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ÖNSÖZ 

“Çeşitli Hastalıklar ve Moleküler Kökenleri" adlı bu kitap, 

çeşitli hastalıkların moleküler temellerini anlamak ve bu alandaki 

güncel araştırmaları bir araya getirmek amacıyla alanında ülkemizin 

saygın üniversitelerinde ve yurtdışında doktora yapmış uzman 

akademisyenler tarafından hazırlanmıştır. 

Kitabımız, beş ayrı bölümden oluşmakta ve her biri farklı bir 

hastalık ya da hastalık grubunun moleküler mekanizmalarını detaylı 

bir şekilde ele almaktadır. İlk bölümde, epilepsinin genetik ve 

moleküler temelleri incelenmekte, bu karmaşık nörolojik 

bozukluğun altında yatan mekanizmaların aydınlatılmasına 

odaklanılmaktadır. İkinci bölümde, Bordetella pertussis bakterisinin 

mikrobiyolojik özellikleri ve patogenezi üzerine derinlemesine bir 

inceleme sunulmaktadır. Üçüncü bölüm, fungal hastalıkların 

teşhisinde kullanılan güncel moleküler yöntemleri ele almakta ve bu 

yöntemlerin klinik uygulamalarını tartışmaktadır. Dördüncü 

bölümde, COVID-19 hastalığına neden olan SARS-CoV-2 

proteinlerinin mutasyonlarının derin mutasyon tarama deneyleri ve 

ESCOTT yöntemi ile analizine yer verilmektedir. Son olarak, 

beşinci bölümde, biyofilm ilişkili enfeksiyonların oluşumu, direnci 

ve kontrol yöntemleri üzerine odaklanılmakta, bu alandaki son 

bilimsel gelişmeler ışığında çeşitli stratejiler ele alınmaktadır.  

Bu kitabın, moleküler tıp alanında çalışan araştırmacılara ve 

öğrencilere, hastalıkların moleküler kökenlerini anlamada ve bu 

bilgileri klinik uygulamalara entegre etmede değerli bir kaynak 
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olmasını umuyoruz. Ayrıca, bu alanda yapılan çalışmaların daha da 

ilerlemesine ve yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkıda 

bulunmayı hedefliyoruz. 

Editörler 

Doç. Dr. Mustafa TEKPINAR 

Prof. Dr. Ayten DİZKIRICI TEKPINAR 
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EPİLEPSİ: GENETİK VE MOLEKÜLER 

YAKLAŞIMLAR 

ARİF SARI1 

AYSEL MİLANLIOĞLU2 

1. Giriş 

1.1 Epilepsi’nin tanımı ve epidemiyolojisi 

Epilepsi, beyindeki anormal elektriksel aktivitelerin 

tekrarlayan nöbetlere yol açtığı, nörolojik bir bozukluk olarak 

tanımlanmaktadır (Qin ve ark., 2022). 

Yüksek gelirli ülkelerde epilepsi insidansı, yılda 100.000'de 

yaklaşık 50 vaka ile farklı coğrafi bölgelerde tutarlılık 

göstermektedir. Epilepsi insidansı, bimodal bir dağılım sergileyerek 

iki belirgin zirve oluşturur: ilki 1 yaşın altındaki bebeklerde, diğeri 

ise 50 yaş ve üzerindeki bireylerde gözlemlenmektedir. Özellikle 50 

yaş üzerindeki bireylerde, insidans yaşla paralel olarak artmakta ve 

en yüksek oran 70 yaş ve üzerindeki bireylerde kaydedilmektedir 

(Thijs, Surges, O'Brien, & Sander, 2019). Düşük ve orta gelirli 

 
1 Uzm. Dr., Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Dursun Odabaş Tıp Fakültesi, Nöroloji Bölümü, 

Van/Türkiye, Orcid: 0000-0002-9870-8730, drarifsari@gmail.com 
2 Prof. Dr., Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Dursun Odabaş Tıp Fakültesi, Nöroloji Bölümü, 

Van/Türkiye, Orcid: 0000-0003-2298-9596, ayselmilanlioglu@yahoo.com 
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ülkelerde bu oran yaklaşık iki katına kadar çıkabilmektedir. Bu 

artışın, sıtma ve nörosistiserkoz gibi endemik enfeksiyon 

hastalıklarına maruziyetin artması, karayolu trafik kazaları ve 

perinatal döneme ilişkin travmaların daha sık görülmesi, yetersiz 

sağlık altyapısı ile sınırlı önleyici sağlık hizmetleri ve bakım 

olanaklarına erişim eksikliği gibi etkenlere bağlı olabileceği 

düşünülmektedir (Singh & Trevick, 2016). 

