM 2 

MATERYAL VE YÖNTEM 

2.  

2.1 Materyal 

2.1.1 Biyoinformatik çalışmalarda kullanılan DNA dizileri 

Mycoplasma türlerine ve diğer patojenlere ait SNP markerlarının belirlenmesi için 

gerekli çalışmalar, Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’ye ait GenBank 

veritabanından indirilen 226 adet gen dizisi kullanılarak tamamlanmıştır.  

Çizelge 2.1’de panel tasarımında kullanılacak olan diziye karar vermek amacıyla 

indirilen dizilere ait tür ve gen isimleri ile veritabanı erişim numaraları verilmiştir. 

Çizelge 2.2’de ise panel tasarımında kullanılan 16S rDNA ve RpoB gen bölgelerinin 

türlere göre erişim numaraları verilmiştir. 
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Çizelge 2. 1 Biyoinformatik çalışmalarda kullanılan gen dizilerinin isimlerive GenBank 

erişim numaraları 
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Çizelge 2. 1 Biyoinformatik çalışmalarda kullanılan gen dizilerinin isimlerive GenBank 

erişim numaraları (devamı) 
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Çizelge 2. 2 Panel tasarımında kullanılan gen dizilerinin GenBank erişim numaraları 

1
6

S
 r

ib
o

so
m

a
l 

D
N

A
 G

e
n

i 
Erişim Numarası  Tür İsmi 

NR025878.1 Ureaplasma diversum 

NR125608.1 Mycoplasma verecundum 

NR118797.1 Mycoplasma leachii  

NR115137.1 Pasteurella multocida 

NR118257.1 Brucella melitensis 

NR114469.1 Brucella abortus 

NR114848.1 Mycoplasma bovis 

NR114448.1 Mannheimia haemolytica 

NR114042.1 Escherichia coli 

NR113690.1 Mycoplasma bovigenitalium 

NR13685.1 Mycoplasma bovirhinis 

NR113676.1 Mycoplasma canis 

NR111993.1 Chlamydophila abortus 

NR104916.1 Coxiella burnetii 

NR025988.1 Mycoplasma canadense 

NR025984.1 Mycoplasma alkalescens 

NR118997.1 Staphylococcus aureus 

NR027517.1 Streptococcus dysgalactiae 

NR025182.1 Mycoplasma dispar 

AF549387.1 Histophilus somni 

U26039.1 Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC 

AB002480.1 Streptococcus agalactiae 

U15794.1 Mycoplasma arginini 

U41048.1 Streptococcus uberis 

U14905.1 Acholeplasma laidlawii 
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Çizelge 2.2 Panel tasarımında kullanılan gen dizilerinin GenBank erişim numaraları 
(devamı) 

R
N

A
 p

o
li

m
e

ra
z 

b
e

ta
 a

lt
b

ir
im

 G
e

n
i 

Erişim Numarası  Tür İsmi 

EF071828.1 Mycoplasmamycoides subsp. mycoides 

FJ765301.1 Mycoplasma bovis 

DQ112178.2 Mycoplasma bovigenitalium 

DQ112172.1 Mycoplasma dispar 

DQ234661.1 Mycoplasma canis 

EU925147.1 Mycoplasma arthritidis 

DQ272351.1 Mycoplasma arginini 

AP014631.1 Mycoplasma canadense 

DQ219485.1 Mycoplasma verecundum 

DQ272352.1 Mycoplasma alkalescens 

DQ157641.1 Mycoplasma bovoculi 

DQ234660.1 Mycoplasma bovirhinis 

EF071848.1 Mycoplasma leachii 

NC_010163 Acheoplasma laidlawii 

CP008918.1 Pasteurella multocida 

JN935853.1 Ureaplasma diversum 

CP005383.1 Mannheimia haemolytica 

KP670788.1 Escherichia coli 

KC707790.1 Staphylococcus aureus 

JN580230.1 Streptococcus agalactiae 

AEGO01000002.1 Streptococcus dysgalactia 

AM946015.1 Streptococcus uberis 

CP007707.1 Brucella abortus 

CP000911.1 Brucella suis 

AY540342.1 Brucella melitensis 

DQ514614.1 Mycoplasma pirum 

 DQ530429.1 Mycoplasma orale 

 DQ530430.1 Mycoplasma hominis 
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2.1.2 Deneysel çalışmalarda kullanılan referans suşlar 

Bu tez çalışmasının deneysel aşamalarında kullanılan referans suşlar; M.bovis NCTC 

10131, M. mycoides subsp. mycoides V5, M.bovigenitalium NCTC 10122, M.arginini G 

230, M.alkalescens D12, M.canadense 275C ve Acholeplasma laidlawii NCTC 10116 

soylarıdır. 

2.1.3 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler  

Yapılan kültürlerden genomik DNA izolasyonu için gerekli olan fosfat tamponu Sigma 

Aldrich’ten temin edilmiştir.  Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan HotStarTaq Plus 

28 DNA polimeraz (5 U/μL) enzimi, MgCl2 (25 mM) ve 10 x PCR tampon çözeltisi 

QIAGEN firmasından, dNTP’ler (100 mM) Applied Biosystems firmasından ve tüm 

deneysel çalışmalarda gerekli olan ultrasaf distile su Invitrogen firmasından temin 

edilerek kullanılmıştır. Polimeraz zincir reaksiyonlarında ve genotipleme aşamalarında 

kullanılan primer ve problar Sequenom firmasına sentezlettirilmiştir. PZR sonrasında 

yapılan temizleme reaksiyonunda shrimp alkaline fosfataz enzimi (1.7 U/μL) ve tampon 

çözeltisi; tek baz spesifik uzama reaksiyonunda iPLEX enzim, 10 x iPLEX tampon 

çözeltisi, iPLEX Extension Mix ve rezin ile muamele aşamasında SpectroCLEAN rezin 

kullanılmış ve bu ürünlerin tamamı Sequenom firmasından ticari olarak temin 

edilmiştir.  

