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OZET

SIK GORULEN BAKTERIYEL TURLERIN TANISINI GERCEKLESTIRMEK UZERE
BiYOINFORMATIK ANALIZLERIN YAPILMASI VE KUTLE
SPEKTROSKOPISINE DAYALI BiR PANELIN GELISTIRILMESI

Osman Mutluhan UGUREL

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK
Es Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. Oguz ATA

Gida glvenligi ve slirdirilebilir hayvancilik, artan diinya nifusu ile birlikte gliniimizde
hizla dnemini arttirmaktadir. Bu kavramlari tehdit eden en 6nemli unsurlardan biri
enfeksiyon hastaliklaridir. Ciftlik hayvanlarinda et ve sit lGretiminde verim kaybina ve
tedavi edilmedigi takdirde o6liimlere neden olarak 6nemli ekonomik kayiplara yol agan
enfeksiyonlar, bazi durumlarda insanlarda da ciddi hastaliklara sebep olabilirler.
Ongoériilen belirtileri tasiyan bireylerden alinan numunelerde bu bakterilerin tespit
edilmesi ve tanisinin yapilmasi uygulanacak tedavi yonteminin belirlenmesinde kilit
Onem tasimaktadir. Glinlimizde patojenlerin tanisinda kullanilan en yaygin yontemler
kiltir, serolojik, biyokimyasal ve molekdler tani yéntemleridir. Ucuz ve kolay olmasina
karsin uzun slirede sonu¢ vermesi, tir diizeyinde taniya imkan vermemesi ve distk
hassasiyetleri kialtir tabanh yontemlerin ve serolojik yontemlerin en biyilk
sinirlamasidir. Molekiler tabanli metotlar ise coklu 6rnege bir anda bakilmasini son
derece sinirlamakta bu durum da is yikiinu ile beraber maliyeti de arttirmaktadir. Bu
tez calismasinda 26 farkh patojenin tanisini, ¢oklu ornekte ve yiksek dogrulukta
gerceklestirmeyi mimkiin kilan bir panel gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla 26
patojene ait iki farkli gen bolgesinde bulunan ilk kez bu tez calismasinda belirlenmis

Xi



olan 208 SNP (tek nikleotit polimorfizmi) tespit edilmistir. Patojen oldugu bilinen
turler icin biyoinformatik araglarla belirlenen tiire 6zgii SNP’lerden 17 tanesi segilerek,
MALDI-TOF MS/iPLEX genotipleme sistemi ile test edilmesi sonucunda, sistemin
uygulanabilirligi gosterilmistir. Yapilan tez calismasi ile, istenildigi taktirde tir sayisinin
genisletilmesi veya panele dahil olan tirlerin kullanici ihtiyacina gore secilerek
kullaniminin saglanmasi nedeniyle; kaynaktan bagimsiz olarak, yiksek dogrulukta coklu
ornekte tani yapabilen, kullanici kolayligl sunan, bir panel tasarlanmistir. Tasarlanan
panelin, ticari kullanima sunulmasindan 0Once optimizasyon ve validasyon
calismalarinin yapilmasi, bu tez kapsaminda ¢alisilan 26 mikroorganizmanin tek
panelde ilk kez tlre 06zgl tanisinin gerceklestiriimesine imkan sunarak, benzer
mikroorganizmalarla yapilacak olan arastirmalara isik tutacagi diisinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, pneumoniae, mastitis, abortus, tani paneli, SNP
kiitle spektroskopisi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DIAGNOSIS PANEL FOR COMMON BACTERIA USING
BiOINFORMATICS TOOLS AND MASS SPECTROSCOPY

Osman Mutluhan UGUREL

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK
Co- Adviser: Yrd. Dog. Dr. Oguz 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

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Mikrobiyom

Bakteri aleminin iginde bulundugu prokaryotlar, yasadigimiz diinyada baskin yasam
formudur. Son zamanlardaki biyoinformatik gelismeler ve ilerleyen dizileme

teknolojileri, ¢esitli ortamlardaki mikrobik topluluklar hakkinda kapsamli arastirmalar

yapilmasina imkan saglamistir (Sekil 1.1) [1], [2]. Diinya (zerinde yaklasik 10%°

mikrobiyal hiicre oldugu [3] ve sadece bir insan viicudunda 10" civarinda
mikroorganizma oldugu [4] disinilmektedir. Bir organizma icerisinde bulunan

mikroorganizma toplulugunun tiimi mikrobiyom olarak adlandirilir [5], [6].

1000
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200 -~
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0O - - v - - - v
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—Bacteria i L
—Eukarya N,

Sekil 1. 1 insan gastrointestinal sisteminden kiiltir edilen bakteri sayisinin yillara gére
degisimi (1- ilk bakterinin izole edilmesi, 2- Aneaerobik teknikler, 3- Molekiiler
teknikler) [2]



Mikroorganizmalar vicut igerisinde komuniteler halinde gesitli yerlerde bulunabilirler.
Ornegin memeli mikrobiyomu viicut (izerinde genel olarak 4 yerde kolonize olur.
Bunlar gastointestinal sistem, deri, Grogenital sistem ve solunum sistemidir[6]. Bu
mikroorganizmalar bulundugu yere, saylya ve gesitlilige baghdir ve konak organizma ile

olan iliskileri genel olarak simbiyotik etkilesim olarak adlandirilir.

Simbiyotik etkilesimleri bulunan organizmalarin etkilesimlerinin sonuglari, birgok
degiskene baghdir. Bu ortak yasam iliskisinde konak populasyonunu azaltan ve konaga
zarar veren iliski durumu patojenite (parazite) olarak adlandirilir. Konak populasyonu
degismiyor ve yasami bu canlidan etkilenmiyorsa bu iliski kommensalizm (ortakg)
olarak adlandirnlir. Konak populasyonu ve konak ile ortak yasam slren organizma

karsilikli birbirinden yarar sagliyor ise bu iliski mutualizm olarak adlandirilir [7], [8].

Latince mutuus (karsilikl olarak) kelimesinden tiretilmistir [9]. Organizmalar dogrudan
kendilerine katki sagladiklari gibi tesadiifen ayni zamanda baska canhlara da faydali
olabilirler. Bu sekilde yan urinlerin iki yonde de faydali olmasi maliyet gerektirmeyen
mutualizm seklinde aciklanabilir. Ornegin, insan viicudu icin sindirilebilir olmayan bitki
polisakaritleri, kolon mikrobiyel biylime icin temel substratlar iken, butirat gibi
mikrobiyal fermentasyon Urinleri konak igin dnemli bir enerji kaynagidir [10]. En iyi
bilinen mutualizm 6rnegi hipermastigid kamgcililar ile termitler arasindaki iliskidir.
Kamcihlar termitlerin bagirsaklari disinda yasamlarini slrdiremez iken termitlerin
parcalayamadigi selilozu da kamcililar parcalayarak karsilikhh faydali bir iligki

sirdarirler [9].

Kommensal terimi Ortacag Latincesinde “masada birlikte” anlamina gelen
"commensalis" teriminden gelir ve genellikle zarar vermeden ama belirgin faydasi

olmadan bir arada bulunan ortaklari ifade eder [11].

Barinma, besin bulma ve siginma amach konaktan faydalanabildigi gibi bir yerden
baska bir yere tasinmak amacl olarakta konakla beraber olabilir. Kesin olarak konaga
zararl ya da yarari bulunmamaktadir. insan ve bazi hayvanlarin intestinal sisteminde

yasayan parazitlerin cogu kommensal yasam siirmektedirler [9].

Patojenitede ise bakteri konak dokusuna tutunan ve enfeksiyon olusturarak kendisi

fayda saglarken konaga zarar vermektedir. Enfeksiyon olusturan bakteriye patojen,
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bakterinin enfeksiyon olusturma kabiliyetine ise patojenite adi verilir. Ayni tlre ait
suslar arasinda patojen olani belirtilmesi igin virulan kelimesi kullanilir. Bazi bakteriler
her zaman patojendir. Bazilari ise konak bagisiklik sisteminin hasara ugramasi gibi
faktorler oldugunda enfeksiyon olustururlar. Bunlar firsatgi patojen olarak

adlandirilirlar [12].

1.1.2 Mikrobiyolojik Taninin Onemi

Saglik hizmetlerinin ilk basamagi toplum sagliginin korunmasidir. Bu nedenle de saglk
hizmetleri tim dinyada toplumsal bir 6zellik tagimakta ve Ulkelerin saglik harcamalari
giderek artmaktadir [13], [14]. Saghk harcamalarinin en temel kismini sagaltim

masraflari olusturmaktadir.

GUnumuzde bakterilerin, enfeksiyon hastaliklarinin en temel etkenlerinden biri oldugu
bilinmektedir. Cesitli yollarla vicuda giren bu patojen bakteriler, viicut
mikrobiyomunda bir nevi isgalci tlr olarak belirerek hastaliklara sebep olabilirler.
Normal florada bulunmayan patojenler, hava, su, gida veya kan yolu ile rahatlikla
bulasabilmektedir. Bu sebeple enfeksiyonlarin kontroli, toplum sagliginin korunmasi
acisindan, insanlarla yakin iliskide olan tirler icinde gereklidir. Gerek gelismis, gerekse
gelismekte olan Ulkelerde bakteri kaynakl enfeksiyon hastaliklari en 6nemli morbidite
nedenlerinden biridir. Bakteriyel etkenlerin hizli ve dogru tanisi, koruyucu ve Onleyici

saglik modelinin uygulanmasi igin gereklidir [15].

Bakteriler, cevresel degisikliklere hizla uyum saglayabilen canlilardir. Bunun bir érnegi
de, Ozellikle son vyillarda sayilari oldukca artan antibiyotik direnci vakalardir.
Antibiyotik direnci, s6z konusu antibiyotigin tedavi dozunda ise yaramamasini ifade
etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar antibiyotik direnci vakalarinin artisina dikkat
cekmekte, bu durumun Onimiuzdeki vyillarda olusturabilecegi riskler hakkinda
tartismalara yol agmaktadir (Sekil 1. 2). Halk saglina yonelik bu risklerin 6nemine dikkat
cekmek amaciyla Diinya Saglik Orgitii, 2011 Diinya Saghk Giniiniin temasini
antibiyotik direnci olarak belirlemis ve diren¢ gelisimini durdurmak i¢in tim diinyayi bu
konuyu diisinmeye, konuyla ilgili harekete gecmeye ve sorumluluk almaya cagirmistir

[16].
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Sekil 1. 2 Yillara gore antibiyotik direnci ve biyolojik risk grafigi [17]
Enfeksiyon etkeninin erken tanilanmasi hastaliklarin kontrol altinda tutulmasini
saglamakta, hekimler igin uygun tedavinin segiminde yardimci olmakta ve uygunsuz
antimikrobiyal kullanimini  6nleyerek etkenlerin antibiyotiklere karsi direng

gelistirmesini 6nlemektedir [15].