1.2 Moleküler düzeyde çalışmanın önemi 

Epilepsi ve epileptogenezin altında yatan moleküler mekanizmaların 

aydınlatılması, epilepsinin daha etkin tedavi edilmesi açısından 

önemli bir adımdır. Bu mekanizmaların anlaşılması, yeni ilaçların, 

hücre terapilerinin ve gen terapisi stratejilerinin geliştirilmesine 

olanak sağlayacaktır (Zaitsev & Khazipov, 2023). 

2. Epilepsinin Genetik Temelleri 

2.1 Monogenik epilepsiler 

Monogenik epilepsiler, epileptogenezden sorumlu tek bir 

gendeki patojenik varyantlar sonucu ortaya çıkar. Sıklıkla erken 

başlangıçlı, ilaca dirençli nöbetlerle karakterize nörogelişimsel 

bozukluklardır. Monogenik epilepsiler, fenotipik olarak heterojen 

olmakla birlikte, çoğunlukla gelişimsel gerilik, epileptik 

ensefalopati ve nöropsikiyatrik komorbiditelerle birlikte seyreder 

(Myers, Johnstone, & Dyment, 2019). Birleşik Krallık’ta yürütülen 

prospektif bir ulusal epidemiyolojik kohort çalışması, çocukluk çağı 

monogenik epilepsilerinin yıllık insidansını yaklaşık 2.000 canlı 

doğumda 1 olarak bildirmiş; vakaların büyük çoğunluğunun 

yalnızca sekiz gen ile ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (Symonds 

ve ark., 2019). 

En iyi tanımlanmış örnekler arasında; voltaj kapılı sodyum 

kanal alt birimini kodlayan SCN1A genindeki mutasyonlarla ilişkili 

Dravet sendromu (Chilcott, Díaz, Bertram, Berti ve Karda 2022), 

potasyum kanal genleri KCNQ2 ve KCNQ3 ile ilişkili benign 

familial neonatal epilepsi (Gribkoff & Winquist, 2023) ve sinaptik 
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transmisyonu etkileyen STXBP1, SLC2A1 gibi genlerdeki 

mutasyonlara bağlı epileptik ensefalopatiler yer almaktadır (Fukata 

& Fukata, 2017, Gerber ve ark., 2008). 

2.2 Poligenik ve multifaktöriyel epilepsiler 

Poligenik epilepsiler, hastalığın ortaya çıkmasında birçok 

genetik varyantın küçük etkilerinin birikerek rol oynadığı, karmaşık 

kalıtım desenlerine sahip epilepsi türlerini tanımlar. Bu varyantların 

her biri tek başına hastalığı oluşturacak kadar etkili olmasa da 

kümülatif etkileri, çevresel faktörlerle birlikte epilepsiye yatkınlığı 

belirgin şekilde artırabilir (Krey ve ark., 2022). 

Genom çapında ilişkilendirme çalışmaları, özellikle 

jeneralize epilepsilerde birçok risk lokusu tanımlamış; örneğin 

SCN1A, GABRA2, CACNA1H, PCDH7 ve GRIK1 gibi genlerin 

çeşitli varyantlarının epilepsi predispozisyonuna katkı sağladığı 

gösterilmiştir (International League Against Epilepsy Consortium 

on Complex Epilepsies, 2018, Wang ve ark., 2017). Genetik 

yatkınlık, birçok epilepsi olgusunda hastalığın ortaya çıkması için 

tek başına yeterli değildir; epilepsinin gelişimi genellikle genetik 

duyarlılıkla çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu ortaya çıkar 

(Poduri & Lowenstein, 2011). 

