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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada klinik orneklerden nadir olarak izole edilen,
tanimlanmas1 zor mikroorganizmalarin identifikasyonunda kiitle spektrometrisinin
(KS) analitik ve pratik performansinin degerlendirilmesi ve 16S rRNA dizi analizi
yontemiyle uyumunun arastirilmasi amaglanmistir.

YONTEM: Calismaya, klinik numunelerden izole edilen, nadir karsilasilan ve
alisilmadik morfolojik/biyokimyasal ozelliklere sahip 116 sus ile KS tarafindan
tanimlanamayan 10 sus olmak iizere toplam 126 bakteriyel sus dahil edilmistir.
Dondurularak (-80°C) saklanan bu suslara niikleik asit izolasyonu, 16S rRNA PCR ve
Sanger dizileme islemleri uygulanmistir. Dizileme ve BLAST analizleri sonucunda
elde edilen benzerlik yiizdelerine gore li¢ farkli tanimlama kriteri (TK) olusturulmus
ve KS sonuglar1 bu kriterlerle karsilagtiriimistir.

BULGULAR: Tanimlama kriterlerine gore cins ve tiir diizeyinde uyum oranlari
degiskenlik gostermistir. TK1: Tiir diizeyinde >%99, cins diizeyinde >%97 benzerlik
orani sinir deger olarak kabul edildiginde, cins diizeyinde %73,8, tiir diizeyinde %32,5
oraninda uyum saptanmistir. TK2: Tiir diizeyinde >%97, cins diizeyinde >%95 sinir
deger alindiginda, cins diizeyinde %77,7, tir diizeyinde %59,5 uyum elde edilmistir.
TK3: Herhangi bir sinir deger belirlenmediginde, cins diizeyinde %80, 1, tiir diizeyinde
%65,1 uyum saptanmistir. Her ti¢ kriterde de cins diizeyinde yanlis tanimlama orant
%10,3 olarak bulunmustur.

SONUC: Bu calismada, 16S rRNA dizileme yontemi ile KS sonuglar ti¢ farkh
tanimlama kriteri kapsaminda degerlendirilmis; bu yoniiyle literatiirde 6ncii nitelikte
bir calisma olmustur. KS ile dizileme sonuglart arasindaki uyum oranlarinin, TK1'de
diisiik, TK2'de orta, TK3'te ise en yiiksek diizeyde oldugu gozlemlenmistir. KS
yontemi ile bakterilerin birka¢ dakika i¢inde tanimlanabilmesi, 6zellikle zamanin
kritik oldugu durumlarda biiyliik avantaj saglamaktadir. Buna karsilik dizileme
yontemleri pahali, zaman alict ve yogun is yiikii gerektirdiginden, giinliik rutin
kullanim1 sinirhidir. Siklikla izole edilen bakterilerin yani sira, nadir saptanan ve
tanimlanmasi zor suslarda da KS'nin etkin bigimde kullanilabilecegi gosterilmistir. KS
ile dizi analiz yontemlerinin gilivenilir bicimde karsilastirilabilmesi i¢in, standart
tanimlama kriterlerinin belirlenmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu alanda daha
kapsamli ve ¢ok merkezli caligsmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, bakteriyel identifikasyon, kiitle spektrometrisi,
MALDI-TOF MS, nadir bakteriler



ABSTRACT

Investigation of compatibility of mass spectrometry and sequence analysis
methods in identification of rarely isolated and difficult to identify
microorganisms from clinical samples

AIM: The aim of this study was to evaluate the analytical and practical performance
of mass spectrometry (MS) in the identification of rarely isolated and difficult-to-
identify microorganisms from clinical samples, and to assess its concordance with 16S
rRNA sequencing analysis.

MATERIALS AND METHODS: A total of 126 bacterial strains isolated from
clinical samples were included in the study, comprising 116 strains identified by MS
and 10 unidentified strains with rare and unusual morphological/biochemical
characteristics. Strains stored at —80°C underwent nucleic acid extraction followed by
16S rRNA PCR and Sanger sequencing. Based on similarity percentages from BLAST
analysis, three different identification criteria (IC1, IC2, IC3) were established, and
the MS results were evaluated accordingly.

RESULTS: Concordance rates at the genus and species levels varied depending on
the criteria used. For IC1 (=99% similarity for species-level and >97% for genus-level
identification), concordance was 73.8% at the genus level and 32.5% at the species
level. For IC2 (297% for species and >95% for genus), concordance increased to
77.7% (genus) and 59.5% (species). For IC3, in which no similarity thresholds were
applied, concordance was 80.1% at the genus level and 65.1% at the species level.
Across all criteria, the misidentification rate at the genus level was 10.3%.

CONCLUSION: In this study, results were evaluated using three different
identification criteria, making it the first study of its kind in the literature. Concordance
between MS and sequencing was lowest under IC1, higher under IC2, and highest
under IC3. To enable accurate comparison between MS and sequencing methods,
standardized identification criteria are needed. The rapid identification capability of
MS offers significant advantages. Considering the limitations of sequencing—such as
high cost, time consumption, heavy workload, and limited feasibility for routine use—
MS is advantageous not only for commonly isolated bacteria but also for rarely
encountered and difficult-to-identify strains. Further comprehensive research is
warranted.

Keywords: 16S rRNA, bacterial identification, MALDI-TOF MS, mass spectrometry,
rare bacteria, sequence analysis






1. GIRIS VE AMAC

T1bbi Mikrobiyoloji laboratuvarlari; enfeksiyon siiphesi ile génderilen tiim biyolojik
ornekleri inceleyerek, insanda enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalarin tanisini
koyup, gerek duyuldugunda duyarlilik testleri yapan; ayirici tani-tan1 agamasindan,
tedaviye, enfeksiyonun yayilmasini 6nleyen kontrol dnlemlerine kadar her noktada
kritik rolii ile klinisyene 151k tutmaktadir (Peterson ve ark., 2001). Buna ilaveten yeni
tanimlanan ve/veya yeniden Onem kazanan hastalik etkenleri, zaman zaman
epidemilere sebep olan bakteri veya viriisler, degisen hasta profilleri ve tanist konulan
alisilmamis (firsatci) enfeksiyonlar, antimikrobiyal ilaglara karsi hizli direng gelisimi

ile ayn1 zamanda dinamik bir yapiya sahiptir.

Laboratuvarda bakterileri tanimlarken taksonomik dizisi, morfolojik 6zelligi, viriilans
faktorleri, fizyolojik-metabolik 6zellikleri bilinen rutinde sik karsilasilan suglarda
tanimlama daha rahat yapilabilirken; besiyerlerinde yavas iireyen, alisiimadik
fenotiplere sahip, atipik biyokimyasal profil sergileyebilen baz1 suslarin
tanimlanmasinda zorluklar yasanilabilmektedir (Lau ve ark., 2014). Rutinde
bakterileri tanimlarken kiiltiire dayali konvansiyonel yontemler sik bir sekilde
kullanilirken, nadir izole edilen etkenleri tanimlamada bu yontemler ¢ogu zaman
yeterli olmamaktadir. Ayrica bu testler zaman alic1 oldugundan sonuglarin klinisyene
ulastirilmasinda gecikmeler yasanilabilmektedir. Son yillarda mikrooganizmalarin
tanimlanmasinda duyarl ve hizli tanimlama yapabilen otomatize sistemlerin kullanimi
yayginlasmis ve bu sistemler (VITEK 2®, BD Phoenix™, MicroScan WalkAway®)
cogu laboratuvarin giinliik rutinine zaman igerisinde dahil olmay1 basarmistir (Gajic
ve ark., 2022). Molekiiler yontemler (16S rRNA gen dizilimi, tiim genom analizi)
duyarhiliklar1 ve ozgiilliikleri yiiksek olmasi nedeni ile bakterilerin tanimlanmasinda
altin standart olarak kabul edilmektedir (Costa ve ark., 2022). Ancak maaliyetlerinin
yiiksek olusu, rutinde kullanilan sistemlere entegrasyonlarinin zor olusu vb. nedenlerle
kullanimlar1 sinirli kalmistir (Woo ve ark., 2008). Son yillarda gelistirilen kiitle

spektrometrisi (KS) yontemi kullanim kolayligi, hizli olusu ve tanimlamadaki ytiksek



dogruluk oranlartyla mikrobiyoloji laboratuvarlarinin rutin is akisinda 6nemli bir
noktaya gelmeyi basardi (Seng ve ark., 2013). Farkli kullanim amaglari ile gelistirilen
KS cihazlarinin bakterileri tiir/cins diizeyinde dogru tanimlayip tanimlamadigini farkli
yontemlerle karsilastiran (konvansiyonel fenotipik ydntemler, VITEK 2® gibi farkli
otomatize sistemler, 16S rRNA gen dizileme) calismalar mevcuttur (Costa ve ark.,
2022; Seng ve ark., 2009). Kiitle spektrometrisinin performansini 16S rRNA gen
dizileme ile karsilastiran ¢alismalarda KS’nin 16S rRNA gen dizilimi gibi molekiiler
tanimlama tekniklerine olan ihtiyaci azaltma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir
(Mellmann ve ark., 2008). Ancak bu ¢alismalar genellikle rutinde karsilagilan suslarda
yapilmis olup; nadir ve tanimlanmasi zor bakterilerde giivenilirligini arastiran ¢ok
sinirhi sayida calisma mevcuttur (Bizzini ve ark., 2011; Ye ve ark., 2018). Bu
calismada klinik oOrneklerden nadir olarak izole edilen ve tanimlanmasi zor
mikroorganizmalarin identifikasyonunda KS'nin analitik ve pratik performansinin
degerlendirilmesi ve 16S rRNA gen dizi analizi yontemi ile uyumunun aragtirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar1 tanimlamak tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlariin en 6nemli gorevlerinden biridir. Enfeksiyonlarin dogru ve hizh
antimikrobiyal  tedaviye baslanabilmesi icin  enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalarin dogru ve hizli tanimlanmasi biiyilk 6nem arz etmektedir
(Nomura, 2015). Mikrobiyoloji laboratuvarinda bakterileri tanimlamada farklh
yontemler kullanilabilmektedir. Bu yOntemlerin avantajlari, dezavantajlari

buklunmaktadir.
2.1. Bakteri Tanimlama Yontemleri
2.1.1. Konvansiyonel yontemler ile tanimlama

Kiiltiir bazli konvansiyonel yontemler canli bir bakterinin varligina bagli olup, onun
besleyici ortamlarda tiretilip biiyiitiilerek islemlere tabi tutulmasia dayanir (Behera
ve ark., 2021). Laboratuvarlarda bakterileri tanimlamak i¢in kiiltiire dayali
konvansiyonel yontemler ¢cok yaygin olarak kullanilmakta; morfolojilerine, boyama
ozelliklerine ve biyokimyasal oOzelliklerine bakilarak geleneksel tanimlama

yapilabilmektedir (Talamantes ve ark., 2019).

Rutin laboratuvar isleyisinde laboratuvara gelen 6rneklerden gram boyama yapilmakta
ve es zamanli olarak rutinde kullanilan standart besiyerlerine; Koyun Kanli Agar,
Eosin Methylene-Blue ve/veya Cikolatamst Agar (RTA, Tirkiye) ekimleri
yapilmaktadir (Ozbek ve Atmaca, 2024). Ardindan 6rnekler 37°C’de 16-48 saatlik
inkiibasyona birakilirken; anaerop bakterinin etken oldugu diisiiniilen numunelerden
yapilan ekimler 6zel anaerop ortam saglayicilarin kullanildigi posetlerde veya
kavanozlarda (6rnegin; GasPak™ EZ BD Diagnostics Systems, Sparks, MD, ABD) 5
giinlik inkiibasyona birakilmakta ve inkiibasyon sirasinda tireme kontrolleri
yapilmaktadir (Ozbek ve Atmaca, 2024). Ancak kiiltiirde rutin uygulanan inkiibasyon
siiresi tiim bakterilerin iireyebilmesi icin yeterli olamayabilir. Ornegin Brucella sp.,
Mycobacterium tuberculosis gibi zor lreyen bakterilerin daha uzun inkiibasyon

stiresine ihtiyact vardir (Bilgehan, 1999). Bu nedenle klinisyen tarafindan 6zellikle



belirtilmedigi takdirde daha uzun inkiibasyon gerektiren bakterilerde tanimlama
gozden kagabilmektedir. 37°C inkiibasyonda iireyemeyen veya iiremesi icin farkli
sicaklik ortami gerektiren bakteriler de mevcuttur. Ornegin Listeria monocytogenes 'in
+4°C sicaklikta 1-2 gilin bekletilmesi besiyerinden izolasyon sansini artirmaktadir
(Lorber, 2014). Termofilik bakterilerden Campylobacter jejuni’nin optimal ilireme
sicakligr 42-43°C iken; Geobacillus stearothermophilus optimum olarak 55°C'de
tiremektedir (Quinn ve ark., 2004). Ayn1 zamanda bazi bakterilerin farkli diizeylerde
oksijen ihtiyaglar1 bulunabilmektedir. Ornegin Helicobacter pylori, Campylobacter
sp. gibi bakteriler lireyebilmesi i¢in %5-7 oksijen ve %5-10 CO; igeren mikroaerofilik
ortama ihtiya¢ duymaktadir (Bilgehan, 1999). Rutinde kullanilan besiyerlerinde
lireyemeyip dzel besiyeri ihtiyact olan bakteriler mevcuttur. Ornegin Legionella cinsi
bakterileri iiretmek i¢in Buffered charcoal yeast extract (BCYE) gerekirken,
Bordetella pertussis igin Bordet-Gengou Agar; Mycobacterium tuberculosis igin
Lowenstein-Jensen besiyeri gerekmektedir (Ustagelebi, 1999). Rickettsia sp.,
Chlamydia sp., Coxiella sp. gibi bazi bakteriler ise hiicre i¢i zorunlu bakteriler olmasi

nedeniyle rutin besiyerlerinde iiretilememektedir (Bilgehan, 1999).

Inkiibasyonun sonunda iireyen bakteri kolonilerinden tekrar gram boyama ve
tanimlama i¢in biyokimyasal testlere (katalaz, oksidaz, sitrat, indol, iireaz vb.)
basvurulmaktadir (Ullah ve ark., 2021). Bakteri kolonilerinin morfolojik
degerlendirilmesinde suslar arasindaki benzerlikler yanlis tanimlamaya yol
acabilecegi gibi, kronik enfeksiyonlu hastalardan izole edilen suslar karakteristik
fenotiplerini zamanla kaybedebilir ve tanimlama bu asamada giiclesebilir (Fegan ve
ark., 1990). Kiiltiirde iireyen bakterilerden yapilan rutin gram boyama, bakterilerin
identifikasyonunda yol gosterici olmaktadir. Ancak hiicre duvar yapis1 bulunmayan
Mycoplasma sp. ile Mycobacterium tuberculosis ve Nocardia sp. gibi bazi bakteriler
hiicre duvar yapilar1 nedeniyle gram boyama ile boyanamamaktadir (Ustagelebi,
1999). Bu bakterilerin mikroskobik olarak degerlendirilebilmesi i¢in farklit boyama
yontemleri (Ehrlich-Ziehl-Neelsen, Auramin-rodamin, Giemsa vb.) uygulanmalidir
(Ustagelebi, 1999). Bu durum bu bakterilerin boyama yontemiyle tanimlanmalarinda
hatalara neden olabilmektedir. Bunun yanisira bazi bakteriler 151k mikroskobu ile

degerlendirilememektedir. Ornegin Treponema, Borrelia, Leptospira gibi spiroket



grubu bakterilerin mikroskobik degerlendirilmesi i¢in karanlik alan veya faz kontrast

mikroskobuna ihtiya¢ duyulmaktadir (Bilgehan, 1999).

Kiiltiirde {reyen bakterilerden, bakteri tanimlanmasinda biyokimyasal testler
yapilirken diisiiniilen bakteri tiiriine gore farkli biyokimyasal testler tercih edilir. Gram
pozitif bir bakteri diisiiniiliiyorsa katalaz, koagiilaz, PYR testi (L-Pirolidonil-p-
naftilamid), basitrasin duyarlilik testi gibi testlere yonelirken; gram negatif oldugu
diistiniilen bakterilerde oksidaz, sitrat, iireaz, indol vb. biyokimyasal testler
tanimlamada kullanilmaktadir (Ustacelebi, 1999). Benzer biyokimyasal profile sahip
farkli tiir bakteriler mevcut olabilir ve bu durumda sonuglar belirsiz olabilmektedir
(Jesumirhewe ve ark., 2016). Biyokimyasal testlerin her birinin ayr1 ¢alisilmasi, her
bakteri i¢in birden fazla biyokimyasal test gerekmesi yogun bir is yiiki
olusturmaktadir. Bu amagla tiim biyokimyasal teslerin bir arada ¢alisilmasini saglayan
API sistemi (Sysmex Biomerieux, Lyon, Fransa) gibi ticari manuel fenotipik testler de
gelistirilmistir. Ancak bu testlerin degerlendirme ve yorumlanmasinda sorunlar
yasanilabilmektedir (Meena ve ark., 2021). Klinikte nadir karsilasilan bakterilerin
biyokimyasal profilleri i¢in giivenilir referanslar eksik oldugundan tanimlarken zorluk

yasanilmakta alternatif yontemler gerekmektedir (Kostrzewa ve ark., 2019).

Bakterileri kiiltiirde iireterek tanimlamak nispeten diger yontemlere gore ucuzdur ve
cogu laboratuvar kullanilan malzemelere kolay erisim saglayabilmektedir. Bu
yontemlerle bakterilerin tanimlanmasi ortalama 48-72 saati bulurken, 6zel inkiibasyon
kosullar1 (sicaklik, siire, oksijen ortami, 6zel besiyeri, 0zel biyokimyasal test)
gerektiren bakterilerin tanimlanmasinda bu siire daha uzun olabilmekte veya hig
tanimlama yapilamamaktadir (Bilgehan, 1999). Bu durum kiiltiir sonuglarinin yanlis
negatif olarak verilebilmesine neden olabilmektedir. Konvansiyonel yontemler ile tiim
bakterilerin tanimlanmasinda yukarida bahsedilen nedenlerden dolay:r bir takim

zorluklar bulunmakta olup, bu yontemler her zaman yeterli olamamaktadir.
2.1.2. Otomatize tanimlama ve antibiyotik duyarhlik test sistemleri

Yukarida agiklandig lizere konvansiyonel yontemlerin dezavantajlarindan dolay1 daha
hizl1 ve daha dogru tanimlama yontemlerine ihtiyag duyulmustur. Bu amagla ticari

otomatize sistemler gelistirilmis ve rutin laboratuvar isleyisine biiyiik katki



saglamigtir. Giiniimiizde diinya genelinde rutin laboratuvarlarda hem kullanim
kolayligi hem de tanimlamada daha yiiksek duyarlilik oranlari nedeni ile VITEK 2®
(bioM¢érieux, Marcy I'Etoile, Fransa), BD Phoenix™ (BD Diagnostics Systems,
Sparks, MD, ABD) ve MicroScan WalkAway® (Siemens Healthcare Diagnostics,

Deerfield, IL, ABD) tam otomatize sistemleri gelistirilmistir. (Sogawa ve ark., 2011).