1.1.3 Giinumiizde Klinik Mikrobiyolojide En Cok Kullanilan Tani Yontemleri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorganizmalarin tanisi icin uygulanan tani
yontemleri; geleneksel yontemler ve hizli yontemler olmak Ulzere iki grupta
incelenebilir. Halen altin standart olarak kabul edilen yontem, geleneksel yontemler
icinde anilan kiltir yontemidir. Ayrica boyali ve boyasiz mikroskopik inceleme de
geleneksel yontemler icinde sayilabilir. Hizli yontem terimi ise, farkh tiplerdeki
minyatilirize biyokimyasal kitleri, antikor temelli serolojik testleri, biyosensorleri ve
niikleik asit amplifikasyon kokenli yontemleri de icine alan bir grup testi
kapsamaktadir. Bu test yoOntemleri manuel veya otomatik kullanima sahip
olabilmektedir [18], [19]. Ancak hizla gelisen glinimiz teknolojisi yeni nesil olarak

adlandirilan bir dizi yontemi de beraberinde getirmektedir.



1.1.3.1 Geleneksel Yontemler

1.1.3.1.1 Kiltir Temelli Yontemler

Kiltir yontemi, mikroorganizmalarin Gremesi icin gerekli uygun besiyeri ve kosullarin
saglanmasi ve Ureme donemlerini tamamlamasiyla gerceklesmektedir ve giinimiizde
halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Kiltlirde Uretilen mikroorganizmalarin
tur seviyesindeki ayrimi tam olarak yapilamamakla birlikte, metabolik aktivitelerini
gosterdikleri fenotipik testler mikroorganizmanin tiiri hakkinda bir fikir verebilir.
Ureme icin gecen zaman mikroorganizma tiiriine gére degisebilmekte ve 4-6 saatten
birka¢ haftaya kadar uzayabilmektedir. Ayrica tanimlama igin yapilacak olan fenotipik
testler, 24-48 saat daha ek silireye gereksinim duyabilmektedir. Glinlimuzde kiltlr

temelli otomatize sistemler de bulunmaktadir [20].

Altin standart olarak kabul edilmesine ragmen yapilan ¢alismalar, kiltir testlerinin
duyarhhginin % 50-80 arasinda oldugunu ve lreme oldugunda, olgularin % 80’inde
etkenin ancak 48 saat sonunda saptanabildigini bildirmistir. Ayrica kiltiirde tGreme
olmamasi da etken tanisini yok saymamaktadir. Hastanin antibiyotik kullanmasi,
ornegin miktarca azligi, bolgesel enfeksiyonlar veya bakteri yogunlugunun yetersizligi
gibi nedenlerle, etken kiltirde Uretilemeyebilir. Tim bu veriler mevcut yontemin tani

icin yetersiz oldugunu gostermektedir [21].

1.1.3.1.2 Mikroskopi Temelli Yontemler

Rutin klinik laboratuarlarda bazi mikroorganizmalarin mikrobiyolojik tanisi i¢in halen
mikroskopi temelli yontemler uygulanmaktadir. Ancak bu ydntemi kullanan klinik
laboratuar sayisi, yogun is yuki getirmesi ve nitelikli isglici gerektirmesi nedeniyle,

giderek azalmaktadir [22].

1.1.3.2 Hizli Yontemler

1.1.3.2.1 immiinolojik Yontemler

Mikroorganizmalarin tanisinda vyillardir uygulan yontemlerden biri antikor-antijen

reaksiyonudur. Antikorlar, yabanci molekillere karsi organizma tarafindan uretilen
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immiin yanit molekdlleridir. immunolojik yéntemlerde, taninin basarisi biyiik 6lgiide
kullanilan antikorun 06zglnligliine baghdir [19]. Antijen-antikor reaksiyonu bircok
patojenin hizli bir sekilde belirlenmesi igin kullanilan glgli sistemlerdir. Buglin
kullanilan bazi sistemler yiksek oranda otomatize edilmis sistemler iken, bazi sistemler

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

1.1.3.2.2 Biyosensor Temelli Yontemler

Biyosensorler, biyolojik reaksiyonlari veya molekilleri algilayan bir sensor ve
fizikokimyasal geviriciyle galisan cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Biyosensoriin amaci
biyolojik bir olayr elektriksel sinyale doénustirerek, elektronik bir araylz ile
gortntilenmesini saglamaktir.  Biyolojik duyargac¢ olarak genellikle enzimler ve
antikorlar kullanilir. Antikor — antijen veya enzim — substrat arasindaki etkilesimin
olusturdugu fizikokimyasal etki elektrik sinyallerine donustlrilebilir. Biyosensorler
bugln, slire¢ denetleme, kalite kontrol, ilag Gretimi, endistriyel atik su denetimi,
madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda kullanildigi gibi mikrobiyolojik tanida

da kullanilabilir [19], [24].

1.1.3.2.3 Niikleik Asit Temelli Yontemler (Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Mikroorganizmalarin tGreme kosullari, fenotipik oOzelliklerini etkileyebilir. Bu lreme
kosullarina 6rnek olarak, besin ihtiyaci, pH, isi, cevresel ve kimyasal stresler, toksinler
vb. gosterilebilir [19]. Canli organizmalarin genotipik Ozellikleri ise oldukca stabildir.
Son vyillardaki gelismeler, genetik testlerin de klinik mikrobiyolojide tani amacgh

kullanilabilecegini gostermistir [23].

Amplifikasyon sonrasinda c¢ogaltilan DNA parcaciklari boyanma islemini takiben
elektroforez sistemleri kullanilarak elektrik akimi ile yuratalir. Patojen DNA’sina
spesifik primerlerin sinirladigl dizinin uzunlugu bilindiginden, PZR Urlinlinlin hangi
uzunlukta bant olusturdugu kullanilan DNA bilyuklik standardi ile karsilastirarak
belirlenir [18].



Molekiler biyolojideki gelismeler ile PZR temelli birgok mikrobiyolojik tani yéntemi
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlardan biri, sinirlama pargasi

uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism) teknigidir.

Sinirlama pargasi uzunluk polimorfizmi teknigi, geleneksel PZR ile uygulanabilen ve
tirlerin genetik yapilarinin belirlenmesinde en c¢ok kullanilan tekniklerden biridir.
DNA’nin kaynak olarak kullanildigi ¢alismalarda sik¢a kullanilan bu teknik, DNA’nin

restriksiyon enzimi ile kesilerek parcalara ayrilmasi esasina dayanir [25].

WAPRS  ONA parcas

DNA iizerinde

hedeflenen genin
PCR ile gogaltiimasi
DNA pargasinin
A canlisi sinirlama enzimi ile B canlisi
pargalanmasn

Elektroforez

RETIOENTI
TR SRR
—— Haplotiplerin belirlenmesi ———

Canlilar arasindaki
genetik farklihgin tespiti

Sekil 1. 3 RFLP Teknigi ile Mikrobiyolojik Tani Konmasi [25]

Restriksiyon enzimleri, DNA Uzerinde kendisiyle ayni yapida olan bdlgeyi tanir ve bu
spesifik zinciri, “taninma bolgesi” olarak adlandiriimaktadir. Enzim muamelesi sonucu
olusan pargalar, jel elektroforezi kullanilarak uzunluklarina gore ayrilir (Sekil 1.1). Bu
parcalar arasinda olusan farklar, yer degistirme veya mutasyon sonucu olusan

degisimleri gosterir [25].

1.1.3.3 Bakteriyel Tanilamaya Yoénelik Gelistirilen Yeni Yaklagimlar

1.1.3.3.1 Yeni Nesil Dizileme ve Filogenetik Olarak Korunmus Gen Bélgeleri

Genom dizisinin belirlenmesinde kullanilan temel yontemler, Sanger (dideoksi) metodu

ve shotgun teknigidir. Sanger metodu zincir sonlandirma teknigine dayanir. Bir kerede



dizi analizi yapilamayacak kadar uzun olan DNA dizileri 6nce kuguk pargalara bélinerek
elde edilen pargalar bir plazmite klonlanir ve klonlanan plazmitler tek tek dizilenir.
Biyoinformatik analizlerle bu dizilerin bir araya getirilmesi sonucunda hedef DNA dizisi

elde edilir [26], [27].

Sanger metodunun g¢ok uzun sire alan zahmetli islemlerden olusmasi bilim adamlarini
alternatif dizileme yontemleri arayisina sokmustur. Bu dogrultuda yapilan calismalar
sonucunda  Sanger metodundan yola ¢ikilarak  gelistirilen  pirodizileme

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

Gelistirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojisi, ultra hizli olarak ve yiiksek dogruluklarla
dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemler kullanilarak elde edilen mikrobiyal genom
dizileri arastirmacilara oldukca zengin ve 6zgiin bilgiler saglamaktadir. Ornegin yapilan
bir calismada E. coli genomu, herbir reaksiyonda 400.000 okuma yapilarak, toplam 4
reaksiyonda de novo dizilenmis ve okumalarin yaklasik %99.99 dogrulukta oldugu

bildirilmistir [29].

Su an kullanilmakta olan yeni nesil dizileme sistemlerinden bazilari, lllumina Genome
Analyzer, Roche 454 genome analyzer, Complete Genomics, Applied BioSystem SOLiD,

Helios ve lonTorrent'dir [26].

Bir florada var olan tiim mikrobiyolojik canlilara ait genomlarin tamaminin dizilenmesi
ile ortamin mikrobiyolojik tirlerin listelenmesini hedefleyen ve metagenomik olarak
bilinen bir yaklasim gelistirilmistir. Gelismis dizileme teknikleri ile ortaya ¢ikan bu
yaklasim, insanlar ile bakteriler arasindaki iliskilerin aciga cikarilmasinda da sikca
kullanilmaktadir. Bu alanda yapilmis olan ilk calisma, 2006 yilinda yapilmis ve obezite

ile mide florasi bakterileri arasindaki iliskiyi ortaya koymustur [30].

Genom (zerindeki degismeyen bir boélgenin kiyaslanmasi ile canlilarin filogenetik
iliskisinin saptanabilecegi ilk kez 1985 yilinda yapilan bir ¢calisma ile ortaya atilmistir
[31]. Bakteriler icin bu bolgeler 55, 16S ve 23S ribozomal DNA olarak adlandirilan gen
bolgeleridir. Bu bolgeler icinde bakteri siniflandirmada en sik kullanilan gen bolgesi 16S
rDNA’dir Ayrica 16S rDNA geni, arkeler ile ve dkaryotlarda bulunan 18S rDNA geni ile
de karsilastirilabilir (Sekil 1. 5) [32], [33], [34].
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Sekil 1. 4 16S rDNA gen dizilimi karsilastirmasina dayanan evrensel filogenetik agag
(32]

1.1.3.3.2 SNP Analizi Uygulamalari

SNP analiz yontemleri iki ana baslikta degerlendiriimektedir. Bu yontemler daha
oncede bilinen SNP’lerin allellerinin tespit edilmesinde ve yeni SNP’lerin kesfi veya
taranmasinda kullanilan teknikler olarak degerlendiriimektedir. Sirekli gelisen
teknolojiler ile pahali, emek ve zamani ¢ok alan sistemlerin yerine daha ucuz, ylksek
verimli ve tam otomatize sistemler gelistirilmistir. SNP analizlerinde yapi 6zellikleri,
allel tespit mekanizmalari, reaksiyon formati ve allellik ayrimlari dislintldigiinde

pratikte onlarca yontemin kullanildigi goérilmektedir [35], [36].