2.1.4 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar  

Yapılan deneysel çalışmalarda; Mikrosantrifüj-Beckman Coulter, Santrifüj-Beckman 

Coulter, Termal çalkalayıcı-BIOSAN, Mini santrifüj/vorteks-BIOSAN, Emniyet kabini-

Nüve, Mikro-hacim UV-Vis spektrofotometre-Thermo, Termal cycler-BIO-RAD, Döner 

çalkalayıcı-Scientific Industries, MassArray nanodispenser-Sequenom, MassArray 

analyser- Sequenom Inc. 
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2.2 Yöntem 

2.2.1 Biyoinformatik Analizler 

Biyoinformatik analizlerde kullanılan 226 adet gen dizisinin kullanımını kolaylaştırmak 

amacıyla bu çalışmaya özel bir veritabanı oluşturulmuştur. Oluşturulan veritabanını 

kolay kullanılması için JAVA® platformunda bir program yazılmıştır. 

Bu çalışmada tespit edilen SNP’lerden, referans alınan 5 türe (M. mycoides subsp. 

Mycoides SC, M. bovis, M. bovigenitalium M. dispar, M. canis) ait 16S rDNA gen 

bölgesinde bulunanlar, Yrd. Doç. Dr. Oğuz ATA tarafından, .NET platformunda yazılan 

ve MS SQL ile kurulan bir veritabanını kullanarak girilen dizilerde belirtilen türler 

arasındaki tek nokta poliformizmlerini tespit eden bir program yazılmıştır. Bu çalışma 

henüz yayınlanmamıştır. 

Bu tez çalışmasının büyük bir kısmını oluşturan biyoinformatik analizlerde, birçok araç 

ve platform kullanılmıştır. Bu araç ve platformlar Çizelge 2.3 ‘de verilmiştir.  

Çizelge 2. 3 Biyoinformatik Analizlerde Kullanılan Yazılım ve Araçlar 

Yapılan İşlem Araç 

Veritabanı Kurulumu 
MySQL®  [87] 

MS SQL® [88] 

Veritabanı Arayüzü JAVA® [89] 

Dizi Çakıştırma MUSCLE [90] 

Görüntüleme Jalview Desktop [91] 

Dizi Karşılaştırma BLAST [92] 

SNP Tayini .NET [93] 

Primer ve Prob Tasarımı Sequenom Assay Designer™ [37] 

 

Tez kapsamında tanısı hedeflenen 26 türün her biri, çalışmalarda kolaylık sağlaması 

açısından numarlandırılmıştır (Çizelge 2.4). 

 



27 

 

Çizelge 2. 4 Tez çalışmasında kullanılan tür-numara listesi 

No Tür Adı No Tür Adı 

1 Mycoplasma mycoides SC 14 Acheoplasma laidlawii 

2 Mycoplasma bovis 15 Pasteurella multocida 

3 Mycoplasma bovigenitalium 16 Ureaplasma diversum 

4 Mycoplasma dispar 17 Mannheimia haemolytica 

5 Mycoplasma canis 18 Hamophylıus somnus 

6 Mycoplasma arthritidis 19 Escherichia coli 

7 Mycoplasma arginini 20 Staphylococcus aureus 

8 Mycoplasma canadense 21 Streptococcus agalactiae 

9 Mycoplasma verecundum 22 Streptococcus dysgalactia 

10 Mycoplasma alkalescens 23 Streptococcus uberis 

11 Mycoplasma bovoculi 24 Brucella abortus 

12 Mycoplasma bovirhinis 25 Brucella suis 

13 Mycoplasma leachii 26 Brucella melitensis 

 

İlk kez bu çalışmada tespit edilmiş olan SNP’lerden, deneysel çalışma içerisinde 

kullanılanlar tür ismine ve gen bölgesindeki yerine göre numaralandırılmıştır. Buna 

göre T1, M. mycoides subsp. mycoides SC’yi, T2, M. bovis’i, T3 M. bovigenitalium’u, T4 

M. dispar’ı ve T5 M. canis’i ifade eder. SNP’ler ise bulundukları 16S rDNA gen 

bölgesinde, 5’ ucuna yakınlıklarına göre 1’den başlayarak numaralandırılmıştır. 

Örneğin; T3_SNP2 M. bovigenitalium’a ait 16S rDNA gen bölgesindeki 5’ ucuna en 

yakın 2. SNP’yi belirtmektedir. 
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2.2.2 Deneysel Çalışmalar 

2.2.2.1 Genomik DNA İzolasyonu 

Kültür edilen hücrelerin genomik DNA izolasyonu kaynatma yöntemi ile yapılmıştır. Bu 

yönteme göre hücre kültüründen 1.5 ml alınır ve 600 g’de 5 dakika santrifüj edilerek 

çöktürülür. Pelletler 100 µl fosfat tamponunda çözdürüldükten sonra 95°C 15 dakika 

bekletilir. Daha sonra 10.000 g’de 5 dakika santrifüj edilir. Üstte kalan süpernatant 

alınarak - 20°C’ de saklanır [94]. 