VITEK 2% sistemi laboratuvarlarin is akigna entegre edilmeyi basararak yaygin
kullanima girmis, klinik numunelerden mikrobiyal tanimlama ve antibiyotik duyarlilik
testlerini (ADT) es zamanli yapabilen tam otomatize bir sistemdir (Ligozzi ve ark.,
2002). Mikroorganizmalarin her birine 6zgii tek kullanimlik kolorimetrik tanimlama
kartlar1 ile antibiyogram kartlar1 kullanilir. Gram pozitif bakterileri tanimlamak i¢in:
ID-GPC (gram positive microbial identification test card); gram negatif bakterileri
tanimlamak i¢in: ID-GNB (gram negative microbial identification test card); mayalar
icin YST-ID (yeast identification card) (bioMérieux, Fransa) kartlar1 kullanilir (Garcia
ve ark., 2000). Kartlar 64 adet mikro kuyucuk icermektedir ve saf mikrobiyal
izolatlarin 0,5 McFarland siispansiyon halleri hazirlanarak kartlar ile birlestirilir
(Garcia ve ark., 2000). Bir kaset iizerine birden fazla kart yerlestirilip sisteme
yiiklenebilir ve bu sayede ayn1 anda birden fazla bakteri tanimlanabilmektedir (O'Hara
ve Miller, 2003). Kartlar sistemin okuyucu-inkiibatér modiiliine (inkiibasyon sicakligi,
35,5°C) manuel olarak yerlestirilir ve 15 dk da bir optik bir okuyucu tarafindan tireme
olup olmadig1 kontrol edilir (Funke ve ark., 1998). Kuyucuklardaki bakteriyel iiremeyi
ve metabolik degisiklikleri tespit etmek i¢in optik algilama yontemi kullanilir (Ligozzi
ve ark., 2002). VITEK 2® otomatize sisteminde antibiyogram kartlarmda bakteriler
i¢cin 18-24 saat ve maya i¢in 36 saat boyunca her bir kuyucukta ireme periyodik olarak
izlenir. Optik sistem, floresan, bulaniklik ve kolorimetrik sinyalleri kaydetmek icin
cok kanalli florimetre ve fotometre okumalarini yapar ve birlestirir (Ligozzi ve ark.,
2002). Antibiyogram i¢in broth mikrodiliisyon yontemi kullanilmaktadir. Bu sekilde
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri belirlendikten sonra, bilinen
bakteri tiiriine gore farkli antibiyotikler igin sistem tarafindan MiK tablosu yorumlanir

ve raporlanir.

BD Phoenix™ otomatik tanimlama ve duyarlilik test sistemi tanimlama igin

kromojenik ve florojenik substratlarin kullanildig1 mikrodiliisyona dayali bir sistemdir



Gajic ve ark., 2022). Bu sistemde mikrokuyucuklu paneller kullanilir ve her panelde
hem identifikasyon hem de 84 mikrokuyucuktan olusan ADT boliimii bulunur. Cihaz
tarafindan paneller 18 saate kadar her 20 dk da bir okunur (Carroll ve ark., 2006).
Mikroorganizma iiremesinin tespiti i¢in redoks indikatorii kullanilir (Snyder ve ark.,
2008). Rezazurin boyasi veya Alamar mavisi gibi bir oksidasyon-rediiksiyon
indikatorii ile c¢esitli konsantrasyonlarda antimikrobiyal ajanlar kullanilarak
duyarlhiliklar belirlenmektedir (Gajic ve ark., 2022). Bu sistemde mikroorganizmalarin
tanimlanmasi 2-12 saat siirerken; 4-16 saat sonunda ADT sonuglar1 MiK degerlerinin

yorumlanmasiyla (duyarli, orta veya direncli) elde edilmis olur (Snyder ve ark., 2008).

MicroScan WalkAway® otomatize sistemi broth mikrodiliisyon yéntemini kullanarak
hem bakteriyel identifikasyon hem de ADT yapmaktadir (Stager ve Davis, 1992). BD
Phoenix™ sistemindeki gibi bakteriyel enzimlerin varligini tespit etmek igin
florojenik substratlar kullanilmistir (Stager ve Davis, 1992). Bu enzimler bakteride
zaten var olan ve lireme sirasinda inkiibasyon siirecinde gerekli olmayan enzimlerdir
ve sistem bu bakteriyel enzimatik aktiviteyi algilar (Visser ve ark., 1992). Florojenik
substratlar hidroliz edilir ve 2 saatlik inkiibasyon siirecinde ortaya ¢ikan pH
degisiklikleriyle birlikte olusan metabolik yan iirlinler/lirlinlerin oranlar1 tanimlamanin
temelini olusturmaktadir (Stager ve Davis, 1992). ADT sonuglar1 da fotosensorler
kullanilarak kuyulardaki bakteri iiremelerinin kolorimetrik okumalar1 yapilarak elde
edilir. Organizmalarin hizli veya yavas tireme 6zelliklerine bagli olarak degismekle

birlikte ADT sonuglar1 4,5-18 saat arasinda elde edilmis olur (Gajic ve ark., 2022).

Otomatize sistemlerin laboratuvarlarda is akisini hizlandirma gibi ortak faydalarinin
yani sira ayrt ayri avantajlart bulunmakla birlikte her birinin siirlamalart da
mevcuttur.  Sistemlerin  kullandiklar1  kartlar, yazilim sistemleri, kullanilan
antimikrobiyal 1ilaglar, mikroorganizmalarin inokiilim miktarlar1 gibi faktorler
sistemlerin sonuglarint 6nemli derecede etkileyebilir ve duyarlilik kategorisinde
hatalara sebebiyet verebilir. Ote yandan bu sistemlerde saf bakteriyel izolatlara ihtiyag
duyduklarindan antibiyotik duyarlilik profilleri elde etmek i¢in manuel yontemlerle es
zamanlt kullanilirlar (Garcia ve ark., 2000). Kullanilan yazilim sistemleri sik sik
giincellenmeli, tireticiler tarafindan giincel standartlar 15181inda sinir degerleri gerekirse

revize edilmeli, tespit smirlar1 genisletilerek iyilestirmeler yapilmalidir. Iyilestirme



sonrasi sonug¢larin uyum derecesini tespit etmeye yonelik ek caligmalar gerekmektedir
(Gajic ve ark., 2022). Giinitimiizde saf bakteriyel izolatlara olan bagimlilig1 azalatacak

yeni teknolojiler gelistirilmeye devam etmektedir.
2.1.3. Molekiiler tanimlama yontemleri

Molekiiler mikrobiyolojide yasanan gelismeler sayesinde in vitro sartlarda niikleik
asitlerin  ¢oglatilmasi  ve  tespitini  saglayan yontemler  gelistirilmistir.
Mikroorganizmalarin cinse/tlire 6zgl genetik materyallerin hedef alindig1 yontemlerin
gelistirilmesi bakteri tanimlanmasinda daha duyarli ve daha 6zgiin sonuglar elde
edilmesine olanak saglamistir (Tekintas ve Hosgor, 2018). Bu gelismeler sayesinde
bakterilerin tiir, alttiir ve serotiplere ait 6zellesmis gen bolgeleri kullanilarak daha net
ayrimlar yapilabilmektedir (Tekintas ve Hosgor, 2018). Molekiiler yontemler
sayesinde mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin kiiltiirde liretilmesi gerekmeden,
dogrudan klinik numunelerden kisa siirede ve yiiksek dogrulukta tespit
edilebilmektedir (Austin, 2017). Molekiiler tanimlamada gilinlimiizde farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizleri,
tiim genom analizi, 16S veya 18S rRNA gen dizilimi, ¢ok odakli dizileme tiplemesi-
MLST vb. gibi yontemler bakterileri tanimlamada en sik kullanilanlar arasindadir

(Viau ve ark., 2017).
2.1.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 06zgiil bolgelerin
cogaltilmasini amaglayan bir invitro DNA sentezi yontemidir (Mullis ve Faloona,
1987). 1980’lerin basindan itibaren mikrobik etkenlerin saptanmansinda 6nemli bir
yontem haline gelmis ve rutin mikrobiyoloji labaratuvarlarinda yerini almistir.
Termostabil DNA polimeraz enziminin kesfi ve yeni cihazlar sayesinde tek bir hedef
niikleik asitten ¢ok kisa bir siire icerisinde milyonlarca kopya niikleik asit elde
edilebilmektedir (Church ve ark., 2020). Bu ¢alismalarda genellikle hedef gen olarak
16S rRNA geni (son derece korunmus bolgeleri icerdiginden ve bakteri igerisinde
binlerce kopya halinde bulunabildiginden) tercih edilmektedir. (Church ve ark., 2020;
Giirsoy ve Otlu, 2017).

PZR yonteminde DNA’daki 06zgiil bolgeler uygun primerler yardimiyla, DNA

polimeraz enzimi katalizorliiglinde bir tlip igerisinde ¢ogaltilmaktadir. DNA



replikasyonunun hiicre icerisinde gerceklesmesi icin gerekli tiim temel bilesenler;
kalip DNA, bir ¢ift primer, dort tip deoksiriboniikleotid (ANTP), 1s1ya dayanikli Taq
DNA polimeraz enzimi ve bu enzimin ¢alismasi i¢in gerekli pH ve iyonik kosulu
saglayacak reaksiyon tamponu ve magnezyum tiip i¢erisine eklenir (Mackay ve ark.,
2002). Bir PZR reaksiyonu denatiirasyon, primer baglanma ve zincir uzama
basamaklarindan olugsmaktadir (Mullis ve Faloona, 1987). Cogaltilmak istenen kalip
DNA cift zincirli haldedir ve 94-97°C gibi yiiksek bir sicaklikta 6nce denatiire edilerek
tek zincirli hale getirilir. Sicaklik tekrar 37-65°C’ye diisiiriilerek primerlerin kalip
DNA iizerinde kendi baz dizilerine komplementer olduklar1 dizileri taniyip
baglanmalar1 saglanir (Mullis ve Faloona, 1987). Primerlerin bu baglanma noktalari
zincir sentezi i¢in baglangic gérevi goriir ¢linkii Taq DNA polimeraz enzimi primerleri
taniyarak kalip DNA iizerine baglanir ve karisimdaki dNTP' leri kullanarak sablonu
kopyalamaya baglar. Bu zincir uzama asamasinda sicaklik 72°C ye ¢ikarilir ¢linkii Taq
polimeraz enzimi bu sicaklikta en yliksek aktivitesini gostermektedir (Mackay ve ark.,
2002). Bu sicaklik dongiileri ornekleri istenilen sicaklikta, istenilen siire kadar
tutabilen 1s1 dongii cihazlar1 (thermal cycler) kullanilarak saglanir. Her bir dongiide
istenen DNA fragmenti iki kat artar ve bu dongiiler yaklasik olarak 25-40 kez
tekrarlanir. Multipleks PZR, Nested PZR, revers transkriptaz PZR, gercek zamanl
PZR, dijital PZR en sik kullanilan PZR c¢esitleridir (Hue ve Vege, 2008).

2.1.3.2. DNA dizileme yontemleri

Son yillarda, biiylik ¢apli dizileme teknolojisinin gelistirilmesi, farkli organizmalarin
biiylik boliimlerinin veya hatta tim genomlarinin hizli ve nispeten ucuz bir sekilde
dizilenmesine olanak tanimistir (Cahais ve ark., 2012). Bu teknolojiler, sayesinde
siurli genetik bilginin mevecut oldugu model olmayan organizmalarin dizilenmesine
olanak tanimaktadir. Dizileme yontemleri giiniimiizde tiir diizeyinde identifikasyon
icin altin standart olarak kabul edilemektedir (Milosavljevic ve ark., 2021; Simar ve
ark., 2021). Ozellikle gen dizileme yontemlerindeki gelismeler bakterileri fenotipik
olarak tanimlarken bir¢ok hata yapildigini da ortaya ¢ikarmistir (Clark ve ark., 2013).

Son yirmi y1l icinde DNA dizileme teknolojileri hizla geligsmis ve yeni nesil dizileme
yontemleri piyasaya siiriilmiistiir. Giiniimtizde gelistirilen DNA dizileme yontemleri

temel ayirt edici 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir:



Birinci nesil dizileme metotlari: ilk gelistirilen ve birinci nesil dizileme ydntemi
olarak adlandirilan Maxam-Gilbert (kimyasal bozunma), DNA'nin kimyasal
parcalanmasina ve elektroforezle goriintiillenmesine dayanir. Ardindan daha yiiksek
basitlige, giivenilirlie ve daha diisiik tehlike seviyesine sahip Sanger dizileme
yontemi (zincir sonlandirma) gelistirilmistir (Mardis, 2008). 2003 yilinda ilk Insan
Genomu Projesinde, floresan boya etiketli otomatik Sanger DNA dizilimi yontemi
yaygin olarak kullanildi (Shendure ve ark., 2017). Giinlimiizde yeni nesil dizileme
yontemleri gelistirilmesine ragmen daha az kimyasal kullanilan ve daha az zararl olan

Sanger teknigi, hala altin standart olarak kabul edilmektedir (Nolan ve ark., 2024).

Maxam-Gilbert Yontemi: Maxam-Gilbert yontemi, Maxam ve Gilbert tarafindan
1970'lerin sonlarinda tanitilan kimyasal bozunmaya dayali bir yontemdir (Maxam ve
Gilbert, 1977). ilk adim DNA &regini tek bir zincire doniistirmektir. DNA
dizisindeki fosfat grubu alkalin fosfataz yardimiyla ¢ikarilir. Ardindan Polintikleotid
kinaz enzimi ile tek sarmall1 zincirin 5' ucuna radyoaktif bir fosfat (P3?)grubu baglanir
(Maxam ve Gilbert, 1977). PCR ile sablon DNA'nin milyonlarca kopyasi iiretilir.
Cogaltilan sablon DNA, baz-spesifik kimyasallarla baz {izerinde kesilerek parcalara
ayrilir. Her baz i¢in (A, G, T ve C) dort farkli kimyasal kullanilir (Hardin, 2001). Tim
tiipler baz-spesifik kimyasal ve radyoaktif olarak etiketlenmis sablon DNA'dan olusur
(Hardin, 2001). DNA dizilerinin okunmasi, reaksiyonlarin elektroforez yardimiyla
jelin farkli seritlerine yerlestirilmesiyle gdzlemlenebilir. Negatif yiiklii DNA 6rnekleri
elektrik akimiyla jel tizerinde calistirilir. Bantlar1 gérmek i¢in jel bir x-151n1 filminin
tizerine yerlestirilir. Radyo etiketli dizilerin oldugu kisim x-1s1m1 filminde koyulasir
(Rubin ve Schmid, 1980). Goriiniir hale gelen bantlarin konumu, DNA 6rneklerinin
kimyasal kesimi nedeniyle farkli olacaktir. Kisa taban uzunluguna sahip dizi hizlh
calisacagindan, dizi asagidan yukariya dogru okunur (Rubin ve Schmid, 1980; Sekil
2.1.3.2.1.).
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Sekil 2.1.3.2.1. Birinci nesil dizileme yontemlerinden Maxam-Gilbert dizileme
yonteminin temel prensibi (G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin, P: fosfat, P32:
fosforun radyoaktif izotopu) (Eren ve ark., 2022’den degistirilerek kullanilmistir.)

Sanger Yontemi: Sanger (dideoksi) metodu; genom sekansinin belirlenmesinde en
yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir (Sanger ve ark., 1977). Shotgun teknigi
kullanilan bu metot zincir sonlandirma metodu olarak da adlandirilir. Sanger-
Coulson’un zincir sonlanma ydntemi, ilk olarak 1977'de Frederick Sanger ve ark.
tarafindan gelistirilip ilk olarak da 1986 yilinda Applied Biosystems® (Thermo Fisher
Scientific, Foster City, CA) tarafindan ticarilestirilen birinci nesil bir dizileme
yontemidir (Sanger ve ark., 1977). Sanger yontemi ile dizilemenin optimizasyonu ve
otomasyonu, belirli bir DNA parcasinin birden fazla kopyasini elde etmek i¢cin PCR
teknigiyle birlestirilmesi ve ayrica baslangicta radyoaktif olarak isaretlenmis olanlar
yerine floresanla isaretlenmis dideoksiniikleotidlerin tanitilmasi sayesinde miimkiin
olmustur (Escalante ve ark., 2014). Bu sayede bir¢ok filogenetik analizde, dizi
dogrulamada yaygin kullanilan yontem olmay1 basarmis, ayn1 zamanda yeni otomatik
yaklasimlarin temelini de olusturmustur.

Sanger sekanslama da belirli gen bolgelerinin dizilenmesi amaglanmigtir ve en ¢ok
tercih edilen bolge 16S rRNA gen bolgesidir (Church ve ark., 2020). Bakterilerde 16S
rRNA geni, bakteriyel rRNA'yr kodlayan yaklasik olarak ~1.500 niikleotid
uzunlugunda bir DNA dizisidir. Prokaryotik ribozomlar 30S ve 50S’lik alt birimlerden
olugmaktadir ve 16S rRNA 30S’lik ribozom alt biriminde yer almaktadir (Church ve
ark., 2020). Bu gen boélgesi tiim bakterilerde bulunmaktadir, hatta baz1 bakteriler
binlerce kopya halinde (kopyalar farklilik gosterebilir) bulundurabilir (Giirsoy ve Otlu,
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2017). Bakteriler bu genin en az bir kopyasin1 bulundurmakla birlikte baz1 bakteriler
daha kisa veya daha uzun 16S dizisine sahip olabilirler (Church ve ark., 2020).
Bulundurduklari1 kopya sayilarinda cinsler arasinda dikkate deger farkliliklar vardir ve
bu cinslerin kendi i¢inde istikrarli olusunun bir gostergesidir (Bartos ve ark., 2024).
Korunmus bir gen olan 16S rRNA geni bakteriyel tiirler arasinda hem yiiksek oranda
korunmus hem de degisken/asir1 degisken bolgelere sahiptir. Bu yiiksek oranda
korunmus bdlgeler ile dokuz hiperdegisken bolge (V1-V9) bakterilerin cins ve tiir
diizeyinde siiflandirilmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Jeong ve ark., 2021). Primer
tasariminda bu bolgelerin 6nemi biiyiiktiir; korunan bolgeleri hedeflemek iizere
tasarlanan evrensel primerler olabildigi gibi, tiirler arasindaki farklara odaklanmis
hiperdegisken bolgeleri hedefleyen primerler tasarlanabilmektedir. 16S rRNA’nin
zamanla evrimi yakin iligkili tlirler arasinda %5'ten %20'ye kadar sapma
gosterebilirken bu oran diger genlere ve genomun kalan kismina oranla son derece
disiiktiir ve degisime olan direnme yetenegi ile ge¢ evrimlesmesi taksonomistlerin hep
dikkatini ¢cekmeyi basarmistir (Barto$ ve ark., 2024). Bu 16S ribozomal DNA (rDNA)
tabanli molekiiler tanimlama yontemleri ayni zamanda tiire 0zgii korunmus ve
degisken bolgelerin varligr sayesinde tiirler arasindaki evrimsel baglantilari,
benzerlikleri ve farkliliklar1 ortaya c¢ikararak filogenetik iliskileri aydinlatmig ayni
zamanda bakteri tamimlanmasinda kamuya acik biiyiik veritabanlarinin kurulmasina
onciiliik etmistir (Drancourt ve ark., 2000). Molekiiler yontemlerle genomun tamamini
dizilemek maaliyetli ve zordur. Bu yiizden 16S rRNA dizileri genomun tamamini
dizilemeye gerek kalmadan genomu temsil edebilecek Ozelliklere sahip olusu (tiim
bakteri tiirlerinde var olma, tiir icinde yiiksek oranda korunup tiirler arasinda
degiskenlik gdsterme, gec evrimlesme) ile genomik dizilemede tercih edilen giizel bir
belirte¢ olmustur. (Giirsoy ve Otlu, 2017). Bu sekilde 16S rRNA’nin potansiyelinin
kesfi ile gen dizileme c¢alismalarindaki ilerlemeler sayesinde tanimlanabilen ve
taksonomik semada yerini alabilen yeni tiir sayilarinda hizli bir artis olmustur (Janda
ve Abbott, 2007).