SNP’lerin tanimlanmasinda yapisal 6zellikleri diistintlecek olursa heterodubleks analizi,
tek zincir yapisal polimorfizm analizi (SSCPs), varyant tespit ¢ipleri ve direkt DNA
dizileme yontemleri yaygin olarak kullaniimaktadir. Allellerin ayiriminda ise allele
spesifik 4 farkli yontem yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu mekanizmalar nikleotid

baglanmasi, oligoniikleotid baglanmasi, hibridizasyon ve enzimatik kesimdir [35], [36].

Bu tez calismasinda MassArray Platformu ve iPLEX SNP genotipleme yontemi
kullanilmistir (Sequenom Inc.). Bu ydntemin disik maliyetli olmasi, multipleks
reaksiyonlara olanak saglamasi, ayni anda ylzlerce oOrnekte c¢ok sayida SNP’nin
analizine imkan vermesi, verilerin kisa sirede %99.7’den daha yiiksek bir kesinlikte

elde edilmesi ve lilkemizde ulasilabilir olmasi tercih sebebi olmustur.

Bu yontem ile SNP’leri iceren genom bdlgeleri spesifik primerler kullanilarak Multiplex
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile cogaltilmaktadir. Uriinler kalip olarak kullanilir ve
tek baz uzama reaksiyonu gergeklestirilir. Tek baz uzama reaksiyonu ile elde edilen
Urinler MALDI-TOF MS (Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanh
kitle spektrometrisi) ile analiz edilir ve allellerin tespiti gerceklestirilir (Sekil 1.5) [35],
[37], [38].

PCRhazrlk  Amplifikasyon ~ Reaksiyon Primer Uzama (ipe Aktarim MALDI-TOF MS  Degerlendirme
Bilegenleri

N
f‘\\' ‘" '. Tekrar ‘- ! ‘ -
‘\ /' —> ﬁ( [—> @ ~ Reaksiyonlar e —> .y‘ = - “
\ ) \ o \‘ Q - P 4 5

Sekil 1. 5 Sequenom MassArray platformu deney akis semasi [38]

\

| S

Bu yontemin temelinde MALDI-TOF MS ve multiplex PCR analitik ydntemin
entegrasyonu bulunmaktadir. Allel ayirimi igin farkh yontemler gelistirilmis olmasina
ragmen pratikte arastirmacilar rutin olarak primer uzatma temelindeki yaklasimlari
kullanmaktadirlar. MALDI-TOF MS ile ayni zamanda bircok farkli 6rnek ile cok sayida
genetik belirtecin ayni anda analizi yapiimaktadir. Yontemin en 6nemli avantajlarindan
bir tanesi de tim genom Uzerinde SNP taranmasinin gerceklestiriimesine olanak

saglamasidir. MALDI-TOF platformu, allel spesifik Griinlerin ve bir matriks bileseninin
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metal plaka Gzerindeki karisimini icermektedir. Bu karisim kisa sureli olarak lazer atisi
ile i1sitilarak glcli bir potansiyel farkin olusturulmasi saglanir. Olusan bu potansiyel
fark, iyonizasyonun gerceklestigi gaz fazina gecisi saglamaktadir (Sekil 1.6) [35], [37],
[38].

I Ocdekior
Daha hafif iyonlar dedektdre !
ik olarak ulasir :
I
1
! Ugus tipu ayinm bblgesi
1
Ll
|
Daha agir iyonlar dedektore |
daha geg ulasir

Lazer (337 nm)

_/—/ Hizlandirma Bolgesi

Ornek alam

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

1.1.4 Mikrobiyolojik Tanilarda Biyoinformatik Araglarin Rolii

istatistik, bilgisayar miihendisligi ve uygulamali matematik alanlarindaki yaklasimlarin,
biyolojik  verilerin  analizi icin uygulanmasi  biyoinformatik (Bioinformatics,
Computational biology, Biocomputing) olarak tanimlanmaktadir [40]. Biyoinformatik

icin, biyolojik bilgiyi ydnetme ve analiz etme bilimi denilebilir [41].

Biyolojik sistemlerden aciga cikan veriler oldukca karmasiktir. Hiicresel aktivite,
transkripsiyon reglilasyonu, genom bilgisi veya hiicresel iletisim gibi karmasik biyolojik
sistemlerdeki sinyallerin ve yollarin karsilikh etkilesimi insan beyninin nicel olarak
kavrayamayacagl kadar karmasik ve hassastir [42], [43]. Ayrica son yillardaki biyolojik
bilimlerdeki bas déndiren gelisimin sonucunda, yapilan arastirma ve uygulamalar ile
¢cok miktarda veri birikimi olusmustur. Tum diinyada, pek cok laboratuarda yapilan
calismalar sonucunda aciga cikan bilgilerdeki artis cok yiksek rakamlara ulasmistir.
Bilimdeki bu hizl ilerleyis arastirmacilar Gzerine énemli bir bilgi yuki getirmistir. Bu
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anlamda biyoinformatik, yasam ve bilgisayar bilimleri arasinda bir képru kurmaktadir.
Verilerin son derece etkin bir sekilde toplamasi ve islenmesi adimlarini hizlandirmasi

nedeniyle son derece 6nemlidir [44].

Bu yapilan arastirmalar ve calismalar neticesinde ortaya cikan verilerin ¢ogunu
genomik bilgiler olusturmaktadir (Sekil 1.7) [45]. Milyonlarca nikleotidin dizisinin
depolanmasi ve islenmesi icin olusturulan veritabanlari, arastirmacilarin bu bilgilere

ulasabilmesini ve yeni verileri rahatga girebilmelerini kolaylagtirmigtir [44].
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Sekil 1. 7 Yillara gore GenBank’da depolanan DNA dizisi ve baz sayisindaki artis [45]

Diinya ¢apinda niikleotid dizi bilgilerinin organizasyonu ve depolanmasi goérevini
Ustlenmis 3 temel kurulus vardir. Bu kuruluslar, GenBank (Gen Bankasi; ABD-
Maryland), DDBJ (DNA Japonya Veritabani; JaponyaMishima) ve EMBL (Avrupa

Molekiler Biyoloji laboratuari; Ingiltere-Hinxton)'dir [44].

Biyoinformatikte en cok kullanilan analiz yontemleri DNA ve protein dizilerinin
hizalanmasi ve karsilastiriimasidir. DNA, RNA ve protein dizilerini analiz ederek, birden

fazla dizinin benzer bolgelerin tespit edilmesine dizi cakistirma (alignment); var olan bir
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nikleotid dizisine benzer dizilerin veri tabaninda arastirilirak tespit edilmesine dizi

karsilastirma denir [44].

Biyoinformatik calismalarinda 6nemli bir yer tutan BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) ile eldeki DNA dizisi, ayrintih olarak analiz edilebilir. BLAST, aranan diziyi
tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastiran ve referans
diziye en yakin olan diziyi, ait oldugu mikroorganizmayi, % benzerlikle veren web
tabanli, acik erisimli bir bilgisayar programidir. Hizl veri analizi amaciyla tasarlanmistir.

Genellikle yuksek duyarhlik aranan durumlarda kullaniilmaz [44], [46].

DNA, RNA ve protein dizilerinde bulunan benzer bdlgeler olmasi, bu diziler arasinda
islevsel veya yapisal bir iliski olabilecegini gosterir. Belirli iki veya daha fazla diziyi
cakistirmak i¢cin EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) adli web
tabanli ve agik erisimli bir program mevcuttur. Bu paket gelistirilerek Cluster Omega
adli bir web servisi EBI altinda baslatiimistir. Acik erisimli bu site yardimiyla, iki veya

daha fazla dizi belirli formatlarda sisteme girilerek dizi cakistirmasi yapilabilir [44], [47].

Nikleik asit temelli tani yontemlerinin isleyisi ve gelisimi biyoinformatik araglara
baghdir. Niikleik asit dizilerinin gerek cakistirma gerekse karsilastirmalarinin yapilarak
0zglinliglinin ve duyarlihginin belirlenmesi, son yillarda gelistirilen biyoinformatik
araclar ile yiksek maliyetli laboratuar c¢alismalarina gerek kalmadan
saglanabilmektedir. Son zamanlarda yapilan ve ¢esitli hastaliklarin tanisina imkan veren
nikleik asit temelli yontemlerin basarisi, ister mutasyonlara bagh olarak canli
genomundaki insersiyon, delesyon, metilasyon veya tek nokta polimorfizmini (SNP)
tespit etmek icin olsun, ister bir patojenin veya bir parazitin DNA’sini tanimak igin

olsun, yapilan biyoinformatik ¢alismanin dogruluguna baghdir.

1.1.5 Biiyiikbas Hayvancilikta Karsilasilan Bazi Onemli Hastaliklar ve Etkenleri

Gunlmuzde gida givenligi, hizla artan dinya nifusunun ihtiyaclarinin  gerekli
karsilanamamasi nedeniyle dnem kazanmistir. 2011 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO)
tarafindan yayinlanan hayvan sayisi verilerine gére diinya toplam sigir varhigi bir dnceki

yila gore azalmis ve yaklasik 1,4 milyar bas olarak hesaplanmistir (Cizelge 1.1) [48].
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Cizelge 1. 1 Yillara gore Diinya bliyikbas ve kiiclikbas hayvan varligi (milyon bas) [48]

SIGIR KOYUN KECI 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

Gunlmuzde bireylerin beslenme konusunda daha bilingli hale gelerek, hayvansal
Urlnlerin yeterli ve dengeli beslenmede hayati 6neme sahip olmasinin bilinmesi ile,
tim diinyada oldugu gibi Glkemizde de hayvancilik dnemli bir yere sahip olmustur.
Diinya capinda blylkbas ve kiicikbas hayvan sayisi yillar gectikce azalmakta iken
Ulkemizde bu sayilar artmaktadir (Cizelge 1.2) [49] .

Cizelge 1. 2 Yillara gore Tiirkiye blyilikbas ve klglkbas hayvan varligi [49]

SIGIR KOYUN KEGI 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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Hayvancilik sektortinin surekliligi icin gerekli en énemli olgulardan biri de hayvan
saghg ve gida givenligidir. Bu kapsamda T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi, Gida
ve Kontrol Genel Madurliigh 2014 yilinda yaptigi rutin tarama testleri ile 70 milyonun
Uzerinde hayvani saglk taramasindan gecirerek, hastaliklarin erken teshis edilmesini

amaclanmistir [50].