2.2.2.2 Genomik DNA Örneklerinin Miktar ve Saflık Tayini 

Kütle spektroskopisi temelli genotipleme analizine geçmeden önce, elde edilen 

genomik DNA’nın miktarının belirlenmesi ve saflık tayini yapılması gerekli bir işlemdir. 

Bu çalışmada kullanılan DNA’ların miktarı ve saflıklarının belirlenmesi için, UV-VIS 

spektrofotometre cihazına 1’er µl DNA örneği konulmuş ve 260 nm ve 280 nm dalga 

boylarında ölçüm yapılarak gerçekleştirilmiştir.  

260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans değeri oranının 1.7 ile 2.0 arasında 

olması, kullanılacak DNA’ların saf olarak kabul edilmesi için yeterlidir (A260/A280=1.7-

2.0) [94].  

260 nm’deki bir optik dansite (OD) ünitesinin 50 μg/ml çift iplikli DNA’ya eşit kabul 

edilerek de DNA miktarı hesaplanabilir. Buna göre: DNA miktarı= OD ünitesi x 

sulandırma faktörü x 50 μg/ml.  Sulandırma faktörü, Toplam Hacim / DNA oranı olarak 

alınır; örneğin,DNA’nın 1:10 oranında sulandırılması durumunda sulandırma faktörü 

10’dur. 

İzole edilen genomik DNA örneklerinin miktarı ve saflıkları, Thermo NanoDrop Mikro-

Hacim UV-VIS Spektrofotometre cihazı kullanılarak hesaplanmıştır.  

2.2.2.3 Kütle Spektroskopisi Temelli Deney Tasarımı 

Bu tez çalışmasında uygulanmış olan deneysel yöntemler iPLEX® Gold Application 

Guide (2009) [37] ve iPLEX® Gold SNP Genotyping Training Protocol (2009) [38] 

kaynaklarından yararlanılarak gerçekleştirilmiştir. 
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2.2.2.3.1 Deney Tasarımı 

Sequenom Assay Designer™ yazılımı kullanılarak yapılacak olan deneylerin tasarımı 

gerçekleştirilmiştir.  

Plex terimi tek bir kuyuda çalışılabilecek olan SNP sayısı olarak tanımlanmıştır. 

Analizlerde kullanılan SNP bölgeleri için tasarlanan primerlerde oluşabilecek dimerler 

ve SNP'lerdeki hedef bölgelerde birbiri ile çakışan diziler hesaplanarak analiz edilecek 

17 SNP’nin, 4 plexte çalışılması planlanmıştır. 

2.2.2.3.2 Primer ve Prob Tasarımı 

MALDI TOF genotipleme çalışmalarında, doğru sonuçların alınabilmesi için polimorfik 

bölgeyi içeren optimum amplikon boyutunun 80 ile 120 baz çifti arasında olması tercih 

edilmektedir. Okuma hatalarının minimum olması için 400 baz çiftinden daha uzun 

fragment boyutundan kaçınılmalıdır. Genotipleme uygulamalarında sonuç alınabilmek 

için primerlerin 5’ ucuna 5'-ACGTTGGATG-3' dizisini içeren genel bir 10-mer etiketi 

eklenmektedir. Ayrıca Sequenom Assay Designer™ yazılımı kullanılarak, primerlerin 

reaksiyon sırasında dimer oluşturup oluşturmayacağı da kontrol edilmektedir. 

Amplifikasyondan sonra elde edilen PCR ürününe spesifik hibridizasyon 

gerçekleştirecek olan problar ile allelin belirlenmesi için tek bazlık bir uzama 

gerçekleştirilmekte ve kalıp diziye göre uzamaktadır. Oluşan ürünler arasında nükleik 

asit bazına özgü kütle farklılıkları (Çizelge 2.5) meydana gelmektedir ve bu farklılıklar 

MassARRAY® Typer 4.0 yazılımı ile analiz edilmektedir. 

Çizelge 2. 5 SNP allelleri arasındaki kütle farklılıkları [37] . 

Terminatör A C G T 

A 0 -24 16 55.9 

C 24 0 40 79.9 

G -16 -40 0 39.9 

T -55.9 -79.9 -39.9 0 
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Uzama probunun 3' ucu polimorfik bölgeye bitişik ve 15-30 nükleotid uzunluğunda 

olacak şekilde tasarlanmıştır. Probların erime sıcaklığı değerleri yaklaşık olarak ≥60°C 

olacak şekilde sentezlenmiştir. Uzama probları kullanılarak yapılacan amplifikasyonların 

verimli sonuçlar vermesi için uzama primerleri ve reaksiyon ürünlerinin kütleleri 

arasında minimum 30 Da’luk fark bulunmalıdır ve analit kütlelerinin 4500-9000 Da 

arasında olması tercih edilmiştir.  

Tek nükleotit spesifik uzama problarının tasarımı Sequenom’un Assay Designer™ 

yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu tez çalışmasında genotiplenmesi amaçlanan 

20 SNP’ye ait, multipleks PCR’da kullanılan forward ve reverse primerler Çizelge 2.6’da 

verilmiştir.  
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Çizelge 2. 6 SNP’ler ve genotipleme primerleri 
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2.2.2.3.3 Multiplex PCR Uygulaması 

İzole edilen genomik DNA’lardaki hedef bölgeler, tasarlanan primer çiftleri ile 

multipleks polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edilmiştir. PCR bileşenleri Çizelge 

2.7’de verilmiştir. Reaksiyon 95°C’de 2 dakika ön denatürasyon, 95°C’de 30 saniye 

denatürasyon, 56°C’de 30 saniye bağlanma, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C’ de 5 

dakika son uzama basamakları ile 44 döngü olarak gerçekleştirilmiştir.  