Dizi analizi teknik olarak 3 basamaktan olusmaktadir: PCR, dizileme reaksiyonu, jel
elektroforezi ve degerlendirmedir (Crossley ve ark., 2020). PCR islemi ile kisa
oligontikleotid 16S primerleri kullanilarak hedef DNA ¢ogaltildiktan sonra dizi analizi

oncesinde dNTP'ler, polimeraz enzimi, baglanmamis primerler ve tuzlar ortamdan
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uzaklagtirilarak saflastirma islemi yapilir. Yontemin temeli amplikonun dongi
dizilemesinde DNA polimerazin 4 adet deoksiriboniikleozit trifosfat (ANTP'ler: dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) yanisira zincir sonlandirici niikleotidler olan dideoksiniikleotid
trifosfatlarin  (ddNTP'ler: ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) substrat olarak
kullanabilmesine dayanir (Crossley ve ark., 2020). DNA polimerazinin bu spesifik
zincir sonlandirict niikleotidleri, iki niikleotid arasinda bir fosfodiester baginin
olusumu i¢in gerekli olan bir 3'-OH grubundan yoksundur ve bu da DNA polimerazin,
ddNTP dahil edildiginde DNA'nin uzamasini durdurmasina neden olur (Stranneheim
ve Lundeberg, 2012). Ortama konulan ddNTP’lerin konsantrasyonu diger
maddelerden daha diisiiktiir ve ANTP’ler ile aralarinda bir yarigma olur; substrat olarak
dNTP’ler kullanildig: siirece uzama devam ederken, sentezin herhangi bir noktasinda
yapiya dideoksi girdiginde reaksiyon durur (Stranneheim ve Lundeberg, 2012).
ddNTP’lerin her biri radyoaktif veya floresan molekiiller ile isaretlenmistir ve farkli
uzunluklarda ayirt edilebilir DNA parcalart elde edilmis olur. Zincir sonlarinda
floresan ile isaretli ddNTP’lerin oldugu bu DNA parcalar1 kapiler elektroforezde go¢
eder. Floresans kapilerin sonunda tespit edilir ve her biri bir DNA bazini temsil eden
dort farkli renk kanalindan gelen sinyal yogunluklari florometrik bir dedektor
tarafindan sirayla okunarak y ekseni olusturulurken, x ekseni zamani temsil eder. Bu
sayede kalip DNA boyunca bir niikleotidin floresan pikini gosteren bir kromotogram
verisi elde edilmis olur (Mardis, 2008; Sekil 2.1.3.2.2.). Elde edilen dizileme verileri
(Sekil 2.1.3.2.3.) FASTA formatina doniistiiriiliir ve BLASTn algoritmasi kullanilarak
GenBank® (NCBI-National Center for Biotechnology Information) veritabanina
yiiklenir (Sekil 2.1.3.2.4.). Sorgu yapilacak olan diziler veritabaninda bilinen diziler
ile hizalanir ve dizilerin birbirlerine olan benzerlikleri yiizde olarak ifade edilir. En
yiiksek benzerlik ylizdesi en 1yi eslesmeye aittir ve bu benzerlik yiizdeleri en yiiksekten

diistige dogru siralanir (Sekil 2.1.3.2.5.). Sonuglar bu yiizdelere gére yorumlanir.
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Sekil 2.1.3.2.2. Birinci nesil dizileme yontemlerinden Sanger yonteminin temel

prensibi (G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin, P: fosfat, ddNTP'ler:
dideoksiniikleozid trifosfat, ANTP'ler: deoksiriboniikleotid trifosfat, PCR: polimeraz
zincir reaksiyonu) (Eren ve ark., 2022°den degistirilerek kullanilmistir.)

Sekil 2.1.3.2.3. Dizi analiz sonucunda elde edilen elektroferogram verileri

Elektroferogram degerlendirilirken primer baglanmasindan dolay: ilk 15-40 bp’de
disiik kaliteli diziler goriilebilir iken, daha uzun segmentlerde tek baz ¢ifti
farkliliklarin ayirt edememe goriilebilir ve bu dizi kisimlarinin hatalar1 6nlemek adina
kirpilmalar1  ve  dilizenlenmesi  gerekmektedir (Crossley ve ark., 2020).
Degerlendirmede aym1 zamanda ‘Arka plan giiriiltiisii’ olarak adlandirilan hedef
diziden daha asagida ikincil tepecikler goriinebilir. Rekabet eden bu tepenin yiiksekligi
ana dizi tepe noktasinin %20'sinden az oldugunda kabul edilebilir, aksi takdirde diisiik
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kaliteli, giivenilir olmayan bir dizi olarak kabul edilir ve degerlendirmeye

alinmamalidir (Crossley ve ark., 2020).
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Sekil 2.1.3.2.5. Dizilerin birbirlerine olan benzerliklerinin yiizde olarak ifade edilmesi

ve benzerlik ylizdelerine gore en yiiksekten diisiige dogru siralanmast

Metogenomik dizilemede oOnerilen 16S rRNA gen bolgesinin tamaminin veya
tamamina yakin bir kisminin dizilenmesi iken (ideal:1.300-1.500 bp); degisklen 5'

bolgesini i¢ine alan minimum 500-525 bp’lik bolgeler bazi bakterilerin tanimlanmasi
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i¢in yeterli olabilmektedir (Janda ve Abbott, 2007). Calismalarda genellikle ilk ~500
bp hedeflenerek V1-V3 bolgelerinin analizi yapilmaktadir (Church ve ark., 2020). Bu
bolgelerin icerdigi degisken bolgeler bazi suslarda tiir ayrimi1 yapmaya yetmeyebilir
ve V1-V6 (~1.060 bp, V5 ve V6 degisken bolgelerini kapsar) gibi daha uzun bir 16S
dizisi bolimiinlin sekanslanmasi gerekebilir (Church ve ark., 2020). Patojenleri
tanimlamada 16S DNA hedef dizilemesiyle ilgili kullanilacak primer c¢iftleri,
yorumlayici kriterler gibi yol gosterici bilgiler Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitlisti (CLSI) kilavuzunda MM-18-A2'de ‘*DNA Hedef Dizilemesi ile Bakteri ve
Mantarlarin - Tammlanmas: i¢in  Yorumlayict Kriterler; Onayli Kilavuz’ yer
almaktadir (Janet ve Audrey, 2018). Bu 16S rRNA geninin neredeyse ayni dizilerini
paylasan yakin iligkili tiirler bulunabilmekte ve bu durumlarda tiire 6zgii diger genlerin
dizilenmesi gerekebilmektedir (Mohkam ve ark., 2016; Starostin ve ark., 2015).
Omegin 16S rDNA dizilemesi ile ayrim yapilamayan Burkholderia pseudomallei ile
Burkholderia thailandensis'i ayirt etmede groEL geninin yararl oldugu ¢aligmalarla
gosterilmis; Staphylococcus tiirlerini ayirt etmek i¢in de alternatif olarak groEL ve tuf
dizilemeleri onerilmistir (Woo ve ark., 2008).

16S rRNA dizilimi; DNA ekstraksiyonu, PCR amplifikasyonu, PCR f{iriinlerinin
saflastirilmasi, DNA dizilimi ve dizi diizenleme gibi bir¢ok asamadan olusmakta ve
kolaylastirict ticari kitler mecvut olsa bile is akisindaki manuel adimlarin ¢oklugu,
asamalarda birden fazla otomatize cihaz gerekliligi gibi nedenlerle rutine tam olarak
entegre olamamistir (Woo ve ark., 2008). S6z konusu 16S rRNA dizilimi her ne kadar
pratik bir is akigina sahip olmasa da tanimlanamayan ve kiiltiirde iiretilemeyen
bakterileri tanimlamada sagladig1 faydalar sayesinde kullanimi giderek artmaktadir
(Maeda ve ark., 1987; Relman ve ark., 1990). Ozellikle kiiltiir negatif bakteriyel
enfeksiyonlar 16S rDNA dizilemesinin son derece faydali oldugu bir gruptur (Woo ve
ark., 2008). Ornegin kiiltiirde iiretmenin zor oldugu Tropheryma whippeli'nin etken
oldugu Whipple hastalig1 baslangicta etiyolojisi bilinmeyen sistemik bir hastalik
olarak degerlendirilirken; gen dizilimiyle Tropheryma whippe nin filogenetik
pozisyonu tanimlanmis ve hastalig1 biiyiikk Ol¢lide aydinlatarak tedavisine yon
vermistir (Woo ve ark., 2008). Yine benzer basarilar Bartonella, Ehrlichia and

Anaplasma cinsi bakterilerde yasanilmis olup, kiiltiir negatif endokarditlerde de
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yontemin yararliligir dogrulanmistir (Maeda ve ark., 1987; Relman ve ark., 1990;
Wilck ve ark., 2001).

Rutinde karsilasilan ve geleneksel yontemlerle tanmi konulabilen suslardan ¢ok,
tanimlanamayan, patojenitesi anlasilamamus, kiiltiirde iiretilemeyen, ticari sistemlere
gore yalnizca "disiik olasilik/ayrim" veya "kabul edilebilir" olarak tanimlanan bakteri
suslarini tespit etmek i¢in gen dizilemesi yapmak rutin is akis1 i¢in daha avantajlidir.
Ciinkii rutinde geleneksel yontemlerle tan1 konulabilen suslar i¢in dizileme yapmak
pratik olmamakla birlikte zaman alic1 ve maaliyetli olacaktir.

Sanger dizileme yonteminde tehlikeli kimyasallarin ve radyoaktif maddelerin
kullanimai sinirlidir. Bu nedenle daha az toksik bir yontemdir (Escalante ve ark., 2014).
DNA dizileme yontemleri arasinda en yaygin kullanilan halen otomatik Sanger
yontemidir (Nolan ve ark., 2024).

Son yillarda daha yiiksek miktarlarda DNA molekiiliiniin dizilenmesi ile daha fazla
verim elde edilen yeni ikinci ve ti¢lincii nesil dizileme teknolojileri gelistirilmistir.
Ancak bu yeni nesil dizileme yontemleri yiiksek maliyet ve alternatif teknolojilerin
bulunabilirligi nedeniyle rutin klinik mikrobiyoloji uygulamalarina tam olarak
girememis ve daha ¢ok arastirma amacli kullanilmaktadir (Fairfax ve ark., 2010).
ikinci nesil dizileme metotlar1: Tkinci nesil dizileme teknolojileri, tiim genomun hizli
bir sekilde dizilenmesine olanak tanimaktadir. 2. nesil dizilemenin temel 6zellikleri,
paralel olarak bir¢ok klonal sablonun kullanilmasi ve enzimatik replikasyon
kullanilarak bir dizi belirleme siirecidir (Metzker, 2010). Ikinci nesil yeni dizileme
teknikleri olarak giiniimiizde, farkli ticari platformlar mevcuttur. Bu yontemde
oncelikle klonal DNA sablonlar1 olusturulur ve hepsi mikroakigkanlar kullanilarak
paralel olarak dizilenir (Metzker, 2010). Ikinci nesil dizileme teknolojilerinde,
hibridizasyonla dizileme ve sentezle dizileme olmak {izere iki farkli metot
kullanilabilmektedir (Slatko ve ark., 2018). Hibridizasyonla dizileme, DNA dizisini
belirlemek icin bir dizi ortiisen oligoniikleotid dizisinin bir araya getirildigi bir
yaklasimdir (Church, 2006). Sentezle dizileme teknolojisinde ise DNA dizisini
belirlemek i¢in daha sonra tanimlanan floresan etiketli niikleotidleri dahil etmek igin
bir polimeraz veya ligaz enzimi kullanir (Hanna ve ark., 2000). Sentezle dizilemede

dideoksi sonlandiricilar olmadan, tekrarlanan sentez dongiileri, goriintiileme ve
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biiyiiyen zincire ek niikleotidler ekleme yontemleriyle birlikte Sanger dizilemesinin
daha da gelistirilmis halidir.

Tiim ikinci nesil dizileme teknolojilerinde, dizi analizinden 6nce her DNA sablonunun
yeterince bliyiikk sayida kopyasmi iiretmek i¢in amplifikasyon adimi gereklidir.
Dizilemeden ©6nce DNA pargalarini ¢ogaltmak i¢in yaygin olarak emiilsiyon
PCR, koprii ¢ogaltimi ve DNA nanoball iiretimi olmak iizere ii¢ farkli teknik
kullanilir (Slatko ve ark., 2018). ikinci nesil dizileme teknolojileri, kullandiklart DNA
cogaltma tekniklerine gdre kategorize edilebilir. ikinci nesil dizileme reaksiyonlari;
dizileme reaksiyonlari, baz ekleme ve goriintiileme dongiileriyle gerceklestirilir.
Diziyi belirlemek icin ardigik gorlintiler st iiste bindirilir ve tim sablon
molekiillerinin pozisyonlarinda bazlar ¢agrilir (Metzker, 2010). Baz eklemeleri, DNA
polimerizasyonu veya ligasyonu kullanilarak yapilabilir. Goriintiileme ise
kemiliiminesans (Roche FLX cihazinda kullanilan Pirosekanslama kimyasi), floresans
(Illumina ve LifeTechnologies 5500'de) veya pH degisiklikleriyle (IonTorrent
cihazinda) yapilir (Metzker, 2010; Tablo 2.1.3.2.1.).

Roche 454 Yontemi: Giliniimiizde liretimi durdurulmus olan bu yontemin temel
mekanizmasi emiilsiyon PCR adimi ve bunu izleyen pirofosfat tespiti, Roche/454
pirosekanslamanin temelini olusturmaktadir (Harrington ve ark., 2013). Niikleotid
katiliminin bir yan iiriinii olan pirofosfatin tespiti ile belirli bir bazin biiyiiyen bir DNA
zincirine katilip katilmadigi saptanabilir. Bu metotda dizilenmesi gereken pargalar
boyuta gore secilir (400-600 bp) ve ardindan kiitiiphane ingasi i¢in gerekli adaptorleri
baglanir. Kiitiiphane ingasi prosediirli, numunedeki her DNA
parcasinin PCR amplifikasyonuna dayanir (Harrington ve ark., 2013). Bunun i¢in
400-700 bp uzunlugundaki ayr1 DNA parcalar1 adaptorlere baglanir ve ayri bir
emiilsiyon "boncuk" (emPCR) reaksiyonunda PCR ile cogaltilir. Amplifikasyon
reaksiyonu, bir nanosfer veya boncuk bi¢iminde tek bir DNA molekiilii, yilizeyine bagh
oligontikleotidler veya problar, bir polimeraz ve diger temel elementler (ANTP'ler,
tampon, MgCl2, primerler) i¢eren bir kuyuda gergeklesir (Harrington ve ark., 2013).
Hllumina Yéontemi: llumina dizilemesi, her iki ucuna uygun adaptorler baglanmis DNA
molekiillerinin (yaklasik 500 bp) baglanmis bir adaptore tamamlayici oligoniikleotid
dizileri igeren kat1 bir destek (cam slayt) iizerinde tekrarlanan amplifikasyon sentez

reaksiyonlart i¢in substrat olarak kullanildig1 "koprii amplifikasyonu" olarak bilinen
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bir teknige dayanmaktadir (Hanna ve ark., 2000). Sentez reaksiyonlar1 sirasinda, her
biri farkli bir floresan etikete sahip dort baza karsilik gelen tescilli modifiye
niikleotidler dahil edilir ve daha sonra tespit edilir. Niikleotidler ayrica her reaksiyon
i¢in sentezin sonlandiricilar1 olarak gorev yapar ve bir sonraki sentez turu igin tespitten
sonra bloke edilmezler. Tepkimeler 300 veya daha fazla tur boyunca tekrarlanir
(Hanna ve ark., 2000; Carpenter ve ark., 2023; Sekil 2.1.3.2.6.).

ITonTorrent sistemi: DNA amplifikasyonu i¢in emiilsiyon PCR kullanan platformlar
ilk olarak 2010 yilinda piyasaya siiriilmiistiir (Eren ve ark., 2022). Ion Torrent
platformu ¢ok kuyulu bir plakadan olusan bir ¢ip seklindedir. lon Torrent teknolojisi,
niikleotit dizisini dogrudan yari iletken bir ¢ip iizerinde dijital bilgiye donistiiriir
(Harvey ve ark., 2019). Bir DNA sentez reaksiyonunda, uzayan bir DNA zincirindeki
tamamlayict bazinin karsisina dogru bir niikleotit eklendiginde, bir hidrojen iyonu
saliir. Bu, bir pH metre gibi bir iyon sensorii tarafindan voltaj degisimi olarak
kaydedilebilen c¢ozeltinin pH'in1 degistirir. Higbir niikleotit eklenmezse, voltaj
yiikselmesi meydana gelmez (Eren ve ark., 2022).
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Sekil 2.1.3.2.6. Ikinci nesil dizileme yontemlerinden Illumina yonteminin temel
prensibi (G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin) (Eren ve ark., 2022’den
degistirilerek kullanilmistir.)

Ion Torrent dizileme reaksiyonlari, kimyasal bilgileri dizileme bilgisine doniistiiren
milyonlarca piksel i¢eren bir yari iletken ¢ipi kaplayan milyonlarca kuyuda meydana

gelir (Harvey ve ark., 2019). Islemi baslatmak i¢in DNA, adaptérlere baglanan 200-
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1500 baz parcasina pargalanir. DNA parcalari, boncuklar ve adaptorler tizerindeki
tamamlayici diziler tarafindan bir boncuga tutturulur ve daha sonra emiilsiyon PCR
(emPCR) ile boncuk iizerinde ¢ogaltilir (Eren ve ark., 2022). Bu islem, milyonlarca
boncugun her birinin bir DNA dizisinin birden fazla kopyasina sahip olmasin1 saglar.
Her biri yaklagik 50.000 ¢ogaltilmis DNA parcasi igeren 5 mikron boncuklar kullanir
(Eren ve ark., 2022). Boncuklar daha sonra kuyular1 igeren ¢ip boyunca akitilir,
boylece her bir kuyuya yalnizca bir boncuk girebilir. Dizileme reaktifleri daha sonra
kuyular boyunca akitildiginda, uygun niikleotid dahil edildiginde, bir hidrojen iyonu
verilir ve sinyal kaydedilir (Sekil 2.1.3.2.7.).

Uciincii nesil dizileme metotlari: DNA dizileme yontemlerinin kullanimimin
artmastyla birlikte yeni teknolojik gelismelere ihtiya¢ duyulmustur. Birinci ve ikinci
nesil dizileme yontemleri DNA dizilemesi i¢in devrim niteliginde olsa da zaman,
maliyet ve hata oran1 gibi dezavantajlari nedeni ile bir¢cok agidan iyilestirilmeye ihtiyag
duyulmustur. Bu ihtiya¢lar dogrultusunda daha uzun okuma uzunluguna sahip, diisiik
maliyetli ve daha hizli dizilemeye sahip f{giincii nesil dizileme yoOntemleri

gelistirilmistir (Mardis, 2008).
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Sekil 2.1.3.2.7. Ikinci nesil dizileme ydntemlerinden Ion Torrent ydnteminin temel
prensibi ve iyon raporlayicisi (G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin) (Eren ve ark.,
2022’den degistirilerek kullanilmistir.)

Ikinci nesil dizileme yontemlerinin aksine, {iciincii nesil dizileme ydntemleri uzun

DNA (ve RNA) molekiillerini dizilemeyi amaglar. Bu yontemlerin en 6nemli avantaji



amplifikasyona ihtiyag duymamasi ve DNA'y1 par¢alamadan gercek zamanli analize
izin vermesidir (Mardis, 2008). Ugiincii nesil DNA dizileme ydntemleri Pacific
Bioscience ve Oxford Nanopore Technology olmak {izere iki teknoloji mevcuttur.

Pacific Bioscience Yontemi: Pacific Biosciences'm 2010 yili sonunda piyasaya
stiriilen PacBio yontemi, tek molekiil ger¢ek zamanli (SMRT dizileme) tabanli bir
yontem olarak adlandirilmaktadir (Bruijns ve ark., 2018). Bu yontem 30-50 kb'ye
kadar veya daha uzun parcalarin dizilenmesine olanak saglar (Slatko ve ark., 2018).
DNA sentezi i¢in gerekli bilesenlerden yararlanarak uzun boyutlu DNA dizilerini
okumak i¢in kullanilan bir yontemdir. Y dntem, ¢ift sarmalli bir DNA 0rneginin basina
ve sonuna “SMRTbell” olarak bilinen sag tokasi seklindeki dizilerin yerlestirilmesini
igerir (Garrido ve ark., 2017). Bu diziler sayesinde DNA dairesel bir dizi haline gelir
ve uzun tekrarli okumalarda baz hatalar1 en aza indirilir. SMRTbell gomiilii DNA, sifir
modlu dalga kilavuzlari (ZMW) teknolojisiyle yapilmis bir ¢ipin tabanina immobilize
edilmis polimerazlara baglanir. DNA polimerazt DNA'nin etrafina sararak dizileyen
geleneksel DNA dizileme tekniklerinin aksine, bu teknik polimerazi kuyunun tabanina
immobilize ederek DNA'y1 diziler (Garrido ve ark., 2017). Cipte binlerce pikolitre
ZMW kuyusu vardir ve her kuyu sadece 1 polimeraz igerir. Bu nedenle, tek bir DNA
molekiili sadece 1 kuyuya baglanir ve gercek zamanli olarak analiz edilebilir.
Floresanla isaretlenmis dNTP DNA'ya dahil edildik¢e, her baz i¢in farkli renkli bir
parilt1 belirir. Sinyal, polimeraz tarafindan niikleotid bagli floresan boya pirofosfatinin
kesilmesiyle sona erer. Goriintilleme, DNA'ya eklenen her baz ic¢in aninda
gerceklesir. ZMW'in dibinde yesil ve kirmizi lazerlere sahip bir optik sistem,
radyasyonlar1 milisaniyeler iginde siirekli olarak gézlemler. Bu islem diger kuyularda
ayni anda ve paralel olarak gerceklesir (Liu ve ark., 2012). ZMW, 15181n iissel olarak
bozulmasini saglar. Sonug olarak, floresan 151k sadece kuyunun dibini aydinlatir ve

komsu kuyulara yayilmaz (Sekil 2.1.3.2.8.)
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Sekil 2.1.3.2.8. Ugiincii nesil dizileme yontemlerinden Pacific Bioscience Yonteminin
temel prensibi (dsDNA: c¢ift sarmalli DNA, SMRT: tek molekiil ger¢ek zamanli,
ZMW: sifir modlu dalga kilavuzu, G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin, pA:
pikoamper) (Eren ve ark., 2022’den degistirilerek kullanilmistir.)