Hayvan hastaliklari, hayvan yasamini etkilemenin yaninda, verim dislisi ve 6lim ile
ekonomik kayiplara yol agmakta, kontrolliiniin saglanmasi ve sagaltimi ile de Uretim
maliyetini olduk¢a yukseltmektedir. Bu durum, hastalik kontroli igin yapilan
harcamalarin en etkin bir sekilde kullaniminin gerekliligini gostermektedir. Yiksek
maliyetlerle yapilan bu testlerin sayisi, bu hastaliklarin 6nemini ortaya koymaktadir.
Ciftlik hayvanlarinda verim kaybina sebep olan ve maliyeti arttiran en oOnemli

hastaliklardan bazilari, solunum sistemi hastaliklari, yavru atimi (abortus) ve mastitistir.

1.1.5.1 Solunum Sistemi Hastaliklari

Giftlik hayvanlarinda karsilasilan solunum sistemi enfeksiyonlari tim diinyada oldugu
gibi Turkiye’de de oldukca sik rastlanan hastaliklardir. Bu enfeksiyonlar, tim cins ve yas
grubundan hayvanlari etkilemekte, siklikla tekrar ederek ile koruyucu ve tedavi edici
yontemlere karsi yeterli cevap verememekte, boylelikle agir ekonomik kayiplara neden

olmaktadir [51].

Solunum sistemi enfeksiyonlari burun akintisi, yilksek ates, istahsizlik, nabiz ve
solunum artisi ile baslayip, bazi olgularda kendi kendine iyilesme goésteren, bazi
olgularda ise kronikleserek verim kaybi ve 6limlere neden olabilen bir hastaliktir.
Solunum sistemi enfeksiyonlari mantarlar, bakteriler, virlsler veya parazitler
tarafindan olusturulabilirler. Ayrica bu etkenlerin kombine olarak izole edildikleri de
bildirilmistir [52]. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu saglikli hayvanlarin solunum sisteminde
fakiltatif olarak yasayabilmektedir. Nakil, siliriiye disaridan kontrolsiiz hayvan
sokulmasi, sikisik barindirma, yetersiz beslenme ve havalandirma, tozlu ve amonyakl
havanin solunmasi, rutubetin fazla olmasi, ani yem ve iklim degisiklikleri gibi

faktorlerinin varliginda patojen hale gecerek enfeksiyona sebep olurlar [53].

15



Sigir ve koyunlarda solunum sistemi hastaliklarinin en énemlilerinden olarak kabul
edilen pnomonik pasteurellozis olgularinda Mannheimia haemolytica (Pasteurella
haemolytica), birincil patojen olarak bildirilmistir [54]. Pasteurellalar ¢ogu zaman
saglikli hayvanlarin st solunum vyollarinda fakiltatif patojen olarak yasarlar. Stres
faktorleri vicut direncinin kirilmasina yol agarak, bu mikroorganizmalarin tremesine
yardimci olmakta ve bu durum hayvanlarda enzootik pnémonilere sebep olmaktadir

[55].

Solunum sistemi enfeksiyonlarinin bakteriyel etkenleri arasinda sayilan Mycoplasma
turleri, ozellikle viral etkenlerle birlikte ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bazi
tirlerin ise tek basina da solunum sistemi hastaliklarina yol actiklari bilinmektedir [56].
Mycoplasmalar serbest yasayan en kiglk mikroorganizmalardir. Hicre duvarlarinin
olmamasi nedeniyle Mollicute grubu icinde bulunurlar [57]. Hayvanlardan izole edilen
yaklasik 200 kadar Mollicute arasindan sadece ¢ok azI patojendir. Ancak bu
Mycoplasma tiirlerinin enfekte mekanizmasi ve siddeti Gzerine yeterli sayida calisma
bulunmamaktadir. Bunun baslica nedeni Mycoplasma turlerinin kiltlr edilememesi ve
siniflandirmadaki belirsizliklerdir. Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma
bovirhinis, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides ve Mycoplasma arginini solunum

yolu enfeksiyonlarna sebep olduklar bildirilen Mycoplasma tirlerindendir [51].

Solunum sistemi enfeksiyonlari, sigir yetistiriciliginin en énemli sorunlarindan biridir.
Basit Ust solunum yolu enfeksiyonlarindan daha ¢ok, alt solunum yolu enfeksiyonlari ve
pnoémoniler Uretici agisindan is giicii ve verim kaybi ile birlikte, sagaltim masraflari ve
Olimler nedeniyle de bilylk ekonomik kayiplara neden olmaktadir [58], [59]. Amerika
Birlesik Devletleri’nde yapilan bir galismada solunum sistemi enfeksiyonlarina bagli
hastaliklarin sagaltim masraflarinin, hayvan basina yaklasik 15,57 $ ve 2006 yil itibari
ile ekonomik kaybin yilhk 3 milyar $'in Uzerinde oldugu bildiriimektedir [60].

Ulkemizde bu konuda yapilmis yeterli calisma bulunmamaktadir.

1.1.5.2 Mastitis

Mastitis meme bezinin yangisi olarak tanimlanir ve sitcl slrilerde sit verimi ve

kalitesinde azalma ile sonuglanan bir hastalktir. Mastitis klinik veya subklinik

karakterde ve akut veya kronik seyirli olabilir [61]. Mastitisli sttlerdeki degisiklikleri
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tanilamak icin bircok test gelistirilmistir. Ornegin siitteki somatik hiicre sayisi (SHS)
artisi subklinik mastitisin tanimlanmasinda kullanilan tani yéntemlerinden biridir
[62],[63]. Bununla beraber, bakteriyel sebepli bircok hastaligin tanisinda oldugu gibi
mastitis vakalarinin kesin teshisinde de kiltlr yontemi “altin standart” olarak kabul

edilmektedir [64].

Mastitis vakalarina sebep olan, 130’dan fazla farkli etiyolojik ajanin izole edildigi
bilinmektedir ve enfeksiyona daha cok bakteriyel etkenlerin neden oldugu tespit
edilmistir [65], [66]. Bu etkenler, bulasici ve cevresel kaynakh olarak gruplandirilir.
Bilinen mastitis patojenleri arasinda en ¢ok stafilokoklar, streptokoklar ve basta E. coli
olmak Uzere enterobakteriler izole edilmektedir. Bununla beraber, maya ve kif
izolasyonlari da bildirilmistir [66], [67], [68], [69], [70]. Ayrica Ozellikle Mycoplasma
spp., Corynebacterium bovis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus spp.,
Candida albicans, Cryptococcus spp, Nocardia spp. gibi ¢esitli etkenlerin neden oldugu
mastitis vakalari da bulunmaktadir [71], [72], [73], [74], [75], [76]. Tim diinyada oldugu
gibi Turkiye'nin de farkh bolgelerinden alinan mastitisli siit 6rneklerinde yapilan
calismalarda Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve Enterobactericeae familyasina
ait bakteriler siklikla tespit edilmistir [73], [74], [75], [76]. Staphylococcus aureus ve
Streptococcus agalactiae'nin bulasici mastitis etkenleri oldugu, mastitis vakalarinda
yaygin olarak goruldikleri 6zellikle de sagim sirasinda, eller ve siit sagim Uniteleri ile
bulastiklari bilinmektedir [76]. Gram negatif bakteriler, S. agalactiae'nin disindaki tim
streptokoklar (6zellikle S. uberis) ve diger mikroorganizmalar cevresel patojen olarak
belirtilmistir ve c¢evresel patojenlerin, yukarida sayilanlara gére daha az yaygin
olmasina ragmen, neden oldugu mastitis vakalarinin ¢ok dnemli oldugu vurgulanmistir
[76], [77]. Mastitis problemlerinde 6nemli yer tuttugu vurgulanan ve cevresel
patojenler icinde birinci sirada yer alan S. uberis hayvanin bulundugu her yerde
Ozellikle de diski, barinaklar, rumen ve memede bulunabilmektedir [76], [77], [78],

[79].

Mastitis, sut sigircihgr isletmelerinin en o6nemli ekonomik kayiplarinin arasinda

gosterilmektedir [76]. Yiksek verimli hayvanlarin siiriiden ayiklanmasi, st veriminde

azalma ve tedavi masraflari gibi nedenlerle oldukca biyik ekonomik kayiplar

olusturduklari bilinmektedir [80]. 2010 yilinda yapilan bir c¢alismada (ilkemizde
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mastitisten kaynaklanan ekonomik kaybin yilda yaklagik 57,7 milyon TL oldugu
bildirilmistir [65].

1.1.5.3 Abortus

Olmiis veya gelismesini tamamlamamis yavrunun gebelik heniiz sona ermeden
uterustan ¢ikmasi veya cikarilmasi yavru atma (abortus) olarak adlandiriimaktadir [81].
Abortus vakalari lkemizde hayvan yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen faktérler
arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Evcil hayvanlarda abortus vakalari, non-enfeksiyoz
ve enfeksiydz sebeplere baglanabilir ancak enfeksiyoz hastaliklar abortus sebepleri

arasinda basta gelmektedir [82].

Enfeksiyoz abortus vakalarina bakteri, virus, mantar veya protozoon gibi etkenler
neden olabilmektedir. Enfeksiydz abortuslarinin enzootik oldugu ve sirideki cok
sayida hayvana kisa slirede yayilabildigi bilinmektedir [83], [84]. Bakteriyel abortus
etkenlerinin en oOnemlilerinden bazilari Brucella abortus, Brucella melitensis,
Actinomyces pyogenes, Eshericha coli, Streptecoc ve Staphilococ tirleri, Listeria

monocytogenes ve Coxiella burnetii oldugu yapilan calismalarda belirtilmistir [83], [85].

Bu tirler iginde iki tlr, oldukca yilksek kayiplara sebep olmasi ve zoonoz olmasi

nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.

Brusellozis, insan ve hayvanlarda Brucella cinsine ait bakteriler tarafindan olusturulan
bulasici, genellikle subakut ve kronik seyirli bir enfeksiyondur. B. abortus ve B.
melitensis besicilikte karsilasilan brusellozisinin baslica etkenleridir. B. melitensis ayrica

insanlarda Malta hummasi olarak bilinen hastaliga sebep olmaktadir [82], [86].