 

Çizelge 2. 7 Multiplex PCR karışımı 

Bileşenler  Son Konsantrasyon  Reaksiyonda Kullanılan 

Bileşen Hacmi (μL)  

dH2O  N/A  1,800  

10X PCR Tamponu  

(20 mM MgCl2 )  

1x (2 mM MgCl2)  0,500  

MgCl2 (25 mM)  2 mM  0,400  

dNTP karışımı  

(her birinden 25 mM)  

500 μM  0,100  

Primer karışımı (0,5 μM)  0,1 μM  1,00  

Roche PCR Enzimi (5 

U/μL)  

1.0 U/reaksiyon  0,200  

DNA (10 ng/μL)  2 ng/μL  1,00  

Toplam Hacim                           5,00 

 

2.2.2.3.4 dNTP Nötralizasyonu (SAP Uygulaması) 

Multiplex PZR işleminden sonra,  ürünlerde bulunan bağlanmamış dNTP’ler shrimp 

alkalen fosfotaz (Shrimp alkaline phospohotase: SAP) kullanılarak nötralize edilmiştir. 

SAP enzimi, serbest halde bulunan dNTP’den bir fosfat grubunu keserek dNDP’ye 

çevirmektedir. SAP reaksiyonu için gerekli bileşenler Çizelge 2.8’de verilmiştir.  
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Çizelge 2. 8 SAP reaksiyonu bileşenleri 

Bileşenler 

7 μL reaksiyondaki son 

hacim 

(PCR + SAP) 

2μL SAP karışımı 

içerisindeki bileşen 

miktarı 

[μL] 

dH2O N/A 1,53 

TS Tamponu (10X) 0,24 X 0,17 

SAP Enzimi (1,7 U/μL) 0,5 U 0,30 

Toplam Hacim (μL) N/A 2 μL 

Her bir kuyudaki PCR ürününün üzerine 2 µl SAP enzimi ve tampon çözelti karışımından 

eklenerek, plaka hafifçe karıştırıldıktan sonra 1000 rpm hızında santrifüj edilmiştir. SAP 

reaksiyonu 37°C’ de 40 dakika ve 85°C’de 5 dakika (enzimin inaktif hale gelmesi için) 

inkübe edilmiştir 

2.2.2.3.5 Tek Baz Spesifik Uzama Reaksiyonu 

Pik yoğunluğu ve analit kütlesi arasındaki ters orantı nedeniyle, tek baz spesifik uzama 

reaksiyonunda kullanılacak uzama probu konsantrasyonlarının ayarlanması önemlidir. 

Yüksek kütleli primerin (~8500 Da) pik yoğunluğu, düşük kütleli primerlere göre % 

25’ten daha azdır. Primer kütlesi arttıkça sinyal-gürültü oranı azalma eğilimi gösterir. 

Konsantrasyonların ayarlanmaması halinde gürültüden dolayı sinyaller ayırt 

edilemeyebilir. Bu şekilde başlatılan genotipleme reaksiyonlarında, analit pikleri 

kaçırılır ve genotipleme hataları ortaya çıkabilir.  

Analit kütlesi ve sinyal-gürültü oranı arasındaki ters orantıdan kaynaklanan farklılıkların 

yanında, pik uzunluklarında da beklenmeyen değişimler görülebilir. Bu değişimler 

oligonükleotid kalitesindeki tutarsızlıklardan veya MALDI’deki düşük 

desorpsiyon/iyonizasyon özelliğinden kaynaklanabilmektedir.  

Belirtilen sorunların giderilmesi için tek baz spesifik uzama reaksiyonunun hazırlık 

aşamasında dört farklı yöntem belirlenmiştir. İlk üç yöntemde, primer kütlesine göre 2, 



34 

 

3 ve 4 aşamalı olarak gruplara ayrılarak konsantrasyonlarının ayarlanmasını 

gerektirmekte, dördüncü yöntemde ise bütün primerlerin kütlesine spesifik bir 

konsantrasyonda karışıtırılarak ve bu konsantrasyonların spektrumda her bir primerin 

dengelenmesini gerektirmektedir (Şekil 2.1). Bu çalışmada, uzama primeri 

konsantrasyonları düşük kütleli primerlerden yüksek kütleli primerlere doğru dört 

aşamalı olarak ayarlanmıştır.  

 

Şekil 2. 1 Primerlerin dört aşamalı uzama probu ayarlama metoduna göre 
gruplandırılması [37] 

Uzama problarının konsantrasyonları, belirlenen değerlere ayarlandık uzama problarını 

içeren bir stok karışım hazırlanır. Shrimp alkalin fosfataz enzimi ile yapılan PZR sonrası 

temizleme işlemi sonucunda elde edilen ürünlerin ve tasarlanan probların hedef bölge 

ile hibridizasyonu ile tek kütle-modifiye nükleotid uzaması gerçekleştirilir.  