Bu yontemin en 6nemli avantaji DNA dizilemesinin yani sira, DNA dizisindeki
epigenetik modifikasyonlar1 ve yapisal degisiklikleri de tespit edebilmesidir (Liu ve
ark., 2012). Ancak bu yontem hizli siralama yaparken, yiiksek hata oranina sahiptir.
Bu sorunun kontrolii ayni dizinin birden fazla okunmasi ve benzer sablonlarin
degerlendirilmesiyle giderilmeye calisilmistir (Liu ve ark., 2012).

Oxford Nanopore Teknolojisi Yéntemi: Bu teknik, enzim, amplifikasyon veya
floresanla etiketlenmis niikleotidlerin kullanimini icermediginden teorik olarak ¢ok
daha diisiik bir hata oranina sahiptir (Liu ve ark., 2012). Bu yontem i¢in, membrana
elektrik akimi (100 pA-100 mV) ile gomiilmiis yapay bir nanopor gerekir (Liu ve ark.,
2012). Bu nanopor, Staphylococcus aureus'tan tiiretilen 33 kD'lik bir protein olan alfa-
hemolizin (aHL) tarafindan olusturulur (Dénmez ve ark., 2015). DNA dizilenmeden
once, poliA kuyruk iceren adaptdr dizisinin DNA'ya sokulmasi gerekir. Adaptor dizisi
bir motor protein tarafindan taninir ve nanopora taginir. Nanopor adaptor dizisini tespit
ettiginde, DNA tek bir iplik¢ik olarak nanopordan gegmeye baslar. DNA negatif yiiklii
oldugundan, DNA nanopordan zardan gecen iyonik akimla hareket eder (Eren ve ark.,
2022; Sekil 2.1.3.2.9.). Genetik materyali olusturan bazlarin her biri iyonik akimda
farkli bir kesinti yaratacaktir. Nanopordan gecen molekiiliin akimin kesintisine gore

karakterizasyonu algoritma tarafindan gerceklestirilir. Diger yontemlere gore avantaji
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kisa okuma siireleridir (Mohammadi ve Bavi, 2022). Bu yontemde analiz, floresan, pH
veya renk gibi ikincil bir sinyal olmadan gerceklesir. Polimeraz gibi bir enzime ihtiyag
duymadigr icin yiiksek sicakliklara maruz kalmadan dizileme yapabilir. Ayrica,
amplifikasyon gerektirmedigi i¢in uzun bir 6rnek hazirlama adimi yoktur. En 6nemli
dezavantaji, biyoenformatik algoritmasinin elde edilen verileri islemekte zorluk
¢ekmesidir (Mohammadi ve Bavi, 2022). Dizileme yontemleri ve temel 6zellikleri
Tablo 2.1.3.2.1.’de 6zetlenmistir.

Molekiiler yontemler geleneksel yontemlere gore son derece 6zgiil ve duyarli olmasina
ragmen pahali ekipman, egitimli personel ve kontaminasyonlar1 engellemek amaciyla
0zel laboratuvarlar gerektirdiginden geleneksel yontemlerin yerini tamamen almayi
basaramamuistir (Buszewski ve ark., 2017). Tiim bu nedenlerle bakteri tanimlamasinda
uygun yontem arayislari devam etmekte, halen biiyiik 6l¢ekli klinik uygulamalar icin

daha basit islemlerle bakteri tespit maaliyetinin azaltilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 2.1.3.2.9. Ugiincii nesil dizileme yontemlerinden Oxford Nanopore teknolojisi
yontemi (dsDNA: ¢ift sarmalli DNA, SMRT: tek molekiil gercek zamanl, ZMW: sifir
modlu dalga kilavuzu, G: guanin, A: adenin, C: sitozin, T: timin, pA: pikoamper) (Eren
ve ark., 2022°den degistirilerek kullanilmistir.)
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Tablo 2.1.3.2.1. Dizileme yontemleri ve 6zellikleri

- . Ortalama
Nesil Ticari Platform Kutuphztne DNA An'l'pllfikasyon Dizileme Mekanizmasi Okuma Tespit Yontemi Hata Oram
Hazirhg: Siireci -
Uzunlugu
. oo . . e 100 baz ¢iftinden .. .
1 Maxam-Gilbert Yok PCR Restriksiyon parcalanmasi ve baz spesifik kimyasal boliinme a Radyoaktivite Veri yok
1 Sanger Yok PCR ISDOI;II‘:H df’;g;‘eﬂe“ ve DNA - polimeraz kullantlarak  zincir 400 900 paz cifii  Radyoaktivite floresans %0,1
. Pirosekanslama %1
Emulsion PCR Niikleotid katilmi sirasinda, dNTP’ler sablon DNA ile . Gergek zamanli (Genellikle okuma
2 Roche 454 Var eslestiklerind irofosf: b b birakil irofosf: 700 baz ¢ifti e
slestiklerinde, pirofosfat grubu serbest birakilir ve pirofosfat kemiliiminesans uzunluklarmdan
(Ppi) salinir ve Ppi salinimu 6lgiiliir, katilan niikleotid miktarina kaynakls hatalar)
esittir.
Iyon yari iletken dizilemesi . . %l,7
2 Ion Torrent Var Emulsion PCR DNA  sentezi sirasinda  hidrojen  iyonlarmin  serbest 200~ baz ¢ifti Yar ﬂeﬂ@, c113azda pH (Genellikle okuma
birakilmasindan kaynaklanan pH’daki degisimi hesaplayarak Slgtimi uzunluklarindan
Olger kaynakl hatalar)
Mumina
. MiniSeq Sentez yoluyla dizileme %0,26-%0,76
. MiSeq . Illumina sistemi, dort niikleotidin de DNA polimeraz ile birlikte o - (Genellikle okuma
2 . NextSeq Var Bridge PCR akis hiicresi kanallaria es zamanl olarak eklendigi bir dizileme- 2-600 baz cifti Floresan goriintiileme uzunluklarindan
e  NovaSeq sentez yaklagimini kullanir. kaynaklt hatalar)
. HiSeq
Ger¢ek zamanh tek molekiil dizileme teknolojisi G " 0l %12,9
3 Pacific Biosciences Var PCR’ye gerek yok Zero-mode waveguide (ZMW) adi verilen nano yapidaki 800 baz ¢ifti eree zamari ! toresan (Genellikle okuma
bosluklar icerisinde DNA polimerazin aktivitesi gercek zamanl goruntleme hatalar1)
olarak izlenmektedir
Oxford Nanopore
Nanopor teknolojisi %10,5
3 e  MinION Var PCR’ye gerek yok Membran {iizerine sabitlenmig olan nano boyuttaki porlar 10kb~880 kb Ger(;ek"z aman It floresan (Genellikle okuma
. GridION icerisinden molekiillerin gegisi sirasinda iyonik akimin 6l¢iilmesi gorintileme hatalarr)

° PromethION

prensibine dayanmaktadir.
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2.1.4. Kiitle spektrometrisi

Kiitle spektrometrisi veya diger adiyla Matrdiks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon siiresi (MALDI-TOF-MS) sistemi, mikroorganizmalarin peptid kiitle
parmak izlerini olusturarak tanimlama yapmaktadir (Wieser ve ark., 2012). Kiitle
spektrometrisinin bakterileri tanimlamak i¢in kullanilabilecegini gosteren ilk ¢aligma
1975 yilinda Anhalt ve Fenselau tarafindan gergeklestirilmistir (Anhalt ve Fenselau,
1975). Ancak rutinde kullanilacak MALDI-TOF-MS (MS) cihazlarinin iiretilip
gelistirilerek ticari olarak piyasaya sunulmasi zaman almistir. Kiitle spektrometrisi
yontemi ile her mikroorganizma i¢in 6zgiin bir kiitle spektrumu elde edilmektedir
(Wieser ve ark., 2012). Protokollerinin basit performansi, sonug¢larin hizli bir sekilde
degerlendirilebilmesi ve nispeten uygun maaliyetli olusu gibi avantajlara sahip olmasi
ile klinik laboratuvarlarin tani algoritmasina hizli bir sekilde girmeyi basarmistir.

Bu yontem, geleneksel fenotipik ve molekiiler tanimlama yontemlerine gore insan
patojenlerinin daha kolay ve hizli teshisine olanak tanimaktadir. Yapilan klinik
calismalarda bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda diger yontemlerle yiliksek uyum
oranlar1 goriilmesine ragmen benzer kiitle spektrumuna sahip bazi bakterileri de hatali
tammladigi  bilinmektedir (Costa ve ark., 2022). Ornegin; Acinetobacter
calcoaceticus-A. baumannii complex, Shigella sp., Escherichia coli, Enterobacter
cloacae complex, Burkholderia cepacia complex ve Streptococcus mitis group gibi
tiirleri tanimlama da hatali sonuglarla karsilagilabilmistir (Chen ve ark., 2021).
Ozellikle bagisiklig baskilanmis hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilen nadir
goriilen ve/veya oOzellikle yavas ve zor iireyen etkenlerin tanimlanmasinda sorunlar
yasanabilmektedir. Yaygin olmayan veya tanmimlanmasi zor bakteri suslarinin
tanimlanmasinda KS'nin performansi net olarak bilinmemektedir. Ote yandan KS’nin
elde ettigi kiitle spektrumlara ait grafiksel goriintiileri sistemin veri tabanindaki
referans mikroorganizmalar ile karsilastirarak cins ve tiir bazinda tanimlama yapar
(Mesureur ve ark., 2018). Bu nedenle sistemin sahip oldugu veritabanindaki
mikrobiyal tiirlerin kapsami, basarili tanimlama i¢in en kritik adimdir ve referans
kiitliphanesinde bulunan veriler siirekli olarak gilincellenmekte, yeni tiirler
kiitiiphaneye eklenmektedir. Kullanilmakta olan ticari sistemlerden biri olan VITEK®
MS V3.2 in vitro tan1 (IVD) veri tabaninda onayli 1095 bakteri, 221 mantar olmak

tizere toplam 1316 mikroorganizma tiiri bulunmaktadir ve 1316 tiirii kapsayan 15.556
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susa karsilik gelen 47.204 spektral veri bulunmaktadir. Ayrica arastirma amagli (RUO)
veribaninda ise 1445 mikroorganizma yer almaktadir (Grohs ve ark., 2023).

Veritabanina eklenen yeni izolatlarin dogrulugunu teyit edilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Rutin kullanima basariyla girmis olsa da kiitle spektrometrisinin klinik
tanida uygulanmasini gézden geciren, gilivenilirligini arastiran ¢ok az sayida ¢aligma

mevcuttur (Lau ve ark., 2014; Ye ve ark., 2018).

Cihaza genel bakis: Kiitle spektrometrisi analiz 6rneginin kolaylikla hareket edebilen
gaz fazindaki iyonlara donistiiriiliip elektromanyetik alanlar olusturularak iyonlar
kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore ayirma iglemini yapabilen cihazlardir (Griffiths, 2008).
Kiitle spektrometrisi cihazlar1 temelde bir iyonizasyon kaynagi, kiitle analizorii ve bir
detektorden olusur. Cihazlar kullanilan pargalara gére isimlendirilir.

(i) Iyonizasyon kaynagi: Cihazlarda iyon kaynag olarak electrospray ionization (EI),
atmospheric pressure ionization (API), atmospheric pressure chemical ionization
(APCI) ve Matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon (MALDI) kullanilabilir
(Singhal ve ark., 2015).

(ii) Kiitle analizérii: Iyonlastiric1 kaynakta elde edilen iyonlarin ayrilmasini saglayan
cihaz kismidir. Yiiklii iyonlart ayirma sekline gore gruplandirilirlar. Kiitle analizorii
olarak quadrupol (Q), 10n trap (IT), Time-Of-Flight (TOF), Fourier transformation ion
cyclotron resonance (FT-ICR) kullanilabilir (Singhal ve ark., 2015).

(iii) Detektér béliimii: Iyonlarmn dedektére ulasma zamanma gore Kkiitle
spektrumlarmin belirlendigi kisimdir.

Analizor ve dedektor vakumlu ortamda bulunmali; iyonlarin hava molekiilleriyle
carpigsmasi engellenerek etkili bir ayirma iglemi yapilabilmektedir. Cesitli iyonlastiric
kaynaklar arasinda sadece ESI ve MALDI proteinlerle ¢alismaya uygundur (Ozel ve
ark., 2013). ESI ile iyonlar atmosferik basin¢ altinda olusturulurken, MALDI’de
atmosferik basing veya vakum altinda olusturulabilir (Ozel ve ark., 2014).

Lazer dezorbsiyon sistemleri ¢esitli kiitle analizorleri ile birlikte kombine edilebilir.
Kiitle spektrometri cihazinda iyon kaynagt olarak Matris destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI), kiitle analizorii olarak Time-Of-Flight (TOF)
kullanilmistir (Ozel ve ark., 2014).
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Cahsma prensibi: MALDI iyonlastirma tekniginde ultraviyole 1sinlarinin
absorpsiyonunu arttirarak iyonlastirmayr kolaylagtirabilen bir matriks kullanilir
(Cirak, 2010). Analiz numunesi ve matriks uygun bir ¢oziiclide ¢oziilerek karistirilir
ve ornek ylikleme plakalarina aktarilir. Yeterli kiitle spektrumlar1 elde edebilmek i¢in
bu asamada plak iizerinde yaklasik 5x10° hiicre olmalidir (Kostrzewa ve ark., 2019).
Sinapinik asit ve a-siyano-4-hidrosinnamik asit sirasiyla, protein ve peptid analizi i¢in
en ¢ok kullanilan matrikslerdir (Liao ve ark., 2023). Coziiciiniin ugmasi i¢in bir siire
beklenir ve kristalize hale gelmis matriks proteinleririn arasina gomiilii peptidler elde
edilmis olur. Vakum altinda genellikle nitrojen kaynakli UV lazeri ile uyarilar (pulse)
yapilir. Lazer atis1 yapilan numuneler matrixinde yardimiyla kisa siire igerisinde gaz
fazda iyon haline gegerler. Matrix ayn1 zamanda dogrudan lazer 1sinina maruz kalan
proteinlerin yapisal biitlinliiklerini kaybederek parcalara ayrilmasini da engeller
(Angeletti, 2017). Serbestlesen iyonlar elektromanyetik alanda hizlandirildiktan sonra
ucus tiiptine gegerler. Ugus tiipli 1-2 m uzunlugunda bir tiiptiir ve dedektore baglidir.
Elektromanyetik alanlar iyon hareketini iyonun kiitlesiyle ters; iyonun yliikiiyle de
dogru orantil olarak etkiler. Serbestlesen iyonlarin ugus tiiptinde gecirdikleri zamana
TOF ad1 verilir (Biruni Laboratuvari, 2020). Iyonlar m/e degerlerine gére farkli
zamanda dedektore ulasirlar ve bdylece m/z oranini gosteren grafikler (kiitle
spektrumlari) elde edilir (https://www.klimik.org.tr/wp-
content/uploads/2022/04/Banu-Bayratkar.pdf, Erisim tarihi: 27 May1s 2025). Ortaya
cikan grafiklerin x ekseni m/z oranini gosterirken y ekseni yogunlugu (belli bir
kiitledeki molekkiilerin sayis1) gosterir (Cirak, 2010; Sekil 2.1.4.1.; Sekil 2.1.4.2.).
Her mikroorganizma i¢in 6zgiin bir spektrum elde edilmesinin sebebi, hiicre i¢inde bol
miktarda bulunan temel bir protein olan ribozomal proteinlerden kaynaklanmaktadir
(Suh ve Limbach, 2004). Ribozomal proteinler mikrobiyal iireme kosullarindan,
cevresel kosullardan en az etkilenen ve bu yiizden rutin tanimlama i¢in en uygun olan
proteinlerdir (Suh ve Limbach, 2004). Ozgiil olan bu proteinler sayesinde
mikroorganizmalarin spesifik molekiiler parmak izleri olusturularak identifikasyon
yapilmaktadir (Wieser ve ark., 2012).

Kiitle spektrometrisi ile 400 ile 350 000 Da molekiil agirligindaki proteinler, peptitler,
oligosakkaritler ve oligonikleotitler gibi biyomolekiillerin dedeksiyonu ve

tanimlanmas: yapilabilmektedir (Ozel ve ark., 2014). MALDI Biotyper® (Bruker
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Daltonik GmbH, Almanya) ve VITEK® MS (bioMérieux, Fransa) kiitle spektrometri
yontemini kullanarak tanimlama yapan otomatize cihazlardir. Bu cihazlar sirasiyla
Kasim ve Agustos 2013'te Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi tarafindan
onaylanmistir (Van ve ark., 2015).
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Sekil 2.1.4.1. Kiitle spektrometrisi c¢alisma prensibi (Banu Bayratkar, 2022’den
uyarlanmistir.)
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Sekil 2.1.4.2. Kiitle spektometrisi ¢alisma prensibi (Banu Bayratkar, 2022’den
uyarlanmustir.)
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Her iki sistem de 2000—20.000 m/z araliinda protein/peptit kiitle spektrumlari elde

edebilir ve yalnizca arastirma amagli (RUO) ve in vitro tan1 (IVD) olmak {izere iki

versiyonu mevcuttur (Kostrzewa ve ark., 2019). Ancak biyoinformatik yaklasimlari
farklilik gosterir. VITEK® MS IVD, identifikasyon i¢in denetimli makine dgrenimine

(supervised machine learning) dayali bir algoritma olan 'Gelismis Spektrum

Siniflandiricist’ kullanir (Mesureur ve ark., 2018). 2000 ile 20.000 Dalton arasindaki

spektrumlari, bir tliriin tanimlanmasi/farklilastirilmasi i¢in 6nemli olan agirliklarina

gore 1300 segmente (‘bins’) ayirarak spektrum siniflandirmasi yapar. Sonuglar, cihaz
tarafindan yilizde degerleri hesaplanarak verilir (Markus Kostrzewa, 2019; Schrottner

ve ark., 2016):

1) Tek bir tanimlama i¢in giiven degeri %99,9 ise milkemmel bir eslesme anlamina
gelir.

2) Giiven degeri %60-99,8 araliginda ise iyi bir eslesme olarak kabul edilir. Giiven
degerleri %60"'mn iizerinde olan birden fazla tanimlama sonucu saglanmissa,
sonuclarin "low discrimination result" temsil ettigi kabul edilir.

3) %60'm altindaki bir giiven degeri kabul edilemez olarak degerlendirilir

("tanimlama yok")
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Calismamizin  etik kurul onay1 (SAUTF-KAEK No: 176638-112); Sakarya
Universitesi Tip Fakiiltesi flag Dis1 Girisimsel Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan,
21.10.2022 tarihli imza ile alinmistir (Ek 1).

3.2. Cahisma Grubu

Bu ¢aligma Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi: 2023-23-50-105).