1.2 Tezin Amaci

16S rDNA ve RpoB gen bdlgelerinin bakteri tiirlerinin filogenetik yeri hakkinda veriler
icerdigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci bilgisayar teknolojileri kullanilarak 16S
rDNA ve RpoB gen bolgelerinde tiirler arasi ayrimi saglayacak SNP’ler bulunarak bir
panel gelistirilmesi ve ilk kez bu tez calismasinda bulunan SNP’lerden 17 tanesinin

multiplex PCR ve MALDI TOF MS tabanli bir analiz platformu ile test edilmesidir.
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Yapilan tez galismasi ile, istenildigi taktirde tiir sayisinin genigletiimesi veya panele
dahil olan tiirlerin kullanici ihtiyacina gore segilerek kullaniminin saglanmasi nedeniyle;
kaynaktan bagimsiz olarak, yiksek dogrulukta coklu 6rnekte tani yapabilen, kullanici
kolayligl sunan, bir panel tasarlanmistir. Tasarlanan panelin, ticari kullanima
sunulmasindan once optimizasyon ve validasyon calismalarinin yapilmasi, bu tez
kapsaminda calisilan 26 mikroorganizmanin tek panelde ilk kez tlire 6zgl tanisinin
gerceklestiriimesine imkan sunarak, benzer mikroorganizmalarla yapilacak olan

arastirmalara isik tutacagi diisiiniilmektedir.

1.3 Hipotez

Patojen oldugu bilinen 26 tire ait 16S rDNA ve RpoB gen bdlgelerinden tirler arasi
SNP’ler belirlenerek; belirtilen patojenleri erken ve etkili tanisiyla birlikte daha az
maliyet ve is glcl ile katki sunabilecek biyobelirteclerin tespit edilebilecegi

ongorulmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Biyoinformatik ¢calismalarda kullanilan DNA dizileri

Mycoplasma tirlerine ve diger patojenlere ait SNP markerlarinin belirlenmesi igin
gerekli ¢calismalar, Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)'ye ait GenBank

veritabanindan indirilen 226 adet gen dizisi kullanilarak tamamlanmistir.

Cizelge 2.1’de panel tasariminda kullanilacak olan diziye karar vermek amaciyla

indirilen dizilere ait tiir ve gen isimleri ile veritabani erisim numaralari verilmistir.

Cizelge 2.2’de ise panel tasariminda kullanilan 16S rDNA ve RpoB gen bolgelerinin

turlere gore erisim numaralari verilmistir.
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Cizelge 2. 1 Biyoinformatik ¢alismalarda kullanilan gen dizilerinin isimlerive GenBank

lar

erigim numara

T'£0v9764
T'L9b9Z64% T'TLH9T64)
T'GLFOZ64% T'OTZ8EHM T'LGT8EHY
T'LTZ8E0TN T'8TZ8ENTH T'L9LYHN
T'6TZ8E0TN T'0Z28EHTY 1896200
T'LEZ8EDN T'TZZ8E0TN TTTT8ENTH T'Z889Z6AY
T'BETIEHMY T'6EZOENTY T'ECZ8ERTY THTCSEnT T'GE6Z604Y
TOVZSERT TTHZ8ENN T'SZZ8ERT T'9TT8EN T T'T6LTEE4Y
T'THTSENT T'EVTSENN T'LTZ8E0TN T'8TT8ENTH T"£889Z6AY
TYHZSERTY T'SHTSENTN T'62Z8E0TN T'0ET8ENTH T'EGL7EE4Y
T'OLZSERMY T'LYT8ERTN T'TEZ8ERTN TZETIENTH TPGLTEE4Y
TSIZSERTY TGhZ8EPTN  T'SLTLZ0N3 T'EEZ8EPTN THECEEHT T'SGLZEE4Y
TOGZ8ERMY TISZ8ERN  T'OLTLL0N3 T'SEZ8ERTN T'9ETSENTH T"[85095AY
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TECHIE0D  T'OSZREHMY T'OGETEODN  T'6LTLLON3 T'EFFOZ64Y T'LSLEFONT T'00TEOTYN T'LbL6LINY T'0F69E04N
TYZPIS00r  T'VGETECDN T'S6ETE00N  T'08TLL0N3 T5E0/6T00 Treeraze T'G/89Z6AY TTIZSLAY T'[GLTEE4Y
TSZRIS0Dr  TERETECDN Teeeteoor  TT8TLLONI - - T'T0859£14 T'#E9£5TDA T"T889Z6AY TPEBETLAY T'S066THIY
T'8HTLL0N3
T'6HTLL0N3
T0STLL0N3
TISTLL0N3
T'Z8TLL0N3
T'€STLL0N3 T°§781£043 T'ZE908TNY
- - T4STLL0N3 - - TTE908TINY T'08908TINY - - T'E0LbL0YN
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15040 J3juab
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lari (devami)

erisim numara

Cizelge 2. 1 Biyoinformatik ¢alismalarda kullanilan gen dizilerinin isimlerive GenBank

TTEBPETINT
TETBRZ0UN
T9L9ETTEN
T ETEPRION
T199¥£700 TOvTY6Z0r
T'£0E59L14 T LVESTEAY T'8490898Y
T&ETLLTON 1'5929.8r4 T'S5E0650T T1929.814 TIL6TTHY Silsd
- - - TY6E9684  TRPTLLTON 1'6929.9r4 T'S09Eph4Y 195799974 T'SI00pE4Y TpS9v0n | DURHEEHH
T'65E06EDT Ioasp
- - - T16E06500 - TZL1Z1100 101504800 - TT8TSTOUN T6L6TTHdY |  DUREH/EEHH
T'6YE06EDT
TTETFL0N3
TZETrL0N3
TEETHL0N3 T'Z0v0Z80r
TETrL0N3 TT6ZPTN T'899P0UN
TSETHL0N3 TURGETTEN T 2690898y
T9TH20n3 TO6TL9/M  THT8T99DH T'9TET990H
TLETHL0N3 T6L08LhY  TTTHTEE0 T ca0TaLNT
T'665829/4 T2TrL0N3 T8507L6AY  T'ETRT99DH TSGOTZTAY
126588814 T6ETHL0N3 TTesecehy  THROTETAY T e0tTTAY
- - - T'69506E0T - A TARAR LY T 0rTHL0N3 Tavegteay  TEROTZTIY T e0TTITAY
_Em__n_._.
iiss abjoq
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Cizelge 2. 2 Panel tasariminda kullanilan gen dizilerinin GenBank erisim numaralari

16S ribosomal DNA Geni

Erisim Numarasi

Tiir ismi

NR025878.1

NR125608.1

NR118797.1

NR115137.1

NR118257.1

NR114469.1

NR114848.1

NR114448.1

NR114042.1

NR113690.1

NR13685.1

NR113676.1

NR111993.1

NR104916.1

NR025988.1

NR025984.1

NR118997.1

NR027517.1

NR025182.1

AF549387.1
U26039.1
AB002480.1
U15794.1
u41048.1
U14905.1

Ureaplasma diversum
Mycoplasma verecundum
Mycoplasma leachii
Pasteurella multocida
Brucella melitensis
Brucella abortus
Mycoplasma bovis
Mannheimia haemolytica
Escherichia coli
Mycoplasma bovigenitalium
Mycoplasma bovirhinis
Mycoplasma canis
Chlamydophila abortus
Coxiella burnetii
Mycoplasma canadense
Mycoplasma alkalescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus dysgalactiae
Mycoplasma dispar

Histophilus somni

Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC
Streptococcus agalactiae

Mycoplasma arginini

Streptococcus uberis

Acholeplasma laidlawii
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Cizelge 2.2 Panel tasariminda kullanilan gen dizilerinin GenBank erisim numaralari

RNA polimeraz beta altbirim Geni

Erisim Numarasi

(devami)

Tiir ismi

EF071828.1
FJ765301.1
DQ112178.2
DQ112172.1
DQ234661.1
EU925147.1
DQ272351.1
AP014631.1
DQ219485.1
DQ272352.1
DQ157641.1
DQ234660.1
EF071848.1
NC_010163
CP008918.1
JN935853.1
CP005383.1
KP670788.1
KC707790.1
IN580230.1

AEG001000002.1

AM946015.1
CP007707.1
CP000911.1
AY540342.1
DQ514614.1
DQ530429.1
DQ530430.1

Mycoplasmamycoides subsp. mycoides
Mycoplasma bovis
Mycoplasma bovigenitalium
Mycoplasma dispar
Mycoplasma canis
Mycoplasma arthritidis
Mycoplasma arginini
Mycoplasma canadense
Mycoplasma verecundum
Mycoplasma alkalescens
Mycoplasma bovoculi
Mycoplasma bovirhinis
Mycoplasma leachii
Acheoplasma laidlawii
Pasteurella multocida
Ureaplasma diversum
Mannheimia haemolytica
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactia
Streptococcus uberis
Brucella abortus

Brucella suis

Brucella melitensis
Mycoplasma pirum
Mycoplasma orale

Mycoplasma hominis
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2.1.2 Deneysel caligmalarda kullanilan referans sugslar

Bu tez galismasinin deneysel asamalarinda kullanilan referans suslar; 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

soylaridir.

2.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Yapilan kilttrlerden genomik DNA izolasyonu icin gerekli olan fosfat tamponu Sigma
Aldrich’ten temin edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan HotStarTaq Plus
28 DNA polimeraz (5 U/uL) enzimi, MgCl2 (25 mM) ve 10 x PCR tampon ¢ozeltisi
QIAGEN firmasindan, dNTP’ler (100 mM) Applied Biosystems firmasindan ve tim
deneysel calismalarda gerekli olan ultrasaf distile su Invitrogen firmasindan temin
edilerek kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda ve genotipleme asamalarinda
kullanilan primer ve problar Sequenom firmasina sentezlettirilmistir. PZR sonrasinda
yapilan temizleme reaksiyonunda shrimp alkaline fosfataz enzimi (1.7 U/pL) ve tampon
cOzeltisi; tek baz spesifik uzama reaksiyonunda iPLEX enzim, 10 x iPLEX tampon
¢Ozeltisi, iPLEX Extension Mix ve rezin ile muamele asamasinda SpectroCLEAN rezin
kullanilmis ve bu Urlinlerin tamami Sequenom firmasindan ticari olarak temin

edilmistir.

2.1.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Yapilan deneysel calismalarda; Mikrosantrifiij-Beckman Coulter, Santrifiij-Beckman
Coulter, Termal calkalayic-BIOSAN, Mini santrifiij/vorteks-BIOSAN, Emniyet kabini-
Nive, Mikro-hacim UV-Vis spektrofotometre-Thermo, Termal cycler-BIO-RAD, Déner
calkalayici-Scientific Industries, MassArray nanodispenser-Sequenom, MassArray

analyser- Sequenom Inc.
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2.2 Yontem

2.2.1 Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analizlerde kullanilan 226 adet gen dizisinin kullanimini kolaylastirmak
amaciyla bu calismaya 6zel bir veritabani olusturulmustur. Olusturulan veritabanini

kolay kullanilmasi igin JAVA® platformunda bir program yazilmistir.