Tek baz spesifik uzama reaksiyonunu başlamadan önce; uzama probları, kütle 

modifikasyonlu ddNTP’leri enzim ve tampon çözelti içeren bir bileşenler (Çizelge 2.9) 

hazırlanarak amplifikasyon ürünlerine ilave edilir. Bu reaksiyon belitilen koşullar altında 

(Çizelge 2.10) ile primerin, deneyin tasarımına ve allele bağlı olarak, tek kütle 

modifikasyonlu nükleotid ile sonlanması sağlanır (Şekil 2.2).  
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Çizelge 2. 9 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bileşimi 

Bileşen 9μL reaksiyon 

hacmindeki son 

konsantrasyon 

2 μL karışım içersindeki 

bileşen miktarı (μL) 

dH2O N/A 0.619 

iPLEX Tamponu (10X) 0.222X 0.200 

iPLEX Terminasyon 

karışımı 

1X 0.200 

iPLEX Uzama Primeri 

Karışımı μM 

N/A
a 

0.940 

iPLEX Enzim 1X 0.041 

Hacim (μL) N/A
a 

2 

SAP+PCR N/A
a 

7 

Toplam Hacim (μL) N/A
a 

9 

(
a
 reaksiyona göre optimize edilir) 

 

Çizelge 2. 10 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu koşulları 

Basamaklar İşlem  Sıcaklık ve Süre  

1 Ön denatürasyon  94 °C’de 30 saniye  

2
a Denatürasyon  94 °C’de 5 saniye  

3
b Bağlanma  52 °C’de 5 saniye  

4
 

Uzama  80 °C’de 5 saniye  

5 Son uzama  72 °C’de 3 dakika  

a: 3.-4. basamaklar 5 döngü; b: 2.-4. basamaklar 40 döngü 
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Şekil 2. 2 Tek baz spesifik uzama reaksiyonunun şematik gösterimi [37] 

2.2.2.3.6 Rezin Uygulaması 

Spektrometrik analiz optimizasyonu ve Na
+
, K

+
 ve Mg

+2
 gibi arka plan kirliliğine sebep 

olan iyonları uzaklaştırmak için tek baz spesifik uzama reaksiyonu ürünleri katyonik 

değişim sağlayan rezin ile muamele edilmiştir. Rezin ince bir spatül yardımı ile çukur 

plaka üzerine aktarılarak kuyucuklara yayılması sağlanmıştır. Rezin uygulaması en az 20 

dakika olacak şekilde gerçekleştirildikten sonra fazla rezin plakadan sıyrılarak 

uzaklaştırılmıştır.  Kuyucuklarda bulunan hava kabarcıklarından kurtulmak amacıyla 

plaka kısa bir süre santrifüj edilmiştir. Daha sonra, örnek plakası döner-çalkalayıcıda 
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oda sıcaklığında 35 dakika döndürülmüş ve 3200 x g’de 5 dakika santrifüj edilerek ipe 

aktarılmaya hazır hale getirilmiştir. 

2.2.2.3.7 Ürünlerin Çipe Aktarılması 

Rezin ile gerekli işlemler yapıldıktan sonra,  modifiye PCR ürününden 15nl alınmış ve 

nanodispenser kullanılarak 384-element SpectroCHIP® II üzerine dağıtılmıştır. Bu 

dağıtım işlemi, vakum altında delikli iğnelerin kapiler etkisi kullanılarak yapılmıştır.  

Silika çip üzerindeki matriks spotlarına aktarılan oligonükleotidler MALDI-TOF 

matriksine (3- hidroksipikolinik asit) dahil edilmiştir.  

2.2.2.3.8 MALDI-TOF ile Genotipleme 

Analiz için PCR ürünleri, 384-element SpectroCHIP® II üzerinde kütle spektroskopisi 

(MassARRAY® Analyser 4) cihazına yüklenmiştir.  MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme 

yazılımı kullanılarak, lazer atımı sonrası elde edilen spektro görüntüsü ve allel spesifik 

pikler analiz edilmiştir. Deney tasarımı aşamasında elde edilen veriler, cihaz arayüzüne 

girilerek, spektrumda doğru analitin beklenen pozisyonunun hesaplanması 

sağlanmıştır.  
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BÖLÜM 3 

SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

3.  

3.1 Biyoinformatik Analizler 

3.1.1 DNA dizilerinin Kullanılıabilir Hale Getirilmesi 

Çalışmada kullanılan nükleik asit dizileri, erişime açık GenBank veritabanından 

indirilmiştir.  Milyonlarca nükleotidin dizisini depolamakta olan bu veritabanı, dizilerin 

işlenmesi için bir takım zorlukları da barındırmaktadır. Araştırma sırasında bu bilgilere 

daha kolay ulaşabilmek ve yeni verileri rahatça girebilmek için, bu çalışmaya özel olarak 

bir veritabanı kurulmuştur. Bu veritabanında organizma tür ismi, alttür ismi, gen 

bölgesi sırasıyla kodlanmış ve nükleik asit dizilerinin karşılığı olarak kaydedilmiştir. Aynı 

zamanda girdilerin ve çıktıların kolay kontrol edilmesi amacıyla bir de kullanıcı arayüzü 

oluşturulmuştur. Şekil 3.1’de yazılmış olan programın kullanıcı arayüzü görülmektedir.  
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Şekil 3. 1 Programın kullanıcı arayüzü 

Veritabanı girdi olarak GenBank veritabanından alınan “.gb” formatındaki verileri 

çalıştırmakta ve Excel formatında bir listeye dönüştürmektedir. Şekil 3.2’de 

veritabanından alınmış bir Excel tablosuna ait ekran görüntüsü verilmiştir. 

Biyoinformatik analiz araçlarında kullanılmak üzere istenilen türe, alttüre veya gen 

bölgesine ait kod çıktı kısmına yazılarak verilen kodlara ait dizilerin fasta formatındaki 

çıktıları alınabilmektedir.  