Calismamiz Aralik 2023-Eyliil 2024 tarihleri arasinda Sakarya Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilmistir. Daha 6nce
kan, idrar, solunum yolu 6rnekleri, doku, yara gibi ¢esitli klinik numunelerden izole
edilmis, KS ile tanimlanarak stoklanmis 116 kolleksiyon materyali ile birlikte; KS ile
tanimlanamayan 10 mikroorganizma ¢alismaya dahil edildi. Tanimlanan 116 susun
12°si KS’nin farkli identifikasyon yiizdeleri vererek arada kaldigi suslardan
olugmaktadir. Kiiltiir kolleksiyon materyallerinden klinik olarak yaygin olmayip nadir
karsilagilan ve tanimlanmasinda gii¢liikk yasanmis mikroorganizmalar 6ncelikli olarak
secilmigtir. Calismaya dahil edilme ve caligma dis1 birakilma kriterleri asagida

siralanmaktadir.
Calismaya dahil edilme kriterleri:

e Klinik olarak nadir karsilagilan KS ile tanimlanmis bakteriyel suslar

e Tanimlamada giigliik yasanilmis, alisilmadik morfoloji ve biyokimyasal
ozelliklere sahip; KS ile tanimlanmig bakteriyel suslar

e Yavas biiyiiyen bakteriyel suslar

e Kiitle spektrometrisi ile tanimlanamayan suglar
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Calismaya dahil edilmeme kriterleri:

e Uygun sicaklikta saklanamayan suslar (-80°C Derin dondurucunun bozulmasi vb.)

e Sanger dizileme yontemi ile tiir/cins diizeyinde tanimlama elde edilemeyen suslar

3.3. Kiitle Spektrometrisi ile Identifikasyon

Laboratuvarimizin derin dondurucusunda (- 80°C) boncuklu besiyerlerinde daha dnce
isimleri yazilarak alikotlanip saklanmis kiiltiir kolleksiyon suslar1 saf bakteri izolatlari
elde etmek ve KS ile tekrar tanimlayip tegit etmek amaciyla Koyun Kanli Agar (RTA,
Tiirkiye) besiyerlerine ekilip canlandirildi. Anaerop bakteriler ise anaerop
besiyerlerine ekilerek, 0zel anaerop ortamin saglandigi posetlerde (GENbag-

bioM¢érieux; Marcy 1'Etoile, France) tekrar canlandirildi.

Canlandirilan suslara KS ile identifikasyon yaparken plate denilen iizerinde daire
seklinde 48 kuyucuk bulunan metal bir plaka kullanildi. Bu plakalarda her 16
kuyucuga 1 adet olacak sekilde toplamda 3 adet kalibrasyon kontrol kuyucugu
bulunmaktadir (Sekil 3.3.1.). Once besiyerindeki kolonilerden 1uL steril 6ze ile
alinarak dogrudan hedef plakanin yiizeyine siiriildii. I¢ kalite ve sistem kalibratorii
olarak ise taze E. coli ATCC 8739 susu kullanilarak ortadaki kalibrasyon
kuyucuklarina siirtildii. Daha sonra bakteriyel biyokiitle icinde kimyasal matrix (o-
cyano-4-hydroxycinnamic acid; CHCA) bulunan c¢oziicii (1pL) ile kaplandi ve
kurumalar1 beklendi (Bizzini ve ark., 2010). Kurutulduktan sonra hedef plaka VITEK®
MS cihazina yiiklendi. Her izolat “In Vitro Diagnostic (IVD)” modiilii V3.2 veri tabani

ile tanimlandi.
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Sekil 3.3.1. Kiitle spektrometrisinin numune hazirlig

Kiitle spektrometrisi ile tekrar tanimlanarak safliklar1 da teyit edilen bakteri
kolonilerinden 1-2 adet steril 6ze ile alinarak igine 2 ml Triptic Soy Broth besiyeri
konulan ependorflarda numara verilip isim yazilarak alikotlandi. Anaerop bakteriler
ise dogrudan skim milk saklama besiyerlerine alinarak 16 s rRNA dizi analizi

calisilana kadar - 80°C derin dondurucuda saklandi.
3.4. Niikleik Asit (DNA) izolasyonu

Genomik DNA, iiretici firmanm &nerileri dogrultusunda QIAsymphony® DSP
Viriis/Pathogen Mini Kit (Qiagen) kullanilarak numunelerden izole edildi. Her DNA
orneginden 1 pL alarak, numunelerin genomik DNA konsantrasyonlar1 2-2000
ng/puL ol¢lim aralifina sahip MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer
(Maestrogen Inc., Hsinchu, Taiwan) kullanilarak 6l¢iildii (Resim 3.4.1.). Polimeraz
Zincir Reaksiyonu oncesinde spektrometride oOlgiilen konsantrasyon degeri yiliksek
numunelerin diliisyonlar1 yapilarak ortalama konsantrasyon 20-40 ng/uL olacak

sekilde ayarland1 (Yartasi ve ark., 2024).
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Resim 3.4.1. Numunelerin genomik DNA konsantrasyonlarinin 6l¢iildiigi
MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer (NanoDrop) cihazi

3.5. 16S rRNA Bolgesinin Amplifikasyonu

Dizilenecek 16S rRNA bdélgesi (v1-v5) 27F 5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3"
ve 878R 5-GGAGTACCAGGGTATCTAAT-3 primerleri kullanilarak ¢ogaltildi
(Yartasi ve ark., 2024). PCR i¢in total hacim 25 pl olacak sekilde bir reaxion mix

hazirland.
PCR i¢in hazirlanan reaxion mix bilesenleri:

e 12,5 ul 2x QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix,

1.0 pl forward primer (10 pmol/pl),

1.0 pl reverse primer (10 pmol/pl),
4,5 uL Template DNA (20-40 ng/ uL),

6 ul steril bidistile saf su

Real-time PCR Rotor-Gene Q (QIAGEN, Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak
calisilmis olup su 1s1l dongii programi izlendi: 95°Cde 15 dakika; 40 dongii 95°Cde
30 saniye, 55°Cde 30 saniye ve 72°Cde 1 dakika; 72°Cde 5 dakika. E. coli
ATCC25922 PCR 'nin kontrol susu olarak kullanildi.
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3.6. 16S rRNA Sekans

Elde edilen pcr iiriinleri dizileme yapmadan Once, lireticinin talimatlarina gore
‘ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent’ (Affymetrix, Santa Clara, ABD)
kullanilarak saflastirildi. Ortalama 20-40 ng/uL olacak sekilde saflastirilmis PCR
amplifikasyon {riinleri, ‘Bigdye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak dongli dizileme yapild1 (Yartasi ve ark., 2024).
‘CleanDTR - BigDye terminator removal sequencing kit’ (Applied Biosystems, ABD)
kullanilarak dizi analizi Oncesinde piirifikasyon yapildi. Reaksiyon iiriinlerinin
elektroforez islemi Applied Biosystems Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda gergeklestirildi (Resim
3.6.1.) Dizileme verileri FASTA formatina doniistiiriildii ve NCBI veritabaninda
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool-Niikleotid BLAST) algoritmasi
kullanilarak dizilerle karsilastirildi. En yakin eslesmeler Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kilavuzu MMI8-A'ya gore elde edildi (Petti ve ark.,
2008).
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Resim 3.6.1. Dizi analizinin yapildig1 Applied Biosystems Hitachi 3500 Genetic
Analyzer otomatize dizi analizi cihazi
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4. BULGULAR

Calismamiza 126 sus dahil edildi. Suslarin 116’s1(%92,1) KS ile farkli giiven degeri
ile tanimlanirken, 10’u (%7,9) tanimlanamadi. Calismaya dahil edilen 126 susta
KS’nin tanimlamada cihazin verdigi gliven yiizdesi ortalamasi %88,8 iken; dizi analizi

suslar1 NCBI veritabaninda ortalama %98,6 BLAST benzerlik yilizdesi ile tanimladi.
4.1. Kiitle Spektrometrisi Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kiitle spektrometrisi 126 susun 108’ini (%85,7) %99,9 giiven degeriyle tanimladi. Alt1
susta (%4,7) iki tiir arasinda kalarak %50-60; 1 susta (%0,7) li¢ farkli tiir arasinda
kalarak %33,3; 1 susta (%0,7) ise %66 giiven degeri vererek tanimladi. On susta

(%7,9) tanimlama yapamadi.

4.1.1. Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuclar karsilastirildiginda tiir/cins
diizeyinde uyumlu bulunan suslar

Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuglart karsilastirildiginda tiir diizeyinde uyumlu
bulunan suglar Tablo 4.1.1.1°de; yalnizca cins diizeyinde uyumlu bulunan suslar Tablo

4.1.1.2.de sunulmustur.

4.1.2. Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuc¢lar1 karsilastirildiginda uyumsuz
bulunan suslar
Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuglar1 karsilastirildiginda uyumsuz bulunan

suglar Tablo 4.1.2.1.’de sunulmustur.
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Tablo 4.1.1.1. Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuclar karsilastirildiginda tiir

diizeyinde uyumlu bulunan susglar

BLAST
SUS KS - . Dizi Analizi Yapilan
NO KS (%) Dizi Analizi (%) Baz
Uzunlugu
1 Escherichia coli (KONTROL 8739) 99,9  Escherichia coli 99,8 526
2 fggﬁ%ggfg; gg}r)eus 99,9  Staphylococcus aureus 99,8 614
3 Lactococcus garvieae 99,9  Lactococcus garvieae 99,2 642
4 Bacillus licheniformis 99,9  Bacillus licheniformis 94,4 250
5 Elizabethkingia meningoseptica 99,9  Elizabethkingia meningoseptica 99,0 723
6 Listeria monocytogenes 99,9  Listeria monocytogenes 100,0 606
7 Pseudoglutamicibacter cumminsii 99,9 Pseudoglutamicibacter cumminsii 98,2 729
8 Clostridium perfringens 99,9 Clostridium perfringens 100,0 703
9 Finegoldia magna 99,9  Finegoldia magna 97,7 429
10 Providencia rettgeri 99,9  Providencia rettgeri 98,5 732
11 Cupriavidus metallidurans 99,9 Cupriavidus metallidurans 99,6 461
12 Roseomonas mucosa 99,9 Roseomonas mucosa 99,7 694
13 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis 99,9  Alcaligenes faecalis subsp. faecalis 99,8 462
14 Bacteroides thetaiotaomicron 99,9 Bacteroides thetaiotaomicron 99,5 608
15 Leuconostoc lactis 99,9 Leuconostoc lactis 98,6 716
16  Shewanella algae 99,9  Shewanella algae 99,1 553
17 Rothia mucilaginosa 99,9  Rothia mucilaginosa 99,6 462
18 Sphingobacterium multivorum 99,9  Sphingobacterium multivorum 98,2 628
19 Yersinia enterocolitica 99,9 Yersinia enterocolitica 100,0 626
20  Elizabethkingia anophelis 99,9  Elizabethkingia anophelis 98,2 613
21 Peptococcus niger 99,9  Peptococcus niger 99,0 454
22 Clostridium perfringens 99,9 Clostridium perfringens 98,3 644
23 Peptostreptococcus anaerobius 99,9 Peptostreptococcus anaerobius 98,7 471
24 Pandoraea apista 99,9  Pandoraea apista 99,8 623
25 Paenibacillus glucanolyticus 99,9  Paenibacillus glucanolyticus 98,9 746
26  Pseudomonas oryzihabitans 99,9  Pseudomonas oryzihabitans 100,0 734
27  Streptococcus sinensis 99,9  Streptococcus sinensis 98,5 615
28  Citrobacter freundii 99,9 Citrobacter freundii 99,0 729
29  Aeromonas hydrophila 99,9  Aeromonas hydrophila 98,9 627
30  Pediococcus pentosaceus 99,9  Pediococcus pentosaceus 98,5 609
31 Brevibacterium casei 99,9 Brevibacterium casei 99,6 551
32 Staphylococcus pettenkoferi 99,9  Staphylococcus pettenkoferi 98,5 661
33 Moellerella wisconsensis 99,9 Moellerella wisconsensis 99,8 551
34 Ralstonia pickettii 99,9 Ralstonia pickettii 96,7 369
35  Ralstonia pickettii 99,9 Ralstonia pickettii 97,5 473
36  Ralstonia pickettii 99,9 Ralstonia pickettii 98,3 467
37  Ralstonia pickettii 99,9  Ralstonia pickettii 96,4 147
38  Ralstonia pickettii 99,9 Ralstonia pickettii 99,4 355
39 Corynebacterium afermentans 99,9 Corynebacterium afermentans 88,0 302
40  Enterococcus italicus 99,9 Enterococcus italicus 97,2 352
41  Lactobacillus fermentum 99,9  Lactobacillus fermentum 97,6 668
42 Schaalia turicensis 99,9 Schaalia turicensis 99,5 576
43 Shewanella algae 99,9  Shewanella algae 98,8 609
44 Comamonas testosteroni 99,9 Comamonas testosteroni 99,9 730
45 Cutibacterium acnes 99,9 Cutibacterium acnes 99,0 691
46  Peribacillus simplex 99,9 Peribacillus simplex 99,5 658
47  Sphingomonas paucimobilis 99,9  Sphingomonas paucimobilis 99,8 560
48  Enterococcus hirae 99,9 Enterococcus hirae 97,8 657
49  Burkholderia cepacia 99,9  Burkholderia cepacia 99,6 729
50  Burkholderia cepacia 99,9 Burkholderia cepacia 96,4 740
51 Ochrobactrum anthropi 99,9 Ochrobactrum anthropi 99,4 666
52 Comamonas testosteroni 99,9 Comamonas testosteroni 98,9 542
53 Providencia stuartii 99,9 Providencia stuartii 97,6 744
54 Pluralibacter gergoviae 99,9 Pluralibacter gergoviae 100,0 510
55 Herbaspirillum huttiense 99,9  Herbaspirillum huttiense 98,5 526
56  Herbaspirillum huttiense 99,9 Herbaspirillum huttiense 98,9 540
57  Burkholderia contaminans 99,9 Burkholderia contaminans 98,3 460
58  Pseudomonas mosselii 99,9 Pseudomonas mosselii 99,8 650
59 Cutlba.cte.r wm acnes 99,9  Propionibacterium acnes 97,3 520
(Propionibacterium acnes)
60 Cutlchteff tum acnes 99,9 Propionibacterium acnes 99,7 605
(Propionibacterium acnes)
61 Winkia neuii (Actinomyces neuii) 99,9  Actinomyces neuii 98,9 588
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Tablo 4.1.1.1. (devam) Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuglari
karsilastirildiginda tiir diizeyinde uyumlu bulunan suslar
62  Burkholderia contaminans 99,9 Burkholderia contaminans 93,0 227
63 Rhizobium radiobacter 99,9  Rhizobium radiobacter 100,0 615
64  Mammaliicoccus sciuri 99,9 Mammaliicoccus sciuri 99,2 739
65  Mammaliicoccus sciuri 99,9 Mammaliicoccus sciuri 99,2 659
Achromobacter xylosoxidans 50,0 .
66 Achromobacter denitrificans 50,0 Achromobacter xylosoxidans 99,3 728
Achromobacter xylosoxidans 50,0 .
67 Achromobacter denitrificans 50,0 Achromobacter xylosoxidans 99,1 735
Achromobacter xylosoxidans 50,0 .
68 Achromobacter denitrificans 50.0 Achromobacter xylosoxidans 99,0 725
Chryseobacterium gleum 50,0 .
69 Chryseobacterium indologenes 50,0 Chryseobacterium gleum 98,9 739
70 Bacillus altitudinis/pumilus 99,9  Bacillus pumilus 98,6 649
71 Bacteroides ovatus/ xylanisolvens 99,9  Bacteroides xylanisolvens 98,0 612
Nocardia farcinica 97,5
72 Nocardia farcinica 99,9 Nocardia kroppenstedtii 97,5 709
Nocardia otitidiscaviarum 97,5
Nocardia farcinica 100,0
73 Nocardia farcinica 99,9  Nocardia kroppenstedtii 100,0 647
Nocardia otitidiscaviarum 100,0
Delftia acidovorans 97,6
74 Delftia acidovorans 99,9  Delftia tsuruhatensis 97,6 449
Delftia lacustris 97,6
. Staphylococcus saprophyticus 99,4
75 Staphylococcus saprophyticus 99,9 Sl coccus il s 99.4 657
76  Aerococcus urinae 99,9 gliococcus yiinag 99,2 639
Aerococcus loyolae 99,2
- . Herbaspirillum huttiense 98,5
77 Herbaspirillum huttiense 99,9 Herb B Bigoense 98.5 468
Herbaspirillum huttiense subsp. 96.0
78  Herbaspirillum huttiense 99,9  putei ’ 470
.. L 96,0
Herbaspirillum frisingense
Hafnia alvei 33,3 Hafnia alvei 100,0
79 Hafnia paralvei 333 Hafnia paralvei 100,0 683
Obesumbacterium proteus 33,3 Obesumbacterium sp. 100,0
80  Bacteroides ovatus/ xylanisolvens 99,9 Bacteroides xylanisolvens/ovatus 98,8 739
81 Lactococcus lactis 99,9 Lactococcus lactis subsp. lactis 100,0 641
82  Salmonella enterica subs. enterica 99,9 Salmqnella enterica subsp. 99,2 639
enterica serovar Agona
ORTALAMA 96,65 98,60 588
o . Shigella dysenteriae 100,0
* »
Escherichia coli 99,9 Escherichia coli 100.0 755
Escherichia fergusonii 99,8
. Escherichia coli 99,8
o . R
Escherichia fergusonii 99,9 Shigella flexneri 99.8 612
Enterobacter hormaechei 99,8

*2 susta dizi analizinde ayni benzerlik oranina sahip birden fazla cins/tiir saptandigindan cins/tiir diizeyinde uyum/uyumsuzluk kategorisi net olarak
belirlenemedi.
KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
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Tablo 4.1.1.2. Kiitle spektrometrisi ve dizi analizi sonuglar1 karsilastirildiginda yalnizca cins diizeyinde uyumlu bulunan suslar

KS-Dizi Analizi BLAST
SUS KS . . Dizi Analizi KS’nin Tanimladig: Tiiriin
NO KS %) Dizi Analizi %) Dizi Analizi Yiizdesi Arasi Fark Yapilan Baz
(%) Uzunlugu
1 Bacillus altitudinis/pumilus 99,9 Bacillus safensis 97,6 97,4 (B. pumilus)/97,2 (B. altitudinis) 0,2/0,4 684
2 Brevundimonas diminuta 99,9 Brevundimonas olei 99,3 98,5 (Brevundimonas diminuta) 0,8 548
3 Chryseobacterium indologenes 66,0 Chryseobacterium arthrosphaerae 99,1 97,6 (Chryseobacterium indologenes) 1,5 577
4 Delftia acidovorans 99,9 Delftia lacustris 99,9 99,7 (Delftia acidovorans) 0,2 695
5 Raoultella planticola 99,9 Raoultella ornithinolytica 98,4 98,2 (Raoultella planticola) 0,2 743
6  Schaalia turicensis 99,9 Schaalia radingae 98,7 88,8 (Schaalia turicensis) 9,9 608
7 Lelliottia amnigena 99,9 Lelliottia aquatilis 97,5 97,3 (Lelliottia amnigena) 0,2 608
8  Globicatella sanguinis 99,9 Globicatella sulfidifaciens 99,2 98,9 (Globicatella sanguinis) 0,3 726
9 Veillonella dispar 99,9 Veillonella parvula 98,6 98,0 (Veillonella dispar) 0,6 652
10 Cupriavidus pauculus 99,9 Cupriavidus metallidurans 98,5 97,1 (Cupriavidus pauculus) 1,4 659
Chryseobacterium arthrosphaerae 99,4
11 Chryseobacterium gleum 99,9 Chryseobacterium aureum 99,4 98,9 (Chryseobacterium gleum) 0,5 617
Citrobacter meridianamericanus 97,7
12 Citrobacter koseri 99,9 Citrobacter freundii 97,7 94,4 (Citrobacter koseri) 33 741
Pseudomonas parafulva 99,3
13 Pseudomonas putida 99,9 Pseudomonas fulva 99,3 99,2 (Pseudomonas putida) 0,1 721
Pseudomonas parafulva 99,6
14 Pseudomonas putida 99,9 Pseudomonas fulva 99,6 99,4 (Pseudomonas putida) 0,2 706
Herbaspirillum frisingense 95,3
15 Herbaspirillum huttiense 99,9 Herbaspirillum seropedicae 95,3 95,0 (Herbaspirillum huttiense) 0,3 426
16  Mpyroides sp. 99,9 Mpyroides sp. 99,9 - 711
17 Lacticaseibacillus sp. 99,9 Lacticaseibacillus rhamnosus 99,4 - 709
18  Granulicatella sp. 99,9 Granulicatella adiacens 99,8 - 610
19 Mpyroides sp. 99,9 Myroides odoratimimus 98,2 - 623
Ortalama 98,11 98,54 97,22 1,32 650

KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
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Tablo 4.1.2.1. Kiitle spektrometrisi ve 16S rRNA dizi analizi sonuglar1 karsilastirildiginda uyumsuz bulunan suslar

SuUS KS KS Dizi Analizi Dizi Analizi KS’nin tanimladig tiiriin dizi analizi KS-Dizi Analizi BLAST Yapilan
NO (%) (%) (%) Arasi Fark Baz Uzunlugu
1 Pluralibacter gergoviae 99,9  Lelliottia aquatilis 99,1 96,5 (Pluralibacter gergoviae) 2,6 752
2 Peribacillus simplex 99,9 Bacillus sp. 99,7 99,5 (Peribacillus simplex) 0,2 658
3 Parvimonas micra 50,1 99.3 87,6 (Parvimonas micra) 11,7 741
Cupriavidus necator 49,9 Citrobacter koseri ? 82,0 (Cupriavidus necator) 17,3
Micrococcus yunnanensis 99,0
4 M) X M) 1 1
[ycoplasma 99,9 Micrococeus luteus 99.0 83,0 (Mycoplasma) 6,0 618
5 Fusobacterium nucleatum 99,9 Parvimonas micra 99,2 77,8 (Fusobacterium nucleatum) 21,4 649
6 Raoultella ornithinolytica 99,9  Klebsiella aerogenes 98,9 98,3 (Raoultella ornithinolytica) 0,6 350*
7 Leclercia adecarboxylata 99,9 Enterobacter cancerogenus 99,2 98,8 (Leclercia adecarboxylata) 0.4 590
8 Finegoldia magna 99,9 Campylobacter ureolyticus 97,3 79,7 (Finegoldia magna) 17,6 590
Enterobacteriaceae bacterium 98,1
. . Phytobacter sp. 98,1 . .
9 Franconibacter helveticus 99,9 93,7 (Franconibacter helveticus) 4.4 364*
Enterobacter sp. 98,1
Pantoea sp. 98,1
Corynebacterium lujinxingii 98,6
1 M; y ) Myc X 1 1
0 [ycoplasma fermentans 99,9 Corynebacterium afermentans 98.6 78,8 (Mycoplasma fermentans) 9,8 63
11 Cutibacterium acnes 99,9 Staphylococcus epidermidis 99,6 88,7 (Cutibacterium acnes) 10,9 556
Vaginell, iliensis 97,1
12 Pseudoglutamicibacter cumminsii 99,9 AgInelia massIiensis ’ 0 (Pseudoglutamicibacter cumminsii) 97,1 735
Weeksella sp. 97,1
13 Prevotella bivia 99,9 Staphylococcus hominis 99,3 0 (Prevotella bivia) 99,3 717
ORTALAMA 96,06 98,80 76,00 22,80 611

*BLAST yapilan baz uzunlugu 500 bp’nin altinda olan suslar.
KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search
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4.1.3. Kiitle spektrometrisi ile tiir/cins ayrim yapilamayan suslar

Kiitle spektrometrisinin farkli yiizdeler vererek arada kaldigi toplam 12 sus (% 9,5)
bulundu (Tablo 4.1.3.1.).

Yedi susta 2 tiir arasinda kald1 ve dizi analizi tiirlerden birini dogruladi. Bu suslarin

detay1 asagida belirtildigi sekildedir. Bu suslar;

e Ug adet Achromobacter xylosoxidans (%50)/Achromobacter dentrifikans (%50)
suslar1 dizi analizinde Achromobacter xylosoxidans (>%99 benzerlik orani)

olarak tanimlandi.

e Chryseobacterium gleum (%50)/ Chryseobacterium indologenes (%50) susu dizi
analiziyle Chryseobacterium gleum (>%98) olarak;

o FE.coli (%50,1)/Citrobacter freundi (%649,9) susu dizi analiziyle Citrobacter
freundii (>%98) olarak;

® Bacteroides ovatus/ xylanisolvens susu Bacteroides xylanisolvens (>%98)olarak;

e Bacillus altitudinis/pumilus susu Bacillus pumilus (>%98) olarak tanimlanda.

Iki susta dizi analizi cins diizeyini dogrularken tiir diizeylerini farkli tanmimladi. Bu

suslarin detay1 asagida belirtildigi sekildedir. Bu suslar;

e Bacillus altitudinis/pumilus susu dizi analizi ile Bacillus safensis (>%97) olarak
tanimlandi.
e %66 yiizde vererek tanimladig1 Chryseobacterium indologenes susu dizi analizi ile

Chryseobacterium arthrosphaerae (>%99) olarak tanimlandi.
Bir susta dizi analizi cins diizeyinde farkli tanimladi. Bu sus;

e Parvimonas micra (%50,1)/Cupriavidus necator( %49,9) susu dizi analizi ile

Citrobacter koseri (>%99) olarak tanimlandi.

Iki susta dizi analizi, KS ile ayn1 suslar arasinda kaldi. Bu suslarin detayr asagida

belirtildigi sekildedir. Bu suslar;
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Bacteroides ovatus/ xylanisolvens susunun dizi analiz sonucunda Bacteroides

ovatus (%98,78)/ Bacteroides xylanisolvens (%98,78) ayn1 benzerlik ylizdesine

sahipti.

Hafnia paralvei (%33,3)/Obesumbacterium proteus (%33,3)/Hafnia alvei (%33,3)

susunun dizi analizinde de; Hafnia paralvei (%100)/Obesumbacterium sp.

(%100)/Hafnia alvei (%100) ayn1 benzerlik yiizdelerine sahipti.

Tablo 4.1.3.1. Kiitle spektrometrisinin tiir/cins ayrimi yapamadig1 suglar

Dizi KS’nin tammladig BLAST
SUS KS .. - . P A
NO KS (%) Dizi Analizi Analizi tiiriin dizi analizi Baz
° (%) yiizdesi Uzunlugu

E.coli 50,1 ] S .. .

1 Citrobacter freundii 499 Citrobacter freundii 98,7 96,7 (E. coli) 525
Achromobacter xylosoxidans 50,0 . N

2 Achromobacter denitrificans 50.0 Achromobacter xylosoxidans 99,3 99,0 (4. denitrificans) 728
Achromobacter xylosoxidans 50,0 . o

3 AchroRecer denit 50.0 Achromobacter xylosoxidans 99,1 98,9 (A. denitrificans) 735
Achromobacter xylosoxidans 50,0 . o

4 Achromobacter denitrificans 50,0 Achromobacter xylosoxidans 99,0 98,9 (A. denitrificans) 725
Chryseobacterium gleum 50.0

5 Chryseobacterium 5 0’0 Chryseobacterium gleum 98,9 97,4 (C. indologenes) 739
indologenes ’

6  Bacillus altitudinis/pumilus 99.9  Bacillus pumilus 98,6 98,0 (B. altitudinis) 649

. . . . . 97,2 (B. altitudinis)

7 Bacillus altitudinis/pumilus 99,9  Bacillus safensis 97,6 97.4 (B. pumilus) 684

8 Bacte(ozdes ovatus/ 99,9  Bacteroides xylanisolvens 98,0 97,9 (B. ovatus) 612
xylanisolvens

9 Bactef’otdes ovatus/ 99,9 Bacteroides xylanisolvens/ovats 98,7 - 739
xylanisolvens

10 Chryseobactermm 66.0 Chryseobacterium 99,1 97,6 (C. indologenes) 577
indologenes arthrosphaerae
Parvimonas micra 50,1 ., . 87,6 (P. micra)

1 Cupriavidus necator 49,9 Citrobacter koseri 99,3 82,0 (C. necator) 741
Hafnia alvei 33,3  Hafnia alvei 100,0

12 Hafnia paralvei 33,3 Hafnia paralvei 100,0 - 683
Obesumbacterium proteus 33,3 Obesumbacterium sp. 100,0

KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

4.1.4. Kiitle spektrometrisi ile tanimlanamayan suslar

Calismamiza dahil edilen 126 susun 10’u (%7,9) KS ile tanimlanamadi. Kiitle

spektrometrisi ile tanimlanamayan 10 sustan 4 i dizi analizi ile Delftia lacustris,

Flavobacterium lindanitolerans, Oligella urethralis, Helcococcus kunzii olarak

tanimlandi1 (>97 benzerlik orani). 5 susta ayn1 benzerlik oranina sahip birden fazla

cins/tiir saptandi. 1 sus ise sadece cins diizeyinde (Corynebacterium sp.) >97%

benzerlik orani ile tanimlandi (Tablo 4.1.4.1.).
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Tablo 4.1.4.1. Kiitle spektrometrisi ile tanimlanamayan suslarin dizi analizi sonuglar

Dizi BLAST

?\Ili)s KS Dizi Analizi Analizi Baz NOT
(%) Uzunlugu
1 Okumadi  Corynebacterium sp. 97,2 536 KS veritabaninda Corynebacterium sp. Mevcut
VITEK® 2 Compact sistemi ile Saprochaete
Afipia broomeae 971 clavata olarak tamimlandi.
2 Okumadi P R ? 549 Afipia broomeae KS veritabaninda mevcut degil
Bradyrhizobium sp. 97,1 . T .
fakat; Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium denitrificans mevcut
. - 97,3 VITEK® 2 Compact sistemi ile Nocardia sp.
Nocardia farcinica
3 Okumadi Nocardia kroppenstedtii 97,3 661 olarak tanimlandi.
'a kropp . 97,3 KS veritabaninda Nocardia tiirleri mevcut
Nocardia otitidiscaviarum
. . KS veritabaninda Delftia lacustris mevcut degil
4 Okumadi  Delftia lacustris 98,3 696 (Sadece Delfiia acidovorans meveut)
Pseudomonas stutzeri 99,4 VITEK® 2 Compact sistemi ile Acinetobacter
5 Okumadi  Pseudomonas songnenensis 99,4 735 Iwoffii olarak tammlandi.
Pseudomonas xanthomarina 99,4 KS veritabaninda Pseudomonas stutzeri mevcut
sadece
VITEK® 2 Compact sistemi ile %50
Flavobacterium Chryseobacterium indologenes %50
6 Okumadi R , 97,2 726 Brevundimonas diminuta olarak tammlandi.
lindanitolerans . -
KS de sadece Flavobacterium columnare ile
Flavobacterium psychrophilum mevcut
VITEK® 2 Compact sistemi ile Low discrim %50
Kocuria rosea %50 d. nishino/k.sed (Dermacoccus
7 Okumad Actmomycetm.chtermm 93,0 713 nishinomiyaensis/Kytococcus sedentarius ) olarak
Nocardia farcinica 93,0 tanimlandi.
Nocardia farcinica KS veritabaninda mevcut iken;
Actinomycetia bacterium mevcut degil
Enterococcus hu{anens is 99,8 Enterococcus avium/ hirae KS veritabaninda
8 Okumadi  Enterococcus avium 99,8 540 mevcut iken; Enterococcus hulanensis mevcut
Enterococcus hirae 99,8 desil
i
9 Okumad1  Oligella urethralis 99,2 604 Oligella urethralis KS veritabaninda mevcut
10 Okumadi  Helcococcus kunzii 98,8 579 Helcococcus kunzii KS veritabaninda mevcut

KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search

4.2. Dizi Analiz Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

16S rRNA gen bolgesinin dizi analiz sonuglari, NCBI BLAST'taki benzerlik
yiizdelerine gore 3 farkli tanimlama kriteri olusturularak yapildi.

Tanimlama Kriteri 1:
BLAST ile tiir diizeyinde tanimlama yapilirken >%99 benzerlik orani sinir deger kabul
edilirken; cins diizeyinde tanimlamada >%97 oranindaki dizi benzerlikleri sinir deger

kabul edildi. Dizi benzerlik orani <%97 olmasi tanimlanamama kriteri olarak kabul

edildi.
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Toplamda 111(%88,1) sus cins diizeyinde tanimlandi. 52 sus (% 41,2) yalnizca cins
diizeyinde tanimlanirken, 50 sus (% 39,6) tiir diizeyinde tanimland1. 9 susta (% 7,1)
ayn1 benzerlik yiizdesine sahip iki veya daha fazla tiir bulundugundan tiirler arasinda
net bir ayrim yapamadi. 6 susta (%4,7) ayn1 benzerlik yiizdesine sahip iki veya daha
fazla cins bulundugundan cins diizeyinde ayrim yapamadi. 9 sus (% 7,1) benzerlik

orani <97 oldugundan tanimlanamadi olarak kabul edildi (Tablo 4.2.1.).

Tanimlama Kriteri 2:

GenBank'ta tiir diizeyinde tanimlama yapilirken >%97 benzerlik orani sinir deger
kabul edilirken; cins diizeyinde tanimlamada >%95 oranindaki dizi benzerlikleri sinir

deger kabul edildi. Dizi benzerlik oran1 <%95 olmasi hali ise tanimlanamama kriteri

olarak kabul edildi.

Toplamda 116 (%92,1) sus cins diizeyinde tanimlandi. 6 sus (% 4,7) yalnizca cins
diizeyinde tanimlanirken, 93 sus (% 73,8) tiir diizeyinde tanimlandi. 17 susta (%13,4)
tiirler arasinda net bir ayrim yapamadi. 6 susta (%4,7) cins diizeyinde net bir ayrim
yapamadi. 4 sus (% 3,1) benzerlik oran1 <95 oldugundan tanimlanamadi olarak kabul

edildi (Tablo 4.2.1.).
Tanimlama Kriteri 3:

GenBank'ta tiir ve cins tanimlamasi i¢in sinir deger kabul edilmeden eslesen en

yiiksek benzerlik yiizdesi baz alindi. 126 sus tiir/cins diizeyinde tanimlandi.

Toplamda 119 (%94,4) sus cins dlizeyinde tanimlandi. 2 (%1,5) sus yalnizca cins
diizeyinde tanimlanirken. 99 (% 78,5) sus tiir diizeyinde tanimlanirken, 18 susta
(%14,2) tiirler arasinda net bir ayrim yapamadi. 7 (%35,5) susta cins diizeyinde net bir

ayrim yapamadi (Tablo 4.2.1.).
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Tablo 4.2.1. Dizi analizinde belirlenen kriterlere gore tiir/cins diizeyinde tanimlanan

sus sayilari

Tanimlama Kriteri 1 Tammlama Kriteri 2 Tanimlama Kriteri 3

Tammlamalar (%99 Tiir, >%97 (%97 Tiir, >%95 Eslesen en yiiksek

Cins)n Cins) n yiizde* n

Tiir diizeyinde tanimlanabilen sus 50 (%39,6) 93 (%73,8) 99 (%78,5)

Yalnizca cins diizeyinde tanimlanabilen sus 52 (%41,2) 6 (%4,7) 2 (%L.5)

Cins ayrimi1 yapilamayan sus 6 (%4,7) 6 (%4,7) 7 (%5,5)

Tiir ayrimi yapilamayan sus 9(%717,1) 17 (%13,4) 18 (%14,2)

Tanimlanamayan sus 9 (% 7,1) (<97) 4 (% 3,1) (<95)

TOPLAM 126 126 126

*Tiim suglarda minimum %88 eslesme goriildii.

4.2.1. Blast yapilan dizi uzunlugu ortalamalari

Dizi analizi yapilan 126 susun NCBI’da BLAST yapilan dizi uzunlugu ortalamalari
604 tiir. Kiitle spektrometrisi ile cins diizeyinde uyum bulunan suslarin dizi uzunlugu
ortalamasi1 600 iken; tiir diizeyinde uyumlu bulunan suslarin dizi uzunlugu ortalamasi
588’dir (Tablo 4.1.1.1.; Tablo 4.1.1.2.). Cins ve tir diizeyinde farkli tanimlanan
suslarin dizi uzunlugu ortalamalari ise 611°dir (Tablo 4.1.1.2; Tablo 4.1.2.1.).

Calismamizda 22 adet susun dizi uzunlugu 500 bp’nin altinda olmasina ragmen veri
elde edilebildi. 19 adet sus (13 sus >%97 benzerlik ile) KS ile tiir diizeyinde uyumlu
olarak tanimlanirken; suslardan 1’1 cins diizeyinde ayni, tiir diizeyinde farkli saptandi.

2 sus ise her iki yontemle cins diizeyinde farkli saptandi.

4.2.2. Dizi analizinde tiir/cins ayrimi yapilamayan suslar
Dizi analizinde tiir/cins diizeyinde ayrim yapilamayan sus sayisi belirledigimiz

kriterlere gore degisiklik gosterdi.
Sonuclarin tanimlama Kriteri 1’e gore degerlendirilmesi:

Dizi analizinde 17 susta ayn1 benzerlik oran1 verilerek tiir/cins ayrimi yapilamadi.
e 6 susta ayni benzerlik ylizdesi ile 2 veya daha fazla cins arasinda kalarak ayrim
yapamadi (2 susta 3 farkl: cins diizeyi arasinda kalirken, 4 sus icin 2 farkl cins

diizeyi arasinda kaldr).
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9 susta ise tiirler arasinda net bir ayrim yapamadi. Staphylococcus, Aerococcus,
Microccous, Pseudomonas (2 sus), Chryseobacterium olmak iizere toplamda 6
susta sadece 2 tiir arasinda kalirken; Nocardia, Pseudomonas, Enterococcus

olmak iizere 3 susta 3 tiir arasinda kalarak net bir tlir ayrim1 yapamadi.

Sonuc¢larin tanmmlama Kriteri 2’ye gore degerlendirilmesi:

Dizi analizinde 23 susta ayn1 benzerlik orani verilerek tiir/cins ayrimi yapilamadi.

6 susta ayni benzerlik ytlizdesi ile 2 veya daha fazla cins arasinda kalarak ayrim
yapamadi (2 susta 3 farkli cins diizeyi arasinda kalirken, 4 sug igin 2 farkl: cins
diizeyi arasinda kaldh).

17 susta ise tlirler arasinda net bir ayrim yapamadi. Staphylococcus,
Aerococcus, Corynebacterium, Microccous, Pseudomonas (3  sus),
Chryseobacterium, Citrobacter, Herbaspirillum, Bacteroides olmak {izere
toplamda 11 susta sadece 2 tiir arasinda kalirken; Nocardia (3 sus), Delftia,
Pseudomonas, Enterococcus olmak tizere 6 susta 3 tiir arasinda kalarak net bir

tiir ayrimi yapamadi.

Sonuclarin tanimlama Kkriteri 3’e gore degerlendirilmesi:

Dizi analizinde 25 susta ayni benzerlik orani verilerek tiir/cins ayrimi yapilamadi.

7 susta ayn1 benzerlik yiizdesi ile 2 veya daha fazla cins arasinda kalarak ayrim
yapamadi (2 susta 3 farkli cins diizeyi arasinda kalirken, 5 sus icin 2 farkl cins
diizeyi arasinda kaldh).

18 susta ise tlirler arasinda net bir ayrim yapamadi. Staphylococcus,
Aerococcus, Corynebacterium, Microccous, Pseudomonas (2  sus),
Chryseobacterium, Citrobacter, Herbaspirillum (3 sus), Bacteroides olmak
lizere toplamda 12 susta sadece 2 tiir arasinda kalirken; Nocardia (3 sus),
Delftia, Pseudomonas, Enterococcus olmak iizere 6 susta 3 tiir arasinda kalarak

net bir tiir ayrim1 yapamadi.
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4.3. Kiitle Spektrometrisi ve Dizi Analizi Sonuclarmmin Kriterlere Gore

Karsilastirilmasi

Bakterilerin tanimlanmasinda iki yontem arasindaki cins ve tiir diizeyinde uyum, 3

farkli tanimlama kriteri ile elde edilen sonuglara gore degerlendirildi.
Sonug¢larin tanmmmlama Kriteri 1’e gore degerlendirilmesi:

126 susun 93’1 (%73,8) cins diizeyinde uyumlu bulunurken; 41 sus (%32,5) tiir
diizeyinde uyumlu saptandi. 7 sus ise (%35,5) tiir diizeyinde farkli tanimlandi. 3 susta
ise KS sadece cins diizeyinde tanimlama yaparak tiir ad1 vermedi. 13 sus ise (%10,3)

her iki yontemle cins diizeyinde farkli tanimlandi (Tablo 4.3.1.).