Bu calismada tespit edilen SNP’lerden, referans alinan 5 tiire (M. mycoides subsp.
Mycoides SC, M. bovis, M. bovigenitalium M. dispar, M. canis) ait 16S rDNA gen
bolgesinde bulunanlar, Yrd. Do¢. Dr. Oguz ATA tarafindan, .NET platformunda yazilan
ve MS SQL ile kurulan bir veritabanini kullanarak girilen dizilerde belirtilen tirler
arasindaki tek nokta poliformizmlerini tespit eden bir program yazilmistir. Bu ¢alisma

heniliz yayinlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinin blyik bir kismini olusturan biyoinformatik analizlerde, birgok arag

ve platform kullaniimistir. Bu arag ve platformlar Cizelge 2.3 ‘de verilmistir.

Gizelge 2. 3 Biyoinformatik Analizlerde Kullanilan Yazilim ve Araglar

Yapilan islem Arag

MySQL® [87]
MS SQL® [88]

Veritabani Kurulumu

Veritabani Arayizii JAVA® [89]
Dizi Cakistirma MUSCLE [90]
Goriintileme Jalview Desktop [91]
Dizi Karsilastirma BLAST [92]
SNP Tayini .NET [93]
Primer ve Prob Tasarimi Sequenom Assay Designer™ [37]

Tez kapsaminda tanisi hedeflenen 26 tiirlin her biri, calismalarda kolaylik saglamasi

acisindan numarlandiriimistir (Cizelge 2.4).
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Gizelge 2. 4 Tez galismasinda kullanilan tir-numara listesi

No Tiir Adi No Tiir Adi

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 Hamophylius 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

ilk kez bu calismada tespit edilmis olan SNP’lerden, deneysel calisma igerisinde
kullanilanlar tir ismine ve gen bolgesindeki yerine gore numaralandirilmistir. Buna
gore T1, M. mycoides subsp. mycoides SC’yi, T2, M. bovis’i, T3 M. bovigenitalium’u, T4
M. dispar't ve T5 M. canis’i ifade eder. SNP’ler ise bulunduklari 16S rDNA gen
bolgesinde, 5’
Ornegin; T3_SNP2 M. bovigenitalium’a ait 16S rDNA gen bolgesindeki 5’ ucuna en

yakin 2. SNP’yi belirtmektedir.
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2.2.2 Deneysel Calismalar

2.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Kiltir edilen hiicrelerin genomik DNA izolasyonu kaynatma yontemi ile yapilmistir. Bu
yonteme gore hiicre kiltiriinden 1.5 ml alinir ve 600 g’de 5 dakika santrifiij edilerek
¢cOktirilar. Pelletler 100 pl fosfat tamponunda ¢ozdirildikten sonra 95°C 15 dakika
bekletilir. Daha sonra 10.000 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Ustte kalan siipernatant
alinarak - 20°C’ de saklanir [94].

2.2.2.2 Genomik DNA Orneklerinin Miktar ve Saflik Tayini

Kitle spektroskopisi temelli genotipleme analizine ge¢meden 6nce, elde edilen
genomik DNA’nin miktarinin belirlenmesi ve saflik tayini yapilmasi gerekli bir islemdir.
Bu calismada kullanilan DNA’larin miktari ve safliklarinin belirlenmesi igin, UV-VIS
spektrofotometre cihazina 1’er pl DNA 6rnegi konulmus ve 260 nm ve 280 nm dalga

boylarinda 6l¢lim yapilarak gerceklestirilmistir.

260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri oraninin 1.7 ile 2.0 arasinda
olmasi, kullanilacak DNA’larin saf olarak kabul edilmesi icin yeterlidir (A260/A280=1.7-
2.0) [94].

260 nm’deki bir optik dansite (OD) unitesinin 50 pg/ml cift iplikli DNA’ya esit kabul
edilerek de DNA miktari hesaplanabilir. Buna goére: DNA miktari= OD (nitesi x
sulandirma faktori x 50 pg/ml. Sulandirma faktord, Toplam Hacim / DNA orani olarak
alinir; 6rnegin,DNA’nin 1:10 oraninda sulandiriimasi durumunda sulandirma faktori

10’dur.

izole edilen genomik DNA 6rneklerinin miktari ve safliklari, Thermo NanoDrop Mikro-

Hacim UV-VIS Spektrofotometre cihazi kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.2.3 Kitle Spektroskopisi Temelli Deney Tasarimi

Bu tez calismasinda uygulanmis olan deneysel yontemler iPLEX® Gold Application
Guide (2009) [37] ve iPLEX® Gold SNP Genotyping Training Protocol (2009) [38]

kaynaklarindan yararlanilarak gerceklestirilmistir.
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2.2.2.3.1 Deney Tasarimi

Sequenom Assay Designer™ yazihmi kullanilarak yapilacak olan deneylerin tasarimi

gercgeklestirilmistir.

Plex terimi tek bir kuyuda c¢alisilabilecek olan SNP sayisi olarak tanimlanmistir.
Analizlerde kullanilan SNP bdlgeleri igin tasarlanan primerlerde olusabilecek dimerler
ve SNP'lerdeki hedef bolgelerde birbiri ile cakisan diziler hesaplanarak analiz edilecek

17 SNP’nin, 4 plexte galisilmasi planlanmistir.

2.2.2.3.2 Primer ve Prob Tasarimi

MALDI TOF genotipleme ¢alismalarinda, dogru sonuglarin alinabilmesi icin polimorfik
bolgeyi iceren optimum amplikon boyutunun 80 ile 120 baz cifti arasinda olmasi tercih
edilmektedir. Okuma hatalarinin minimum olmasi icin 400 baz ¢iftinden daha uzun
fragment boyutundan kaginilmahdir. Genotipleme uygulamalarinda sonug alinabilmek
eklenmektedir. Ayrica Sequenom Assay Designer™ yazilimi kullanilarak, primerlerin

reaksiyon sirasinda dimer olusturup olusturmayacagi da kontrol edilmektedir.

Amplifikasyondan sonra elde edilen PCR {rlnine spesifik hibridizasyon
gerceklestirecek olan problar ile allelin belirlenmesi icin tek bazlik bir uzama
gerceklestiriimekte ve kalip diziye gore uzamaktadir. Olusan Urlinler arasinda niikleik
asit bazina 6zgu kitle farklihklari (Cizelge 2.5) meydana gelmektedir ve bu farkhliklar

MassARRAY® Typer 4.0 yazilimi ile analiz edilmektedir.

Cizelge 2. 5 SNP allelleri arasindaki kiitle farkhhklari [37] .

Terminator 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 boélgeye bitisik ve 15-30 nikleotid uzunlugunda
olacak sekilde tasarlanmistir. Problarin erime sicakhgl degerleri yaklasik olarak >60°C
olacak sekilde sentezlenmistir. Uzama problari kullanilarak yapilacan amplifikasyonlarin
verimli sonuglar vermesi i¢in uzama primerleri ve reaksiyon Urlnlerinin kitleleri
arasinda minimum 30 Da’luk fark bulunmalidir ve analit kiitlelerinin 4500-9000 Da

arasinda olmasi tercih edilmistir.

Tek nikleotit spesifik uzama problarinin tasarimi Sequenom’un Assay Designer™
yazihmi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda genotiplenmesi amaglanan
20 SNP’ye ait, multipleks PCR’da kullanilan forward ve reverse primerler Cizelge 2.6’da

verilmistir.
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Cizelge 2. 6 SNP’ler ve genotipleme primerleri
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2.2.2.3.3 Multiplex PCR Uygulamasi

izole edilen genomik DNA’lardaki hedef bolgeler, tasarlanan primer ciftleri ile
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edilmistir. PCR bilesenleri Cizelge
2.7’de verilmistir. Reaksiyon 95°C'de 2 dakika 6n denatlrasyon, 95°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 56°C’de 30 saniye baglanma, 72°C'de 1 dakika uzama ve 72°C’ de 5

dakika son uzama basamaklari ile 44 dongi olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. 7 Multiplex PCR karisimi

Bilesenler Son Konsantrasyon Reaksiyonda Kullanilan
Bilesen Hacmi (L)

dH20 N/A 1,800

10X PCR Tamponu 1x (2 mM MgCl2) 0,500

(20 mM MgCl2)

MgCI2 (25 mM) 2 mM 0,400

dNTP karisimi 500 uM 0,100

(her birinden 25 mM)

Primer karigimi (0,5 pM) 0,1 uM 1,00
Roche PCR Enzimi (5 1.0 U/reaksiyon 0,200
U/ul)

DNA (10 ng/plL) 2 ng/uL 1,00
Toplam Hacim 5,00

2.2.2.3.4 dNTP Notralizasyonu (SAP Uygulamasi)

Multiplex PZR isleminden sonra, Urinlerde bulunan baglanmamis dNTP’ler shrimp
alkalen fosfotaz (Shrimp alkaline phospohotase: SAP) kullanilarak noétralize edilmistir.
SAP enzimi, serbest halde bulunan dNTP’den bir fosfat grubunu keserek dNDP’ye

cevirmektedir. SAP reaksiyonu icin gerekli bilesenler Cizelge 2.8’de verilmistir.

32



Cizelge 2. 8 SAP reaksiyonu bilesenleri

2L SAP karisimi
7 plL reaksiyondaki son
icerisindeki bilesen

Bilesenler hacim
miktari
(PCR + SAP)
[mL]
dH20 N/A 1,53
TS Tamponu (10X) 0,24 X 0,17
SAP Enzimi (1,7 U/pL) 0,5U 0,30
Toplam Hacim (uL) N/A 2 uL

Her bir kuyudaki PCR Grlinlinin Gzerine 2 pl SAP enzimi ve tampon ¢ozelti karisimindan
eklenerek, plaka hafifge karistirildiktan sonra 1000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. SAP
reaksiyonu 37°C’ de 40 dakika ve 85°C'de 5 dakika (enzimin inaktif hale gelmesi icin)

inklbe edilmistir

2.2.2.3.5 Tek Baz Spesifik Uzama Reaksiyonu

Pik yogunlugu ve analit kitlesi arasindaki ters oranti nedeniyle, tek baz spesifik uzama
reaksiyonunda kullanilacak uzama probu konsantrasyonlarinin ayarlanmasi énemlidir.
Yiksek kitleli primerin (~8500 Da) pik yogunlugu, disik katleli primerlere gére %
25’ten daha azdir. Primer kutlesi arttikca sinyal-glrilti orani azalma egilimi gosterir.
Konsantrasyonlarin ayarlanmamasi halinde glriltiden dolayr sinyaller ayirt
edilemeyebilir. Bu sekilde baslatilan genotipleme reaksiyonlarinda, analit pikleri

kacirilir ve genotipleme hatalari ortaya gikabilir.

Analit kitlesi ve sinyal-glirtiltli orani arasindaki ters orantidan kaynaklanan farkliliklarin
yaninda, pik uzunluklarinda da beklenmeyen degisimler gorilebilir. Bu degisimler
oligonikleotid kalitesindeki tutarsizliklardan veya MALDI’deki distk

desorpsiyon/iyonizasyon 6zelliginden kaynaklanabilmektedir.