Ayrıca programa eklenen bir modül ile de, fasta formatındaki verileri veritabanına 

işlemeden haricen Excel çıktısına dönüştürülmesi sağlanmıştır. Böylelikle veritabanına 

kaydedilmemesi gereken çalışmaların da yapılabilmesi amaçlanmıştır. 
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Şekil 3. 2 Oluşturulan veritabanından alınan bir Excel tablosuna ait ekran görüntüsü 
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3.1.2 SNP Analizi 

Tez kapsamında tanısı hedeflenen 26 türün 16S rDNA ve RpoB gen bölgelerinde 

bulunan 208 SNP ilk kez bu çalışmada tespit edilmiş, bu SNP’lerden 17 tanesi 

Sequenom MassArray sisteminde test edilmiştir. 

İstanbul Aydın Üniversitesi Mekatronik Mühendisliği Bölümü öğretim üyesi Yrd. Doç. 

Dr. Oğuz ATA tarafından, SNP tayini amacıyla MS SQL’de yeni bir veritabanı kurulmuş 

ve .NET platformunda girilen dizilerde belirtilen türler arasındaki tek nokta 

poliformizmlerini tespit eden bir program yazılmıştır. Bu çalışmada tespit edilen 

SNP’lerden, referans alınan 5 türe (M. mycoides subsp. Mycoides SC, M. bovis, M. 

bovigenitalium M. dispar, M. canis) ait 16S rDNA gen bölgesinde bulunan SNP’ler, 

henüz yayınlanmamış olan bu programda tespit edilerek, bu tez çalışmasında deneysel 

olarak test edilmiştir.   

Bu 5 tür için tespit edilen noktalar referans alınarak, diğer 21 tür, açık erişimli ve web 

tabanlı MUSCLE [90] programı kullanılarak belirlenmiştir. Ayrıca yine MUSCLE programı 

ile RpoB gen bölgesinde, 26 türde karşılaşılan 104 SNP tanımlanmıştır. MUSCLE’ın 

kullanımına ilişkin ekran görüntüsü Şekil 3.3’de verilmiştir. 

26 türde ayrımın gerçekleştirilebilmesi için tespit edilen SNP’lerin, tür bazında kaç 

ayrım noktası olduğu, çalışılan her gen bölgesi için ve tüm noktalar için belirlenmiştir. 

Bu tez çalışmasında 26 türün her biri için 2 gen bölgesinde, 8 SNP noktası 

belirlenmiştir. Belirlenen SNP noktaları türler arasında genotip farkı oluşturmaktadır. 

Aşağıda verilmiş olan türler arası ayrım profillerinde türler, Çizelge 2.4’te verilen 

numarlandırmalarla verilmiştir. Her bir tür numarası karşısındaki türden ayrıldığı SNP 

sayısını ifade eder. Şekil 3.4’te çalışılan tüm SNP’ler ile yapılan genotip farkları trafik 

ışıkları modeli ile verilmiştir. Buna göre iki tür arası ayrımın, 7 veya 8 olduğu 

durumlarda koyu yeşil, 5 veya 6 olduğu durumlarda açık yeşil, 4 veya 3 olduğu 

durumlarda turuncu, 1 veya 2 olduğu durumlarda kırmızı renklerde verilmiş, ayrım 

olmayan türler ise siyah renk ile gösterilmiştir. 

Geliştirilen panelin, düşük maliyet ile kullanıcı dostu olması için minimum nokta ile 

türler arasındaki genotip farkını ortaya koyması amaçlanmaktadır. 
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Şekil 3. 3 MUSCLE programında yapılan dizi hizalama işleminin Jalview görüntüsü  
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Şekil 3. 4 Türler arasında 8 SNP ile yapılan genotip farkları 
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3.2 Deneysel Çalışmalar 

3.2.1 DNA’ların Saflık ve Miktar Analizi 

Genomik DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA örneklerinin nükleik asit 

konsantrasyonları (ng/μL) ve absorbans değerleri, NanoDrop Mikro-Hacim UV-VIS 

Spektrofotometre kullanılarak tespit edilmiştir (Çizelge 3.4).  

Çizelge 3. 1 Örneklerin DNA konsantrasyonu ve saflık tayini 

 DNA 

Konsantrasyonu 

(ng/μL) 

A260 A280 A260/A280 

M. mycoides SC 13,7 0,274 0,133 2,06 

M.bovis 9,6 0,191 0,108 1,77 

M.bovigenitalium 5,2 0,105 0,045 2,31 

M.alkalescens 23 0,297 0,181 1,64 

M.canadense 14,8 0,46 0,247 1,86 

M.arginini -0,6 -0,011 -0,02 0,57 

A. laidlawii 24,5 0,489 0,227 2,16 

3.2.2 Çalışılan Örneklerin Gruplandırılması 

Sequenom Mass Array platformunda genotipleme analizi için ideal DNA 

konsantrasyonu 10 ng/μL olarak bildirilmiştir [37]. Bu sebeple kültürü yapılan 8 

referans soydan 6 tanesinin (M. mycoides SC, M.bovis, M.bovigenitalium, A. Laidlawii, 

M.alkalescens ve M.canadense ) DNA konsantrasyonları çalışmaya uygun bulunmuştur.  