Benzerlik ylizdesi <%97 olan 9 sus (7’si her iki yontemde tiir diizeyinde uyumlu; 1°i
cins diizeyinde uyumlu, 1’1 KS ile tanimlanamayan sus) dizi analizinde tanimlanamadi

olarak kabul edildi (Tablo 4.3.1.).

Iki susta ise cins/tiir diizeyinde uyum/uyumsuzluk kategorisi net olarak belirlenemedi.
Dizi analizinde birden fazla cins/tiir saptanmasi1 halinde yiiksek benzerlik oranina
sahip sus tanimlamada kabul edildi. Ancak 2 susta dizi analizinde ayni benzerlik

oranina sahip birden fazla cins/tiir saptandu.

Kiitle spektrometrisi ile tanimlanan Escherichia fergusonii susunun dizi analizinde;
Escherichia fergusonii, Escherichia coli, Shigella flexneri, Enterobacter hormaechei
olmak {izere ayni1 benzerlik oranina sahip (%99,84) 4 tiir saptand1 (Tablo 4.1.1.1.).
Escherichia coli susunun dizi analizinde; Escherichia coli, Shigella dysenteriae olmak
tizere ayni benzerlik oranina (%100) sahip 2 tiir saptandi. Bu suslar i¢in her 3
tanimlama kriterinde de cins/tiir diizeyinde uyum/uyumsuzluk kategorisi net olarak

belirlenemedi (Tablo 4.1.1.1.).
Sonuclarin tanimlama Kkriteri 2’ye gore degerlendirilmesi:

126 susun 98’1 (%77,7) cins diizeyinde uyumlu bulunurken; 75 susun (%59,5) tiir
diizeyinde uyumlu oldugu, 14 (%11,1) susun ise tiir diizeyinde farkli tanimlandig:
goriildi. 4 susta ise KS sadece cins diizeyinde tanimlama yaparak tiir ad1 vermedi

(Tablo 4.3.1.).
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13 sus ise (%10,3) her iki yontemle cins diizeyinde farkli tanimlandi. Benzerlik
yiizdesi <%95 olan 4 sus (3’1 her iki yontemde de tiir diizeyinde uyumlu;1°i KS ile

tanimlanamayan sus) dizi analizinde tanimlanamadi olarak kabul edildi (Tablo 4.3.1.).
Sonug¢larin tanmmlama Kriteri 3’e gore degerlendirilmesi:

126 susun 101’1 (%80,1) cins diizeyinde uyumlu bulundu. 101 susun 82’si (%65,1) tiir
diizeyinde de uyumlu bulunurken; 18 sus (%14,2) ise tiir diizeyinde farklilik gosterdi.
Myroides sp. susu her iki yontemle de tiir diizeyinde tanimlanamadigi igin tiir
diizeyinde karsilastirma yapilamadi.

126 susun 13’1 (%10,3) her iki yontemde cins ve tiir diizeyinde farkli tanimlandi
(Tablo 4.3.1.).

Tiim kriterlere gore tiir diizeyinde farkli tanimlanan suslarda KS’nin giiven aralig
ortalamasi %98,11 iken; dizi analizinde benzerlik yiizdesi %98,54 idi (Tablo 4.1.1.2.).
Dizi analizinde en yiiksek benzerlik oranina sahip sus tanimlamada kabul edildi.
Ancak iki yontemle tiir diizeyinde farkli saptanan suslarda; dizi analizinde daha diisiik
benzerlik yilizdesinde KS ile ayni tiir saptandi. Bu tiirlere karsilik gelen benzerlik
yiizdelerinin ortalamasi ise %97,22°dir. Sadece %1,32’lik fark oldugu goriildii (Tablo
4.1.1.2)).

Tiim tanimlama kriterlerine gore cins diizeyinde farkli bulunan 13 susta KS % 96,06
giiven degeri ile tamimlarken; dizi analizinde ortalama %98,80 benzerlik yiizdesi ile
tanimlandi. Ancak iki yontemle tiir diizeyinde farkli saptanan suslarda; dizi analizinde
daha diisiik benzerlik yilizdesinde KS ile ayni tiir saptandi. Bu tiirlere karsilik gelen
benzerlik yilizdelerinin ortalamasi ise %76 dir. Farkin %22,80 oldugu goriildii (Tablo
4.1.2.1.).
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Tablo 4.3.1. iki yontem arasinda cins ve tiir diizeyindeki uyumun, ii¢ farkli tanimlama

kriteri ile degerlendirilmesi

Tammlama Kriteri 1

Tammlama Kriteri 2

Tammlama Kriteri 3

Tammlamalar (%99 Tiir, >%97  (2%97 Tiir,>%95  Eslesen en yiiksek
Cins) n (%) Cins) n (%) yiizde*n (%)
Tiir diizeyinde uyumlu sus 41 (32,5) 75 (59,5) 82 (65,1)
Cins diizeyinde uyumlu sus 93 (73,8) 98 (77,7) 101 (80,1)
Tiir diizeyinde uyumsuz sus 7 (5,5) 14 (11,1) 18 (14,2)
Cins diizeyinde uyumsuz sus 13 (10,3) 13 (10,3) 13 (10,3)
Tanimlanamayan sus 9 4 -

*Tiim suglarda minimum %88 eslesme goriildii.

4.4. Dizi Analizi Sonuglari ile Tiirii/Alt Tiirii Belirlenen Suslarin KS Sonuglari ile

Karsilastirilmasi

Tiir diizeyi KS ile belirlenemeyen 3 adet susun (Lacticaseibacillus, Granulicatella,

Mpyroides) dizi analizi ile tiir diizeyleri tanimlanirken (Lacticaseibacillus rhamnosus,

Granulicatella adiacens, Myroides odoratimimus) (>98 benzerlik orani); 2 adet susun

da alttiirleri Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agona, Lactococcus lactis

subsp. lactis (>99 benzerlik oran1) tanimlandi (Tablo 4.4.1.).

Tablo 4.4.1. 16S rRNA dizi analizi sonuglari ile tiirii/alt tiirli belirlenen suslar

SNI:)s KS (I;,S) Dizi Analizi Dizi(;)r;alizi B;QS[;[Z:;]I‘):;F
1 Lacticaseibacillus 99,9 Lacticaseibacillus rhamnosus 99.4 709
2 Granulicatella sp. 99,9 Granulicatella adiacens 99,8 610
3 Lactococcus lactis 99,9 Lactococcus lactis subsp. lactis 100,0 641
4 Mpyroides sp. 99,9 Myroides odoratimimus 98,2 623
5 Salmonella enterica subs. 99.9 Salmonella enterica subsp. enterica 99.2 639

enterica

serovar Agona

KS: Kiitle spektrometrisi; BLAST: Basic Local Alignment Search
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4.5. Metodlara Gore Tanimlama Siireleri

Kiitle spektrometrisi ile tanimlama da gegen siire 10-20 dk/sus iken; 16S rRNA

dizilemesinde tanimlama i¢in gegen siire 8-12 saat/sustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Zor tanimlanan mikroorganizmalarin son zamanlarda artmasi, tedavide gecikmelere
sebep olabilmekte ve mortalite oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu durum,
konvansiyonel yontemlerle tanimlanmasinda zorluk ¢ekilen bu etkenlerin
tanimlanmas1 i¢in yeni yontemler gelistirme ihtiyacini ortaya c¢ikarmistir. Bu tiir
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda altin standart molekiiler yontemler olmakla
birlikte uygulama zorluklari, maaliyet gibi nedenlerden dolay1 rutin laboratuvarlarda
uygulanmasi zordur (Costa ve ark., 2022). Uzun yillar kimya alaninda kullanilan kiitle
spektrometrisinin, soft iyonizasyon teknikleriyle (MALDI) birlestirilmesiyle
gelistirilen KS sistemi; son yillarda mikroorganizmalarin tanimlanmasindaki ytiksek
hassasiyeti, uygulama kolayligi, hizli tanimlama yapabilmesi nedeniyle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullanima girmistir ve geleneksel tanimlamanin yerini alabilecek
umut verici bir yontem olarak kabul edilmektedir. (Cherkaoui ve ark., 2010; Eigner ve

ark., 2009).

Kiitle spektrometrisi ile tek bir koloniden tanimlama yapilabilmesi, Orneklerde
tanimlanabilen koloni sayilarinin artmasi 6zellikle de polimikrobiyal tiremelerde tiim
izolatlarin ayni anda tanimlanabilmesi biiyiik bir avantajdir (Kostrzewa ve ark., 2019).
Kiitle spektrometrisinin tanimlamadaki performansin1 degerlendirmek amaciyla 1660
sus ile yapilan ¢alismada, KS sonuglar1 konvansiyonel yontemlerle (gram boyama,
API, Vitek 2 sistem) karsilastirilmis ve KS’nin tanimlama igin gereken siireyi 55 kat
azaltirken, maaliyeti 5 kat azalttigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda konvansiyonel
yontemlerle tanimlanabilen sus sayisindan 2,5 kat daha fazla tiir tanimladigim

gostermislerdir (Seng ve ark., 2013).

Ozellikle tamimlanmasi zor, atipik biyokimyasal profil sergileyebilen veya klinikte
nadir karsilasilan bakterilerin tanimlanmasinda geleneksel yontemler yorucu ve zaman
alic1 olabildiginden hatta tiim yontemlere ragmen tanimlanamadigindan; bu suslarda
KS ile tanimlamanin Onemi artmaktadir. Yeni ortaya c¢ikan patojenlerin

tanimlanmasinda da KS’nin faydali olabilecegi ¢alismalarda gosterilmistir: 2011
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yilinda yeni bir tiir olan Elizabethkingia anophelis KS kullanilarak tanimlanmigtir. O
donemdeki ticari tanimlama sistemleri Elizabethkingia tiirlerini giivenli bir sekilde
ayirt edemezken, E. meningoseptica ve E. miricola ile yakindan iliskili olan bu tiir
Atlanta’daki bir veri tabani kullanilarak KS tarafindan tanimlanmistir (Perrin ve ark.,
2017). Bu durum ortaya ¢ikan yeni bir patojen i¢in KS’nin hizli bir sekilde
uyarlanabildigini, yalnizca arastirma amagcli kullanilan RUO sisteminin veritabaninin
da boyle durumlarda yeni patojenleri tanimlamaya yardimci olabildigi goriilmiistiir
(Ceng ve ark., 2019). Rutin kullanima girmis olsa da ozellikle nadir goriilen ve
tanimlanmasi zor olan bakterilerin tanimlanmasinda, literatiirde KS’nin performansini
altin standart molekiiler yontemlerle karsilagtiran ¢ok az sayida calisma mevcuttur

(Lau ve ark., 2014;Ye ve ark., 2018).

Dizi analizini referans yontem kabul ederek KS’nin performansini degerlendiren
calismalarda: Naifang ve ark. yaygin olmayan/tanimlanmasi zor 180 klinik izolatta
KS’nin suslarin %84,4’tinti tiir diizeyinde dogru bir sekilde tanimladigi, %12,8’1
yalnizca cins diizeyinde tanimladigini belirttiler. %1,7 izolat yanlis tanimlanirken,
%1,1 izolat tanimlanamamistir (Ye ve ark., 2018). Lau ve ark. fenotipik testlerle
tanimlanmasi zor olan 67 bakteri ile yaptiklar1 ¢alismada suslarin %45°1 tiir diizeyinde
KS ile dogru bir sekilde tanimlanirken, %30°u yalnizca cins diizeyinde tanimlanmistir.
%6’s1nda izolat yanlis tanimlanirken, %19’unda tanimlama yapilamamistir (Lau ve
ark., 2014). Bizzini ve ark. zor tanimlanan 410 bakteriyel sus ile yaptiklar1 ¢alismada
suslarin %62’sini tiir diizeyinde uyumlu bulurken, %9,6’sin1 yalnizca cins diizeyinde
uyumlu bulmuslardir. izolatlarn  %32,4’iinde giivenilir bir tanimlama elde
edememislerdir (Bizzini ve ark., 2011). Costa ve ark. 97 sus ile yaptiklar
calismalarinda KS %27,84'inii tlir diizeyinde; %47,42’sini cins diizeyinde
tanimlamistir. 1ki (%2,06) sus yanlis tanimlanirken, %22,68 izolat tanimlanamamigtir
(Costa ve ark., 2022). Yapilan bu ¢alismalarda uyum oranlarinda biiyiik farkliliklar
goriilmektedir. Clinkii Naifang Ye ve ark ile A. Bizzini ve ark dizi analiz sonuglarini
degerlendirirken tiir/cins diizeyinde tanimlamada bir sinir deger belirlemezken; Costa
ve ark. c¢alismalarinda tiir diizeyinde tanimlamada >%98,7; cins diizeyinde
tanimlamada >%96 benzerlik oranini sinir deger kabul etmis; Lau SKP ve ark. ise tiir

diizeyi i¢in >99% smnir degerini baz alirken, cins diizeyinde siir deger
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belirlememislerdir (Bizzini ve ark., 2011; Costa ve ark., 2022; Lau ve ark., 2014; Ye
ve ark., 2018).

Dizi analizinin degerlendirildigi farkli c¢alismalarda farkli kesme ylizdeleri
kullanilmistir: Drancourt ve ark. ¢evresel ve klinik olarak tanimlanamayan
bakterilerde 16S rDNA dizi analizinin faydasii degerlendirirken tiir ve cins
tanimlamast i¢in sirastyla >%99 ve >%97 dizi benzerliklerini sinir deger alirken; bazi
calismalar tiir diizeyi i¢in %97 benzerlik diizeyini 6nermektedir. (Drancourt ve ark.,
2000; Stackebrandt ve Goebel, 1994). Janda ve Abbott, tiir tanimlamasi igin kriter
olarak minimum >%99 ve ideal olarak >%99,5 dizi benzerliginin kullanilmasini
onermislerdir (Janda ve Abbott, 2007). Dizi analiz sonuclarinin degerlendirilmesinde

siir deger kullanilmayan baska calismalar da mevcuttur (Tang ve ark., 1998).

Calismamizda dizi analizi sonuglarin1 degerlendirmede net bir esik deger mevcut
olmamasi nedeni ile farkli tamimlama kriterleri olusturarak sonuglarimizi
degerlendirdik. Bu agidan ¢alismamiz literatiirde bu konuda yapilan ilk ¢alisma olma
ozelligi tasimaktadir ve elde ettigimiz veriler dizi analiz ¢alismalarinda yol gosterici

olacaktir.

Calismamizda farkli tanimlama kriterlerine gére cins/tiir diizeyinde uyumlu/uyumsuz
sus oranlar1 degisiklik gosterdi. Tiir diizeyinde tanimlama i¢in >%99, cins diizeyinde
tanimlamada >%97 benzerlik orani sinir deger kabul edildiginde (TKI1); cins
diizeyinde %73,8; tiir diizeyinde %32,5 oraninda uyum saptandi. Tir tanimlama igin
>%97, cins diizeyinde tanimlamada >%95 benzerlik orani smir deger kabul
edildiginde (TK2); hem cins (%77,7) hem tiir diizeyinde (%59,5) uyum oraninda artis
saptandi. ki yontem arasindaki cins ve tiir diizeyindeki en yiiksek uyum tanimlama
icin herhangi bir sinir deger belirlenmediginde (TK3) goriildii (cins diizeyinde %80,1;
tiir diizeyinde %65,1). Her 3 kriterde de cins diizeyinde yanlis tanimlama oran1 %10,3

idi (Tablo 4.3.1.).

Calismamizda saptadifimiz uyum oranlarini degerlendirdigimizde; TK1’de diger

calismalara kiyasla diisiik uyum oranlart mevcuttu (Lau ve ark., 2014; Ye ve ark.,
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2018). Tanimlama kriteri 2°de bazi ¢aligmalara gore uyum oranlar yiiksek iken, bazi
calismalara gore diisik bulundu (Bizzini ve ark., 2011; Costa ve ark., 2022).
Tanimlama kriteri 3’de ise genel olarak diger calismalara gore yiiksek uyum
oranlariin oldugu goriildii (Bizzini ve ark., 2011; Costa ve ark., 2022; Lau ve ark.,
2014). Kargsilastirllan c¢aligmalarla uyum oranlarimizdaki farkliligin, diger

calismalarda net bir kriter belirlenememis olmasindan kaynaklandigini diisiindiik.

Calismamizda tiir/cins diizeyinde tanimlanan sus sayilarinin 3 kritere gore degisiklik
gostermesi, uyum oranlarinin da degismesine sebep olmustur (Tablo 4.2.1.; Tablo
4.3.1.). Ornegin calismamizda dizi analizinde %98,25 benzerlik oraniyla tiir diizeyinde
tanimlanan Sphingobacterium multivorum susu; tamimlama kriteri 1’de benzerlik
yiizdest tiir tanimlamasi i¢in gereken esigin (=%99) altinda oldugundan cins diizeyinde
tanimlanabildi. Ancak bu sus tanimlama kriteri 2’ye gore tiir tanimlanmasi igin
gereken esigin (>%97) ustiinde oldugundan tir diizeyinde tanimlandi. Suslarin
%38,8°1(49/126) dizi analizi ile tiir diizeyinde tanimlanmasina ragmen kriter 1 de cins
diizeyinde tanimlandi. Kriter 2° ye gore ise sadece 6 sus (%0,05) tiir diizeyinde
tanimlanmasina ragmen cins diizeyinde tanimlandi. Kriterlerin sinir degeri
yiikseldikge, tiir diizeyinde tanimlanan sus sayisi azalirken, cins diizeyinde tanimlanan
sus sayisi artti. Tanimlamada sinir deger yiikseldikge, sonuglarin her ne kadar daha
giivenilir oldugu diisiiniilse de tiir diizeyinde tanimlanabilen sus sayisinda belirgin bir

kayip olmaktadir (Janda ve Abbott, 2007).

Literatiirde halen tanimlamada kabul edilebilir sinir deger konusunda bir fikir birligi
bulunmamaktadir (Drancourt ve ark., 2000; Janda ve Abbott, 2007; Stackebrandt ve
Goebel, 1994). Dizi analizi ile bakteri tanimlanmasinda net bir esik degerin olmamasi,
calismalarda belirlenen simir degerlerin birbirinden farklilik gostermesi veya simir
deger kullanilmamasi, sonuglarin saglikli bir sekilde kiyaslanmasini 6nlemektedir
(Costa ve ark., 2022; Drancourt ve ark., 2000; Tang ve ark., 1998). Bu durum
caligmalarda bakterilerin tiir/cins diizeyinde tanimlanmasinda farkli uyum oranlarinin
goriilmesini aciklayabilmekte ve dizi analizi ile giivenilir sonuglar elde edilebilmesi
icin sonuglarin degerlendirilmesinde belli bir standart olusturulmasi gerektigini

gostermektedir (Drancourt ve ark., 2000; Lau ve ark., 2014; Ye ve ark., 2018).

54



Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar da diger calismalarla benzer sekilde
olusturulan kriterlere gore dizi analiz sonuglarinin degistigini, sonug¢larin dogru bir
sekilde yorumlanmasi ve yapilan ¢alismalar ile saglikli bir sekilde kiyaslanabilmesi

icin standart bir tanimlama kriterinin belirlenmesi gerektigini gdsterdi.

Dizi analizi ile ilgili yapilan ¢alismalarda benzer dizilere sahip olup bir sonraki en
yakin tir eslesmesi ile arasinda %0,5-1 fark bulunan sonuglarda net bir tiir
belirlemenin ¢ok zor oldugu belirtilmektedir (Palys ve ark., 1997;Woo ve ark., 2008).
Bizim c¢aligmamizda da 15 sus (%]11,9) tiir diizeyinde farkli tanimlandi. Ancak dizi
analiz sonuglarinda bu suslar i¢in daha diisiik benzerlik yiizdesinde KS ile ayni tiir
tanimlandi. Bu suslarda dizi analizinde iki tlir arasindaki benzerlik ylizdelerinin

farkinin %1,32 oldugu goriildii (Tablo 4.1.1.2.).