Belirtilen sorunlarin giderilmesi icin tek baz spesifik uzama reaksiyonunun hazirhk

asamasinda dért farkli ydntem belirlenmistir. ilk (ic ydntemde, primer kiitlesine gore 2,
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3 ve 4 asamali olarak gruplara ayrilarak konsantrasyonlarinin ayarlanmasini
gerektirmekte, dordinci yontemde ise bitlin primerlerin kitlesine spesifik bir
konsantrasyonda karisitirilarak ve bu konsantrasyonlarin spektrumda her bir primerin
dengelenmesini gerektirmektedir (Sekil 2.1). Bu c¢alismada, uzama primeri
konsantrasyonlari dustik kitleli primerlerden yiksek kitleli primerlere dogru dort

asamali olarak ayarlanmistir.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

l I l

90 |
80 |-
70 £
60 -
-
I 50 |
5
;go 40 4~
> 30 |-
20 -
10 ~4=
I . o Mo
1‘17'¥.__1_L,,LA‘,7144L¥L‘71,4~1;A'_‘,A17';141 ,,,,, L_LJgk{_l_AJ_‘Lf.,,LL,L_H¥A’_L,
5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500
Kiitle

Sekil 2. 1 Primerlerin dort asamali uzama probu ayarlama metoduna gore
gruplandirilmasi [37]

Uzama problarinin konsantrasyonlari, belirlenen degerlere ayarlandik uzama problarini
iceren bir stok karisim hazirlanir. Shrimp alkalin fosfataz enzimi ile yapilan PZR sonrasi
temizleme islemi sonucunda elde edilen Urinlerin ve tasarlanan problarin hedef bolge

ile hibridizasyonu ile tek kitle-modifiye niikleotid uzamasi gerceklestirilir.

Tek baz spesifik uzama reaksiyonunu baslamadan ©once; uzama problari, kitle
modifikasyonlu ddNTP’leri enzim ve tampon ¢ozelti iceren bir bilesenler (Cizelge 2.9)
hazirlanarak amplifikasyon Grinlerine ilave edilir. Bu reaksiyon belitilen kosullar altinda
(Cizelge 2.10) ile primerin, deneyin tasarimina ve allele bagh olarak, tek kitle

modifikasyonlu niikleotid ile sonlanmasi saglanir (Sekil 2.2).
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Gizelge 2. 9 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bilesimi

Bilesen

dH20
iPLEX Tamponu (10X)
iPLEX Terminasyon
karisimi
iPLEX Uzama Primeri
Karisimi uM
iPLEX Enzim
Hacim (uL)
SAP+PCR

Toplam Hacim (pL)

9ul reaksiyon
hacmindeki son
konsantrasyon
N/A
0.222X
1X

N/A®

1X
N/A®
N/A?
N/A®

2 pL karisim igersindeki
bilesen miktari (pL)

0.619

0.200

0.200

0.940

0.041

(° reaksiyona gére optimize edilir)

Cizelge 2. 10 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullari

Basamaklar islem

1 On denatiirasyon
2° Denatiirasyon

3° Baglanma

4 Uzama

5 Son uzama

Sicaklik ve Siire
94 °C’'de 30 saniye
94 °C’'de 5 saniye
52 °C’'de 5 saniye
80 °C’'de 5 saniye
72 °C’'de 3 dakika

a: 3.-4. basamaklar 5 dongl; b: 2.-4. basamaklar 40 dongi
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Sekil 2. 2 Tek baz spesifik uzama reaksiyonunun sematik gosterimi [37]

2.2.2.3.6 Rezin Uygulamasi

dakika olacak sekilde gerceklestirildikten sonra fazla

uzaklastiriimistir.

Spektrometrik analiz optimizasyonu ve Na*, K* ve MgJ'2 gibi arka plan kirliligine sebep
olan iyonlari uzaklastirmak icin tek baz spesifik uzama reaksiyonu Urinleri katyonik
degisim saglayan rezin ile muamele edilmistir. Rezin ince bir spatil yardimi ile cukur

plaka lizerine aktarilarak kuyucuklara yayilmasi saglanmistir. Rezin uygulamasi en az 20

rezin plakadan siyrilarak

Kuyucuklarda bulunan hava kabarciklarindan kurtulmak amaciyla

plaka kisa bir sire santriflij edilmistir. Daha sonra, ornek plakasi doner-calkalayicida
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oda sicakliginda 35 dakika dondirilmiis ve 3200 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek ipe

aktarilmaya hazir hale getirilmistir.

2.2.2.3.7 Uriinlerin Gipe Aktarilmasi

Rezin ile gerekli islemler yapildiktan sonra, modifiye PCR Urininden 15nl alinmis ve
nanodispenser kullanilarak 384-element SpectroCHIP® Il {izerine dagitilmistir. Bu
dagitim islemi, vakum altinda delikli ignelerin kapiler etkisi kullanilarak yapilmistir.
Silika ¢ip Uzerindeki matriks spotlarina aktarilan oligonikleotidler MALDI-TOF

matriksine (3- hidroksipikolinik asit) dahil edilmistir.

2.2.2.3.8 MALDI-TOF ile Genotipleme

Analiz icin PCR drinleri, 384-element SpectroCHIP® Il {izerinde kitle spektroskopisi
(MassARRAY® Analyser 4) cihazina yiklenmistir. MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme
yazihmi kullanilarak, lazer atimi sonrasi elde edilen spektro goriintiisi ve allel spesifik
pikler analiz edilmistir. Deney tasarimi asamasinda elde edilen veriler, cihaz arayliziine
girilerek, spektrumda dogru analitin beklenen pozisyonunun hesaplanmasi

saglanmistir.
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BOLUM 3

SONUGLAR VE TARTISMA

3.1 Biyoinformatik Analizler

3.1.1 DNA dizilerinin Kullanihabilir Hale Getirilmesi

GCahsmada kullanilan nukleik asit dizileri, erisime agik GenBank veritabanindan
indirilmistir. Milyonlarca nikleotidin dizisini depolamakta olan bu veritabani, dizilerin
islenmesi igin bir takim zorluklari da barindirmaktadir. Arastirma sirasinda bu bilgilere
daha kolay ulasabilmek ve yeni verileri rahatca girebilmek icin, bu ¢alismaya 6zel olarak
bir veritabani kurulmustur. Bu veritabaninda organizma tiir ismi, alttlr ismi, gen
bolgesi sirasiyla kodlanmis ve niikleik asit dizilerinin karsilig1 olarak kaydedilmistir. Ayni
zamanda girdilerin ve giktilarin kolay kontrol edilmesi amaciyla bir de kullanici araylzi

olusturulmustur. Sekil 3.1’de yazilmis olan programin kullanici araylizi gortlmektedir.
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Clear Database Cutput IDs Fasta To Excel

|| | Search

Sekil 3. 1 Programin kullanici araylzu

Veritabani girdi olarak GenBank veritabanindan alinan “.gb” formatindaki verileri
calistirmakta ve Excel formatinda bir listeye donlstirmektedir. Sekil 3.2'de

veritabanindan alinmis bir Excel tablosuna ait ekran goriintiist verilmistir.

Biyoinformatik analiz araglarinda kullanilmak Uzere istenilen tire, alttiire veya gen
bolgesine ait kod ikt kismina yazilarak verilen kodlara ait dizilerin fasta formatindaki

ciktilari alinabilmektedir.

Ayrica programa eklenen bir modiil ile de, fasta formatindaki verileri veritabanina
islemeden haricen Excel giktisina donustlrilmesi saglanmistir. Boylelikle veritabanina

kaydedilmemesi gereken ¢alismalarin da yapilabilmesi amaglanmistir.
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Sekil 3. 2 Olusturulan veritabanindan alinan bir Excel tablosuna ait ekran goériintisi
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3.1.2 SNP Analizi

Tez kapsaminda tanisi hedeflenen 26 tiiriin 16S rDNA ve RpoB gen bodlgelerinde
bulunan 208 SNP ilk kez bu calismada tespit edilmis, bu SNP’lerden 17 tanesi

Sequenom MassArray sisteminde test edilmistir.

istanbul Aydin Universitesi Mekatronik Miihendisligi Bolimi &gretim Gyesi Yrd. Dog.
Dr. Oguz ATA tarafindan, SNP tayini amaciyla MS SQL’de yeni bir veritabani kurulmus
ve .NET platformunda girilen dizilerde belirtilen tirler arasindaki tek nokta
poliformizmlerini tespit eden bir program yazilmistir. Bu calismada tespit edilen
SNP’lerden, referans alinan 5 tiire (M. mycoides subsp. Mycoides SC, M. bovis, M.
bovigenitalium M. dispar, M. canis) ait 16S rDNA gen bdlgesinde bulunan SNP’ler,
heniliz yayinlanmamis olan bu programda tespit edilerek, bu tez ¢alismasinda deneysel

olarak test edilmistir.

Bu 5 tir icin tespit edilen noktalar referans alinarak, diger 21 tir, acgik erisimli ve web
tabanlh MUSCLE [90] programi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica yine MUSCLE programi
ile RpoB gen bdlgesinde, 26 tirde karsilasilan 104 SNP tanimlanmistir. MUSCLE'In

kullanimina iliskin ekran goriintisi Sekil 3.3’de verilmistir.

26 tlirde ayrimin gergeklestirilebilmesi icin tespit edilen SNP’lerin, tiir bazinda kag
ayrim noktasi oldugu, ¢alisilan her gen bdlgesi icin ve tiim noktalar icin belirlenmistir.
Bu tez calismasinda 26 tlrin her biri icin 2 gen bdlgesinde, 8 SNP noktasi
belirlenmistir. Belirlenen SNP noktalari tlrler arasinda genotip farki olusturmaktadir.
Asagida verilmis olan tlrler arasi ayrim profillerinde tirler, Cizelge 2.4’te verilen
numarlandirmalarla verilmistir. Her bir tir numarasi karsisindaki tiirden ayrildigi SNP
sayisini ifade eder. Sekil 3.4’te galisilan tiim SNP’ler ile yapilan genotip farklar trafik
isiklart modeli ile verilmistir. Buna gore iki tir arasi ayrimin, 7 veya 8 oldugu
durumlarda koyu yesil, 5 veya 6 oldugu durumlarda acik yesil, 4 veya 3 oldugu
durumlarda turuncu, 1 veya 2 oldugu durumlarda kirmizi renklerde verilmis, ayrim

olmayan tirler ise siyah renk ile gdsterilmistir.