6 tür, 3 pozitif örnek ve 3 neagtif örnek olarak gruplandırılmış, pozitif örneklerden M. 

mycoides subp. mycoides SC seçilerek 1/2, 1/5 ve 1/10 olacak şekilde sulandırılarak 

duyarlılıkları ölçülmüştür. Pozitif örnekler kendi aralarında ikişerli ve üçlü olarak 

enfeksiyon karışımı oluşturulmuştur. Oluşturulan örnek grupları DNA konmayan 2 adet 

boş örnekle birlikte çipe yüklenmiştir. 
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Çizelge 3. 2 Deneysel çalışmalarda kullanılan örnekler 

Örnek No Hedef DNA 

1 M. mycoides SC 1/1 

2 M. mycoides SC  (1/2 seyreltme) 

3 M. mycoides SC  (1/5seyreltme) 

4 M. mycoides SC  (1/10seyreltme) 

5 M.bovis 

6 M.bovigenitalium 

7 M.alkalescens 

8 M.canadense 

9 A. laidlawii 

10 M. mycoides SC - M.bovigenitalium 

11 M. mycoides SC - M.bovis 

12 M.bovis - M.bovigenitalium 

13 M. mycoides SC - M.bovis - M.bovigenitalium 

14 M. mycoides SC - A. laidlawii 

15 Kontrol 1 

16 Kontrol 2 
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3.2.3 Genotipleme Sonuçları 

MassArray Typer™ 4.0 Analyzer yazılımına ait kullanıcı arayüzüne ait bir görsel Şekil 

3.5'te gösterilmiştir. Görselde referans bakteri türleri, negatif örnekler ve bakteri 

karışımlarından oluşan 16 örneğin, toplam 60 kuyuda çalışıldığı bir deney setinde M. 

mycoides subp. mycoides SC’nin 4 nolu SNP’sine ait genotipleme sonuçları örnek olarak 

verilmiştir.  

 

Şekil 3. 5 MassArray Typer 4.0 Analyzer yazılımına ait kullanıcı arayüzü görüntüsü 

        a) Analiz sonuçlarının trafik ışıkları modeli ile gösterimi b) Spektrum c) Proje arşiv 

menüsü d) Kullanıcı, yazılım ve çip bilgileri e)Genotipleme sonucu 

Traffic Lights olarak belirtilen a bölgesi, her bir nokta çip üzerinde bir kuyuyu temsil 

eder ve renkler, örneğin analizi sonucu elde edilen başarıyı göstermektedir. Koyu yeşil 

renk verinin iyi kalitede olduğunu, açık yeşil renk orta kalitede veri olduğunu ve kırmızı 

renk ise aktarım yapılan örnekten veri elde edilemediğini belirtir. Şekilde b ile 

gösterilen bölge, örneğe ait spectrum analiz sinyalleri ile genotip ve kütle dağılımını 
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gösterir. Şekil 3.7’de c ile gösterilen alanda yapılan tüm analizlere ait veritabanındaki 

verilere ve assay’lere erişim için gereken menüler, d bölgesinde ise kullanıcı, çip ve 

yazılım bilgileri yer almaktadır. Her bir kuyuda bulunan SNP’ler için beklenen pikler, 

genotipler, uzama reaksiyonu ürünlerinin dizileri de e ile işaretlenen bölgede 

verilmektedir. 

Genotipleme sonucu, spectrum analiz sinyallerinin yorumlanması ile belirlenir. Buna 

göre yoğunluk-kütle grafiğinde gözlemlenen ilk pik uzama probunu göstermektedir. 

Daha sonra görünen piklerin baza göre değişir ve bu değişiklik genotipleme sonucunu 

verir (Şekil 3.6).  

 

 

Şekil 3. 6 M. mycoides subp. mycoides SC kültüründen izole edilen örneğe ait T1_SNP2 

nolu SNP’nini genotipleme sonuçları 
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3.3 Sonuçların Değerlendirilmesi ve Öneriler 

Yapılan genotipleme sonucunda alınan sonuçlar beklenen genotip, beklenmeyen 

genotip veya bağlanmama şeklinde 3 grup altında incelenmiştir. Çizelge 3.2’de 

numaralandırılan örneklere ait genotipleme analizi sonuçları Çizelge 3.3’de verilmiştir. 

Çizelgede beklenen genotip + işareti ile, beklenmeyen genotip – işareti ile veya prob 

bağlanmaması durumu # işareti ile belirtilmiştir. Trafik ışıkları modeli ile renklendirilen 

çizelge de beklenen genotipleme sonuçları yeşil ile, sistemden kaynaklı olarak 

çalışmayan veya spektrum analizleri okunamayan sonuçlar sarı ile, hatalı ve 

beklenmeyen sonuçlar ise kırmızı ile gösterilmiştir. 

M. mycoides subp. mycoides SC referans soyu kullanılarak yapılan denemelerde, bu 

türe özgü tasarlanan T1_SNP1, T1_SNP2, T1_SNP3 ve T1_SNP4 noktalarındaki 

genotipleme sonuçları beklendiği şekilde gerçekleşmiş ve tanı koymaya yeter 

görülmüştür. Duyarlılığın belirlenmesi amacı ile DNA örneği 1/2, 1/5 ve 1/10 

seyreltilerek hazırlanan örneklerin tamamında aynı sonuçlar alınmıştır. Bu durum da 

sistemin 1,3 ng/μL DNA konsantrasyonunda doğru okuma yaptığını göstermiştir. 