Janda ve Abbott ¢aligmalarinda bir sonraki en yakin tiire ait yiizdelik fark <%0,5
(>%299,5 benzerlik) olan eslesmeler icin, bu kadar kiiciik farkliliklarda, en yiiksek
benzerlik oranina sahip eslesmenin kesin tanimlama olarak kabul edilmesinin yanlis
olabilecegini soylediler ve nihai tiir tanimlamasinda fenotip gibi diger baska
ozelliklerin dikkate alinmas1 gerektigini onerdiler (Janda ve Abbott, 2007). Bu bilgiler
dogrultusunda c¢alismamizda her iki yontemin tiir diizeyinde farkli tanimladigi 15
susta, KS’nin tanimladig: tiirlerin benzerlik yiizdeleri, dizi analizinde eslesen en
yiiksek benzerlik oranina ¢ok yakin oldugundan (%1,32); KS’in tiir diizeyinde bu
suslart dogru tanimlayip tanimlamadiginin net olarak belirlenebilmesi i¢in i¢in tim
genom analizine ihtiya¢ vardir. Calismamizda cins diizeyinde farkli tanimlanan 13
susta (%10,3) ise Dizi analizinde iki cinsin benzerlik yiizdesi arasindaki farkin %22,80
oldugu goriildi (Tablo 4.1.2.1.). Bu farkin tiir diizeyinde farkli tanimlanan suslarda
mevcut olan farktan ¢ok daha biiyiik oldugu goriildii.

Cins diizeyinde tanimlamada yapilan bu hatalar bazen tedavi agisindan yanlis
uygulamalara neden olabilmektedir (Thaden ve ark., 2017). Calismamizda cins
diizeyinde farkli saptadigimiz suslardan 5’1 (5/13) taksonomik olarak ayni aileye ait

iken 8 sus ise filogenetik agidan birbirine ¢ok daha uzakti.
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Ayni filogenetik aileye mensup olan suslardan 4’ii Enterobactericeae ailesinden iken
1’i Bacillacaceae ailesindendi. Kiitle spektrometrisinin Pluralibacter gergoviae,
Raoultella ornithinolytica, Leclercia adecarboxylata olarak tanimladig1 3 sus, dizi
analizinde sirasi ile yine ayn1 aileden olan Lelliottia aquatilis, Klebsiella aerogenes,
Enterobacter cancerogenus olarak tanimlandi. Franconibacter helveticus susu ise dizi
analizinde Enterobactericeae ailesinden olan 4 sus arasinda kaldi. Yapilan
caligmalarda, dizi analizinin enterik bakterileri tanimlamasinda yetersiz kalabildigi
bildirilmigstir (Mollet ve ark., 1997). Enterobacter tiirleri ile Escherichia coli arasinda
net ayrim yapilamadigi, Enterobacter ve Pantoea izolatlarmi tiir diizeyinde
tanimlamada basarisiz oldugu bildirilmistir (Janda ve Abbott, 2007; Drancourt ve ark.,
2000). Aynm1 zamanda taksonomik degisiklikler bakterilerin isimlendirilmesinde ve
gruplandirilmasinda  degisikliklere neden olmaktadir. Ornegin, Raoultella
ornithinolytica 2001 yilina kadar Klebsiella ornithinolytica olarak adlandirilirken
2001'de Raoultella olarak yeniden adlandirilmistir (Hajjar ve ark., 2020). GenBank'ta
cok sayida dogrulanmamis 16S rDNA dizisi mevcut oldugu bilinmektedir; Routella
cinsine ait GenBank veritabani giincellenmemis olabilir (Woo ve ark., 2008). Bu
acidan bakildiginda ¢alisma sonucumuz GenBank’in veritabaninin giincellenmesine
katki saglayabilecegini diistinmekteyiz. Yukarida belirttigimiz tiim bu nedenler
saptadigimiz farkliliklara sebep olmus olabilir. Bu nedenle bu tiir suslarda dizi analiz

sonuglarini yorumlarken dikkatli olunmalidir.

Kiitle spektrometrisinin Peribacillus simplex olarak tanimladig1 sus dizi analizi ile
Bacillus sp. olarak tammlandi. Ikisi de gram pozitif sporlu basildi ve Peribacillus
simplex baslangigta Bacillus cinsinin bir pargasi iken, Bacillus'un etrafindaki veya
yakinindaki bir cinsi ifade eden "Peri-" 6n ekini alarak zamanla ayrilmistir (Patel ve
Gupta, 2020). Ancak ¢alismalarda dizi analizinde GenBank'ta ¢ok az Bacillus dizisinin
mevcut olmasi, Bacillus tiirlerinin ayn1 16S rDNA dizilerine sahip olabilmesi nedeni
ile Bacillus izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda zorluk yasanildig:
bildirilmistir (Ash ve ark., 1991; Drancourt ve ark., 2000) Calismamizda
karsilastigimiz farkliligin bu nedenden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiik. Ancak

bu suslar filogenetik agidan birbirine yakin oldugundan tedavide secilecek
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antimikrobiyal ajanlarda ¢ok fazla bir degisiklik olmas1 beklenmemektedir (Thaden ve
ark., 2017). Filogenetik agidan ¢cok daha uzak olan suslarda ise hatalar tedaviye yanlis
yon verebilir ve tedavi basarisizligina sebep olabilir (Hisamoto ve ark., 2022; Natsis

ve Cohen, 2018).

Kiitle spektrometrisi kiitiiphanesindeki ¢ok fazla bakteriyi tanimlayabilme 6zelligine
sahip olmakla birlikte benzer kiitle spektrumlarina sahip bakteriler ile yakindan iliskili
bakteri gruplarini dogru tanimlamada giicliik yasayabildigi bilinmektedir (Chen ve
ark., 2021). Ornegin, MS V3.2 veritabaninda Shigella sp. ve E. coli O157 siiphesi
oldugu zaman, Escherichia coli ve Shigella izolatlar1 arasinda ayrim yapilamadigini;
bu nedenle gerek duyuldugunda serolojik testler kullanilarak dogrulanmasi gerektigi
belirtilmistir (Devanga ve ark., 2017). Ornegin Enterobacter cloacae ve Enterobacter
asburiae'min; Aeromonas hydrophila ile Aeromonas caviae’nin KS ile ayirt
edilemedigi, Myroides tiirlerinin KS ile tiir diizeyinde tanimlanamadig1 bilinmektedir
(Ye ve ark., 2018). Kotii spektrumlar, yetersiz pik diizeyleri veya c¢ok fazla pik
varliginda birden fazla cins arasinda kalabilmekte veya tanimlama
yapamayabilmektedir (iyi bir spektrum olsa dahi). Calismamizda KS’nin farkl
yiizdeler vererek arada kaldigi toplam 12 sus (12/126) bulundu. Dizi analizi 12 susun
10’unda (%83,3) KS’nin cins diizeyinde dogru tanimladigini gosterdi (Tablo 4.1.3.1.).
Kiitle spektrometrisinin 4. xylosoxidans /A. dentrifikans ayrimini yapamadigt 3 sus
mevcuttu. Bu suslar dizi analizi ile A. xylosoxidans olarak tanimlandi. Bu durum
bakterinin genomik yapist nedeniyle benzer kiitle spektrumlarina sahip olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Naifang ve ark. bizimle benzer sekilde bu suslarda KS’nin
arada kaldigini, dizi analiziyle A. xylosoxidans olarak tanimlandigini bildirmislerdir
(Ye ve ark., 2018). Kiitle spektrometrisinin arada kaldig1 suslarin GenBank’taki
benzerlik yiizdeleri kiyaslandiginda, Parvimonas micra susu hari¢ hepsinde en fazla
%2’lik bir fark (5’1 <%0,5 fark) bulunuyordu. Ornegin C. gleum/C. indologenes
susunda dizi analizinde C. gleum %98,92; C. indologenes ise %97,43 benzerlik
oranina sahipti ve %1,49’luk bir fark bulunuyordu. Bu ¢ok yakindan iliskili tiirlerde
benzer kiitle spektrumlarinin mevcut olmasi KS’nin net tiir ayrim1 yapamamasini
aciklayabilir. Kiitle spektrometrisinin arada kaldig1 Parvimonas micra/ Cupriavidus

necator susunda ise dizi analizi Citrobacter koseri (%699,33) olarak tanimladi. P.
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Micra ile C. Koseri'nin dizi analizindeki benzerlik yiizdeleri kiyaslandiginda diger

suslarin aksine %11.77’lik daha yiiksek bir fark oldugu gorildii.

Kiitle spektrometrisi ¢esitli sebepler nedeni ile bazen mikroorganizmalari
tanimlayamamaktadir. Yapilan caligmalarda suslarin KS ile tanimlanamama orani
%1°den %19’a kadar degisiklik gostermektedir (Lau ve ark., 2014; Ye ve ark., 2018).
Bizim ¢alismamizda ise 10 sus (%7,9) KS ile tanimlanamadi. Kiitle spektrometrisi ile
suslar1 tanimlayamamanin nedenlerinden biri tanimlanmak istenen susa ait referans
spektrumunun veri tabaninda mevcut olmamasidir. Dizi analizi ile tanimlanabilen 2
tir (Delftia lacustris, Flavobacterium lindanitolerans), KS veritabaninda mevcut
degildi. Kiitle spektrometrisinin tanimlayamadig1 2 susta da dizi analizi ile cins ayrimi
yapamadi. Dizi analizinin ayrim yapamadigt cinslerden biri (Afipia broomeae,
Actinomycetia bacterium) KS veritabaninda mevcut degildi. Oligella urethralis ile
Helcococcus kunzii ise KS veritabaninda mevcut olmasina ragmen tanimlanamadi. Bu
suslarda referans spektrum mevcut olmasina ragmen KS’nin tiir i¢cinde biyocesitlilik
gosteren bakteri gruplarini tanimasina yeterli olacak sayida spektrumun bulunmamasi
tanimlanamama nedeni olabilir (Seng ve ark., 2013). Seng ve ark. yaptiklar1 ¢alismada;
Streptococcus, Corynebacterium, Pseudomonas, Acinetobacter, Actinomyces,
Staphylococcus, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus ve Nocardia suslarinda KS’de
referans spektrumlart olmasina ragmen bu suslar1 tanimlayamadigini ve bu nedenle
molekiiler tanimlamaya ihtiya¢ duyduklarini belirtmislerdir (Seng ve ark., 2013).
Bizim ¢alismamizda da KS ile tanimlanamayan 4 susun dizi analizi ile Enterococcus
sp., Nocardia sp., Corynebacterium sp., Pseudomonas sp. cinslerine ait oldugu
goriildii. Referans spektrumu bulunan sugslarda yeterli protein sinyalinin elde
edilememesi de susun kiitle spektrumu olusturulamamasina neden olabilir ve
veritabaniyla karsilastirilamadigl icin yine bir tanimlama yapilamayabilir. Bazi
bakterilerin sahip oldugu hiicre yap1 6zellikleri nedeniyle KS tanimlamada zorluk
yasayabilmektedir. Ornegin Corynebacterium sp. gibi gram pozitif basillerin hiicre
duvar yapist nedeniyle yeterli spektrum olusturulamamakta ve tanimlama
yapamamaktadir (Bizzini ve ark., 2010). Kiitle spektrometrisinin bakteri
tanimlayamama sebeplerinden biri de 6zellikle nazli biiyliyen bakterilerin az miktarda
koloni olusturabilmeleri ve KS ile tanimlamada protein ekstraksiyonu asamasini

etkilemeleri olabilir. Bu nedenle o6zellikle bu bakterilerin protein ekstraksiyon
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asamasinda ekstra bazi optimizasyon islemleri yapmak gerekebilir (Bizzini ve ark.,

2010).

Dizi analizi (16S rRNA geni) bakterilerin tanimlanmasinda ve ozellikle KS ile
tanimlanamayan suslarin taksonomilerinin aydinlatilmasinda altin standart yontem
olarak kabul edilmekle birlikte literatiirde tiir/cins diizeyinde farkli tanimlama oranlari
bildirilmistir (Mignard ve Flandrois, 2006; Woo ve ark., 2003) Calismalar
incelendiginde; 16S rRNA gen dizilemesinin genel olarak >%90 cins tanimlamasi
sagladig; %65 ila %83 arasinda tlir tanimlamasi1 yapabildigi; analiz sonunda
izolatlarin %1 ila %14"iniin tanimlanamadan kaldigin1 géstermektedir (Drancourt ve
ark., 2000; Janda ve Abbott, 2007). Calismamizda elde ettigimiz dizi analizi sonuglari
da diger calismalar ile uyumlu idi; dizi analizi suslarin %94,4’linii cins diizeyinde
tanimlarken; %78,5’ini tiir diizeyinde tanimladi. Suslarin %14,2’sinde ayn1 benzerlik
oranlar1 vererek net bir tiir ayrimi yapamazken; %35,5’inde ise cins diizeyinde net bir

ayrim yapamadi.

Dizi analizinde ayni benzerlik yiizdelerine sahip olup net bir tiir ayrim1 yapilamayan
17 sugun 7’sinde (%41,1); KS referans yontemden daha iyi performans gdstererek bu
suslarda tiirler arasinda ayrim yapabilmistir (Herbaspirillum huttiense (2), Nocardia
farcinica (2), Aerococcus urinae, Staphylococcus saprophyticus, Delftia acidovorans).
Yapilan bagka calismada da 16S rRNA gen dizilimi ile yalmizca cins diizeyinde
tanimlayabildigi 21 izolatin 12's1 (%57,1) i¢in MALDI Biotyper® cihazi ile yaptiklari
calismada KS’nin yiiksek giivenilirlik (>2,0 log(skor)) ile tiir sonucu verdigi
bildirilmigtir (Mellmann ve ark., 2008). Dizi analizinde tiir diizeyinde
tanimlanmasinda ¢esitli sebepler nedeniyle zorluklar yasanilabilmektedir (Woo ve
ark., 2008). Niikleotid veri tabanlarina ¢ok az sayida dizinin kaydedilmis olmasi, bir
komplekse ait genomovarlar1 isimlendirmede yasanilan sikintilar ile yeni taksonlarin
ortaya ¢ikist tanimlamanin tiir diizeyine kadar gidebilmesini zorlastirabilmektedir
(Janda ve Abbott, 2007). Bazi tiirlerin benzer veya 6zdes 16S rRNA dizilerini
paylasmalar da dizilemede 16S rRNA gen bolgesinin kullanilmasi da tiir diizeyinde
tanimlama da hatalara neden olmaktadir (Barto§ ve ark., 2024). Barto§ ve ark. tiim

genom diizeyinde ayrimi yapilmig farkli tlirlerin 6zdes 16S rRNA kopyalarina
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(> 99.9% benzerlik) sahip oldugu 179 sus tespit etmislerdir (Bartos ve ark., 2024). Cok
yavas bir evrimlesme siireci olsa da 16s gen bolgesinin de cins ve tiir diizeyinde yatay
transferinin miimkiin oldugunu belirtmis; 16S rRNA mevcut 6zellikleri sayesinde
degerli bir belirte¢ olmasina ragmen, yakindan iliskili taksonlar1 filogenetik olarak
simiflandirmada  16S rRNA'nin cins diizeyinin Otesinde uygulanabilirligini
sorgulamiglardir (Barto§ ve ark., 2024). Bu nedenle dizi analiz yontemlerinde 16S
rRNA dizilemesinin siirlamalar1 géz 6niinde bulundurulmali ve neredeyse ayn1 16S
rDNA dizisini paylasan bakteri gruplarinda gerekirse farkli hedef genler (groEL ve tuf
vb.) tanimlamada kullanilmali veya tiim genom analizi yapilmalidir (Peng ve ark.,
2020). Aym1 zamanda GenBank'ta ¢ok sayida dogrulanmamig 16S rDNA dizisi
mevcuttur ve analiz yapacak kisi program parametrelerini degerlendirmede yeterince
tecriibeli degilse bu sonuglarin yorumlanmasini zorlastirabilir (Woo ve ark., 2008).
Drancourt ve ark. ayni dizileri farkli programlar kullanarak ayni veritabaniyla
karsilastirdiklarinda farkli benzerlik sonuglari elde ettiklerini ve bunun sonucunda
farkli kimliklerin atandigini; dizi degerlendirme ve analizi ile ilgili kullanilan
programlarin bosluk atayip atamamasina gore benzerlik sonuclarini etkileyebilecegini
belirttiler (Drancourt ve ark., 2000). Ciinkii benzerlik puanlari, analiz edilen dizilerin
uzunluklarina ve benzerligi optimize etmek i¢in sorgu dizisine eklenen bosluk sayisina

baghdir.

Dizi analizinde dogru sonuglar elde edilebilmesi i¢in BLAST yapilan baz uzunlugu da
onem arz etmektedir. Metogenomik dizi analizlerinde degisken 5' bolgesini i¢ine alan
minimum 500-525 bp’lik bolgelerin bakterilerin tanimlanmasi i¢in yeterli olabilecegi
bilinmektedir (Janda ve Abbott, 2007). Bizim ¢alismamizda da 104 susun (%82,5)
BLAST yapilan dizi uzunlugu 500 bp’nin iizerinde idi. Ancak dizi uzunlugu 500
bp’nin altinda olan 22 sus (%17,4) vardi ve bu suslarda veri elde edilebildiginden (17
sus tiir diizeyine kadar tanimlandi) ¢alismamizda degerlendirme dis1 birakilmadi. Blast
yapilan baz uzunlugunun kisa olmasmin, 4 susta tir dilizeyinde net ayrim
yapilamamasina (3 sus Herbaspirillum sp’ye ait), 1 susta ise cins diizeyinde ayrim
yapilamamasia  (Phytobacter  sp./Enterobacteriaceae  bacterium/Enterobacter

sp./Pantoea sp.) neden oldugunu diisiiniiyoruz. Bu suslarda sonuglarin daha giivenilir
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bir sekilde elde edilmesi i¢in daha uzun bir dizileme veya tiim genom analizi yapmak

gerekmektedir (Janda ve Abbott, 2007).

Calismanin sinirlamalari

Calismamizin bazi sinirlamalar1 da vardir. Calismaya dahil ettigimiz sus sayis1 (126)
yeterli olmakla birlikte bu suslar nadir veya tanimlanmasi zor bakterilerdi. Calisilan
tirlere ait birden fazla sus calismaya dahil edilemedi. Calismamizin diger bir
sinirlamasint 16S rRNA gen bdlgesinin tamamini dizilenememesi olusturdu. Suslarin
16S rRNA gen bolgesinin yalnizca V1-V5 bolgesi (~800 bg) cogaltilarak dizilendi.
Dizi analizinin tiir veya cins diizeyinde ayrim yapamadig1 27 susta (%21,4) farkli bir

yontem kullanamamis olmamiz ¢alismamizin diger bir eksik yoniinii olusturmaktadir.

Sonug olarak,

o Kiitle spektrometrisi ile dizi analiz sonuglar1 arasindaki uyum oranlarinin farkl
tanimlama kriterlerine gore farklilik gostermesi (TK1’de diisikk; TK 2’de
kismen daha yiliksek; TK 3’de ise en yiiksek); KS ve dizi analizi yontemlerinin
saglikli bir sekilde kiyaslanabilmesi i¢in dizi analiz sonug¢larinda standart bir
tanimlama kriterlerinin belirlenmesine ihtiya¢ oldugunu géstermektedir.

e Dizi analizi ile bakteriler, deneyimli personel ile yogun bir 6n hazirlik
asamasindan sonra yaklagsik olarak 8-12 saatte tanimlanirken; KS ile kolay bir
on hazirlik asamasindan sonra ortalama 10-20 dakika gibi kisa bir siirede
tanimlanabilmistir.

e Dizi analizi yontemlerinin pahalili§i, yogun is yiikii gerektirmesi, rutinde
kullanilan sistemlere entegrasyonlarinin zor olusu ile rutinde uygulanabilirligi
kisithh iken, KS cihazlar1 laboratuvardaki is akisim1 biiylik o6lciide
kolaylagtirmaktadir.

e Rutinde siklikla izole edilen bakterilere ek olarak nadir/tanimlanmasi zor
suslarda da KS’nin kullanimi biiyiik yarar saglamakta ancak bu konuda yapilan
calismalarda uyumsuz bulunan suslar ile rutinde karsilasildiginda daha dikkatli

olunmali veya ek testlere bagvurulmalidir.
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e Bu nedenle c¢alismamiz literatiire biiylik katki saglayacaktir ve nadir
goriilen/tanimlanmasi zor bakterilerde KS’nin duyarliligini arastiran daha fazla

caligsmaya ihtiyag¢ vardir.
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