Gelistirilen panelin, distk maliyet ile kullanici dostu olmasi icin minimum nokta ile

turler arasindaki genotip farkini ortaya koymasi amacglanmaktadir.
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Sekil 3. 3 MUSCLE programinda yapilan d
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Sekil 3. 4 Tiirler arasinda 8 SNP ile yapilan genotip farklari
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3.2 Deneysel Calismalar

3.2.1 DNA’larin Saflik ve Miktar Analizi

Genomik DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA o&rneklerinin nikleik asit
konsantrasyonlari (ng/uL) ve absorbans degerleri, NanoDrop Mikro-Hacim UV-VIS

Spektrofotometre kullanilarak tespit edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3. 1 Orneklerin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini

DNA AZGO A280 A260/A280
Konsantrasyonu
(ng/uL)
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 Calisilan Orneklerin Gruplandiriimasi

Sequenom Mass Array platformunda genotipleme analizi icin ideal DNA
konsantrasyonu 10 ng/uL olarak bildirilmistir [37]. Bu sebeple kiltlri yapilan 8
referans soydan 6 tanesinin (M. mycoides SC, M.bovis, M.bovigenitalium, A. Laidlawii,

M.alkalescens ve M.canadense ) DNA konsantrasyonlari calismaya uygun bulunmustur.

6 tur, 3 pozitif 6rnek ve 3 neagtif 6rnek olarak gruplandiriimis, pozitif 6rneklerden M.
mycoides subp. mycoides SC secilerek 1/2, 1/5 ve 1/10 olacak sekilde sulandirilarak
duyarhliklari 6l¢tilmastir. Pozitif 6rnekler kendi aralarinda ikiserli ve Ugcli olarak
enfeksiyon karisimi olusturulmustur. Olusturulan 6érnek gruplari DNA konmayan 2 adet

bos 6rnekle birlikte cipe ylklenmistir.
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Cizelge 3. 2 Deneysel gcalismalarda kullanilan érnekler

Ornek 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 Sonuglar

MassArray Typer™ 4.0 Analyzer yaziimina ait kullanici araylziine ait bir gorsel Sekil
3.5'te gosterilmistir. Gorselde referans bakteri tirleri, negatif 6rnekler ve bakteri
karisimlarindan olusan 16 ornegin, toplam 60 kuyuda ¢alisildigl bir deney setinde M.

mycoides subp. mycoides SC'nin 4 nolu SNP’sine ait genotipleme sonuglari 6rnek olarak
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Sekil 3. 5 MassArray Typer 4.0 Analyzer yazilimina ait kullanici arayiizii goriintisa

a) Analiz sonuglarinin trafik isiklari modeli ile gésterimi b) Spektrum c) Proje arsiv

mensi d) Kullanici, yazilm ve cip bilgileri e)Genotipleme sonucu

Traffic Lights olarak belirtilen a bolgesi, her bir nokta ¢ip lzerinde bir kuyuyu temsil
eder ve renkler, 6rnegin analizi sonucu elde edilen basariyl gostermektedir. Koyu yesil
renk verinin iyi kalitede oldugunu, acik yesil renk orta kalitede veri oldugunu ve kirmizi
renk ise aktarim yapilan Ornekten veri elde edilemedigini belirtir. Sekilde b ile

gosterilen bolge, 6rnege ait spectrum analiz sinyalleri ile genotip ve kitle dagihimini
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gosterir. Sekil 3.7’de c ile gosterilen alanda yapilan tiim analizlere ait veritabanindaki
verilere ve assay’lere erisim icin gereken meniler, d bolgesinde ise kullanici, gip ve
yazilim bilgileri yer almaktadir. Her bir kuyuda bulunan SNP’ler igin beklenen pikler,
genotipler, uzama reaksiyonu Urunlerinin dizileri de e ile isaretlenen bdlgede

verilmektedir.

Genotipleme sonucu, spectrum analiz sinyallerinin yorumlanmasi ile belirlenir. Buna
gore yogunluk-kitle grafiginde gozlemlenen ilk pik uzama probunu gostermektedir.
Daha sonra goriinen piklerin baza gore degisir ve bu degisiklik genotipleme sonucunu

verir (Sekil 3.6).

Irtersity
I
I

Ii ] ]

i 1 1 1 1 1 ' — 1 1
5750 5800 5850 5900 5950 aoo0 G050 6100 6150
Mass

Sekil 3. 6 M. mycoides subp. mycoides SC kiltlriinden izole edilen 6rnege ait T1_SNP2
nolu SNP’nini genotipleme sonuglari
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3.3 Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Oneriler

Yapilan genotipleme sonucunda alinan sonuglar beklenen genotip, beklenmeyen
genotip veya baglanmama seklinde 3 grup altinda incelenmistir. Cizelge 3.2’de
numaralandirilan 6rneklere ait genotipleme analizi sonuglar Cizelge 3.3’de verilmistir.
Cizelgede beklenen genotip + isareti ile, beklenmeyen genotip — isareti ile veya prob
baglanmamasi durumu # isareti ile belirtilmistir. Trafik 1siklari modeli ile renklendirilen
cizelge de beklenen genotipleme sonuglari yesil ile, sistemden kaynakh olarak
calismayan veya spektrum analizleri okunamayan sonuglar sari ile, hatali ve

beklenmeyen sonuglar ise kirmizi ile gosterilmistir.

M. mycoides subp. mycoides SC referans soyu kullanilarak yapilan denemelerde, bu
tire Ozgl tasarlanan T1_SNP1, T1 SNP2, T1 SNP3 ve T1 SNP4 noktalarindaki
genotipleme sonuclart beklendigi sekilde gerceklesmis ve tani koymaya yeter
gorulmustir. Duyarlihgin belirlenmesi amaci ile DNA o6rnegi 1/2, 1/5 ve 1/10
seyreltilerek hazirlanan 6rneklerin tamaminda ayni sonuglar alinmigtir. Bu durum da

sistemin 1,3 ng/uL DNA konsantrasyonunda dogru okuma yaptigini gostermistir.

M. bovis referans soyu kiltirinden izole edilen DNA oOrnekleri ile yapilan
denemelerde, bu tire 6zgli olarak tasarlanan T2_SNP1, T2_SNP2, T2 _SNP3 ve T2_SNP4
noktalarindan T2_SNP1 noktasinin hedef DNA’ya baglanmadigi tespit edilmis, diger
noktalarda dogru genotipleme sonuclari alinmistir. Kontrol amach olarak eklenen
T3_SNP4 ve T5_SNP4 noktalarina ait problarinda T2_SNP4 ile ayni yere baglanarak ayni

sonucu verdigi belirlenmistir.

M. bovigenitalium referans soyu ile yapilan ¢alismalarda da tasarimi bu tire 6zgi
yapiimis olan T3_SNP1, T3_SNP2, T3_SNP3 ve T3_SNP4 noktalari ile birlikte T1_SNP3,
T2_SNP4, T5_SNP3 ve T5_SNP4 noktalarindan da dogru sonuglar alinirken, T1_SNP2 ve
T2_SNP3 noktalarindan hatali sonuclar alinmis, bu durum vyukarida bahsedilen
katlanmadan kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Kullanilan primer, prob veya dene
kosullarinda yapilacak olan optimizasyon ile bu sorunun gidirebilecegi

dustinilmektedir.
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Gizelge 3. 3 Genotipleme analizi sonuglari
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Pozitif 6rneklerle yapilan karisimlar ile yapilan denemelerde de karistirilan tirlere ait
genotipleme sonuglari da dogru bir sekilde alinmistir. Negatif 6rneklerde yapilan
calismalarda T1_SNP3, T2_SNP4, T3_SNP3, T3_SNP4, T5_SNP3 ve T5_SNP4 noktalari
icin tasarlanan problarin 6zgiin olmadigi belirlenmis ancak tiire ait dogru genotipleme
sonuclari alinmistir.icinde DNA bulundurmayan kontrol érnekleri hazirlanarak, uzama
reaksiyonlarinda kullanilan problarin dimer olusturup, olusturmadigi kontrol edilmistir.
T1 _SNP2 ve T2_SNP3 kodlu problarin DNA 6rnegi olmadigi halde genotipleme sonucu
verdigi gbzlemlenmistir. Bu problardan alinan G genotipinin katlanmadan

kaynaklandigi belirlenmistir.

Bu tez calismasinda panele dahil edilen patojenlerin, insanlarda hayati enfeksiyonlara,
gida ve su kaynaklarinda da ciddi bulaslara sebep olduklari bilinmektedir. Ancak
tasarlanan bu panelde yer alan tirler, blylkbas hayvancilikta en sik karsilasilan ve
sagaltimi ile Gretim maliyetini oldukca ylikseltmenin yaninda, verim distst ve 6lim
gibi sebeplerle ekonomik kayiplara yol agmakta olan hastaliklarin temel etkenlerinden
en sik karsilasilanlaridir. Tirkiye’deki ciftlik hayvani sayisinin yaklasik 50 milyon oldugu
bilinmektedir. Hayvancilik sektoriniin strekliligi icin olduk¢a 6nemli olgulardan biri
olan hayvan sagligi ve gida glivenliginin saglanmasi icin, T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligl, Gida ve Kontrol Genel Muduarligli 2014 yilinda ciftlik hayvanlarina 70
milyonun Uzerinde rutin hastalik testi uygulamig ve hastaliklarin erken teshis edilmesini
amaclamistir. Yapilan bu testlerin canli hayvan sayisindan fazla olmasi, bazi testlerin
her bir hayvan i¢in en az iki kez tekrarlandigini gostermekte ve bu durum lkemiz

hayvancilik sektori icin ekonomik kayiplari da beraberinde getirmektedir.

Sonuc olarak yapilan tez calismasi ile, istenildigi taktirde tir sayisinin genisletilmesi
veya panele dahil olan tirlerin kullanici ihtiyacina goére secilerek kullaniminin
saglanmasi nedeniyle; kaynaktan bagimsiz olarak, yliksek dogrulukta ¢oklu 6rnekte tani
yapabilen, kullanici kolayligl sunan, bir panel tasarlanmistir. Tasarlanan panelin, ticari
kullanima sunulmasindan 6nce optimizasyon ve validasyon ¢alismalarinin yapilmasi, bu
tez kapsaminda calisilan 26 mikroorganizmanin tek panelde ilk kez tiire 6zgli tanisinin
gerceklestiriimesine imkan sunarak, benzer mikroorganizmalarla yapilacak olan

arastirmalara isik tutacagi diisiniilmektedir.
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Bu tez galismasi ile elde edilen veriler 1si8inda, asagida siralanan konularin sonraki

¢alismalariile;

eAntibiyotik direnci ile iliskilendirilen gen bdlgelerinde de SNP tespiti ¢alismalarinin

yapilarak ve panel icerigindeki tiir sayisinin genisletilerek detaylandiriimasi,

eBiyoinformatik analizler sonucunda, ayrim noktalari belirlenen tirlerin tamamina ait
referans soylar kullanilarak bitiin SNP belirteclerinin test edilerek, referans soylarda
basariyla test edilerek SNP belirteclerin, saha 6rneklerinde karsilasilan enfeksiyonlara
karsi duyarliliklarinin belirlenerek ve SNP genotipleme ¢alismalarinda kullanilan
problarin 6zglinlik ve duyarliliklarinin arttirilirak optimize edilmesi ve validasyonunun

yapilmasi 6nerilmektedir.
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