M. bovis referans soyu kültüründen izole edilen DNA örnekleri ile yapılan 

denemelerde, bu türe özgü olarak tasarlanan T2_SNP1, T2_SNP2, T2_SNP3 ve T2_SNP4 

noktalarından T2_SNP1 noktasının hedef DNA’ya bağlanmadığı tespit edilmiş, diğer 

noktalarda doğru genotipleme sonuçları alınmıştır. Kontrol amaçlı olarak eklenen 

T3_SNP4 ve T5_SNP4 noktalarına ait problarında T2_SNP4 ile aynı yere bağlanarak aynı 

sonucu verdiği belirlenmiştir.  

M. bovigenitalium referans soyu ile yapılan çalışmalarda da tasarımı bu türe özgü 

yapılmış olan T3_SNP1, T3_SNP2, T3_SNP3 ve T3_SNP4 noktaları ile birlikte T1_SNP3, 

T2_SNP4, T5_SNP3 ve T5_SNP4 noktalarından da doğru sonuçlar alınırken, T1_SNP2 ve 

T2_SNP3 noktalarından hatalı sonuçlar alınmış, bu durum yukarıda bahsedilen 

katlanmadan kaynaklandığı sonucuna varılmıştır. Kullanılan primer, prob veya dene 

koşullarında yapılacak olan optimizasyon ile bu sorunun gidirebileceği 

düşünülmektedir. 
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Çizelge 3. 3 Genotipleme analizi sonuçları 
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Pozitif örneklerle yapılan karışımlar ile yapılan denemelerde de karıştırılan türlere ait 

genotipleme sonuçları da doğru bir şekilde alınmıştır.  Negatif örneklerde yapılan 

çalışmalarda T1_SNP3, T2_SNP4, T3_SNP3, T3_SNP4, T5_SNP3 ve T5_SNP4 noktaları 

için tasarlanan probların özgün olmadığı belirlenmiş ancak türe ait doğru genotipleme 

sonuçları alınmıştır.İçinde DNA bulundurmayan kontrol örnekleri hazırlanarak, uzama 

reaksiyonlarında kullanılan probların dimer oluşturup, oluşturmadığı kontrol edilmiştir. 

T1_SNP2 ve T2_SNP3 kodlu probların DNA örneği olmadığı halde genotipleme sonucu 

verdiği gözlemlenmiştir. Bu problardan alınan G genotipinin katlanmadan 

kaynaklandığı belirlenmiştir.  

Bu tez çalışmasında panele dahil edilen patojenlerin, insanlarda hayati enfeksiyonlara, 

gıda ve su kaynaklarında da ciddi bulaşlara sebep oldukları bilinmektedir. Ancak 

tasarlanan bu panelde yer alan türler, büyükbaş hayvancılıkta en sık karşılaşılan ve 

sağaltımı ile üretim maliyetini oldukça yükseltmenin yanında, verim düşüşü ve ölüm 

gibi sebeplerle ekonomik kayıplara yol açmakta olan hastalıkların temel etkenlerinden 

en sık karşılaşılanlarıdır. Türkiye’deki çiftlik hayvanı sayısının yaklaşık 50 milyon olduğu 

bilinmektedir. Hayvancılık sektörünün sürekliliği için oldukça önemli olgulardan biri 

olan hayvan sağlığı ve gıda güvenliğinin sağlanması için,  T.C. Gıda Tarım ve Hayvancılık 

Bakanlığı, Gıda ve Kontrol Genel Müdürlüğü 2014 yılında çiftlik hayvanlarına 70 

milyonun üzerinde rutin hastalık testi uygulamış ve hastalıkların erken teşhis edilmesini 

amaçlamıştır. Yapılan bu testlerin canlı hayvan sayısından fazla olması, bazı testlerin 

her bir hayvan için en az iki kez tekrarlandığını göstermekte ve bu durum ülkemiz 

hayvancılık sektörü için ekonomik kayıpları da beraberinde getirmektedir. 

Sonuç olarak yapılan tez çalışması ile, istenildiği taktirde tür sayısının genişletilmesi 

veya panele dahil olan türlerin kullanıcı ihtiyacına göre seçilerek kullanımının 

sağlanması nedeniyle; kaynaktan bağımsız olarak, yüksek doğrulukta çoklu örnekte tanı 

yapabilen, kullanıcı kolaylığı sunan, bir panel tasarlanmıştır. Tasarlanan panelin, ticari 

kullanıma sunulmasından önce optimizasyon ve validasyon çalışmalarının yapılması, bu 

tez kapsamında çalışılan 26 mikroorganizmanın tek panelde ilk kez türe özgü tanısının 

gerçekleştirilmesine imkan sunarak, benzer mikroorganizmalarla yapılacak olan 

araştırmalara ışık tutacağı düşünülmektedir. 
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Bu tez çalışması ile elde edilen veriler ışığında, aşağıda sıralanan konuların sonraki 

çalışmalar ile;  

Antibiyotik direnci ile ilişkilendirilen gen bölgelerinde de SNP tespiti çalışmalarının 

yapılarak ve panel içeriğindeki tür sayısının genişletilerek detaylandırılması, 

Biyoinformatik analizler sonucunda, ayrım noktaları belirlenen türlerin tamamına ait 

referans soylar kullanılarak bütün SNP belirteçlerinin test edilerek, referans soylarda 

başarıyla test edilerek SNP belirteçlerin, saha örneklerinde karşılaşılan enfeksiyonlara 

karşı duyarlılıklarının belirlenerek ve SNP genotipleme çalışmalarında kullanılan 

probların özgünlük ve duyarlılıklarının arttırılırak optimize edilmesi ve validasyonunun 

yapılması önerilmektedir. 
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