Poligenik epilepsilerin kalıtımsal yapısı, çoğunlukla düşük 

penetranslı ve yüksek sıklıkta görülen varyantların kümülatif 

etkisiyle şekillenmektedir. Bu durum, bu epilepsi türlerinde aile 

öyküsünün bulunmasının riski artırabilmesine rağmen, Mendeliyen 

kalıtım paternlerinin gözlenmemesine neden olur (Helbig, Heinzen, 

Mefford, & ILAE Genetics Commission, 2016). Bu bağlamda, 

poligenik risk skorları, epilepsiye genetik yatkınlığı kantitatif olarak 

değerlendirmek amacıyla araştırmalarda giderek daha fazla 

kullanılmaktadır (Leu ve ark., 2019). 

Klinik pratikte, poligenik epilepsilerin tanısal süreci genetik 

testlerden ziyade nörolojik muayene, elektroensefalografi ve 

nörogörüntüleme temellidir. Ancak, özellikle aile bazlı çalışmalarda 

poligenik modelin aydınlatılması, gelecekte bireyselleştirilmiş 
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önleme stratejileri ve hedefe yönelik tedaviler geliştirme açısından 

umut vaat etmektedir (Krey ve ark., 2022). 

2.3 De novo mutasyonlar ve genetik mozaiklik 

De novo mutasyonlar, germ hücrelerinde veya erken 

embriyogenez sırasında spontan olarak ortaya çıkan ve ebeveynlerin 

somatik hücrelerinde bulunmayan patojenik varyantlardır. Bu 

mutasyonlar özellikle erken başlangıçlı, şiddetli seyirli epileptik 

ensefalopatilerin önemli bir genetik nedeni olarak tanımlanmıştır 

(Epi4K Consortium ve ark., 2013). 

Gelişmiş sekanslama teknolojileri sayesinde yapılan trio 

(hasta-anne-baba) analizleri, özellikle SCN1A, STXBP1, CDKL5, 

KCNQ2, SLC2A1, GNAO1, FOXG1 gibi genlerde görülen de novo 

mutasyonların epilepsi patogenezinde yüksek katkı sağladığını 

ortaya koymuştur (Epi4K Consortium ve ark., 2013, Lindy ve ark., 

2018). 

Bu varyantlar, sıklıkla fonksiyon kaybı ya da kazanç 

mekanizmalarıyla nöronal hiperaktiviteyi tetikleyen yapısal veya 

fonksiyonel değişikliklere neden olur. De novo mutasyonlar, 

özellikle sporadik olguların genetik tanısında önemlidir; çünkü aile 

öyküsü bulunmayan ağır epilepsi olgularında tanısal çıkışı anlamlı 

ölçüde artırır (Lindy ve ark., 2018). 

Öte yandan, genetik mozaiklik, bireyin hücrelerinin yalnızca 

bir kısmında mutasyonun bulunması durumudur ve hem germline 

(üreme hücrelerine sınırlı) hem de somatik (vücut hücrelerinde 

sınırlı) mozaiklik şeklinde sınıflandırılabilir (Myers & Mefford, 

2015). Somatik mozaiklik, özellikle ebeveynde hastalık bulgusu 

olmamasına rağmen birden fazla çocuğun etkilenmesi gibi klinik 

durumları açıklayabilir ve genetik danışmanlık açısından büyük 

önem taşır (Campbell ve ark., 2014). Mozaik varyantların tespiti, 

klasik Sanger dizileme ile mümkün olmayabilir; bu nedenle yüksek 

derinlikli yeni nesil sekanslama teknikleri gereklidir (Jamuar, 

D’Gama, & Walsh, 2016). 
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Sonuç olarak, de novo mutasyonlar ve mozaiklik, epilepsinin 

genetik mimarisini anlamada temel öneme sahiptir. Bu varyantların 

tanınması; hastalığın prognozu, tedavi stratejileri ve tekrarlama 

riskinin belirlenmesi açısından klinik genetik değerlendirme 

sürecine entegre edilmelidir (Helbig ve ark., 2016b). 

3. Epigenetik Mekanizmalar: DNA Metilasyonu ve Histon 

Modifikasyonları 

Epigenetik, genetik dizide bir değişiklik olmaksızın gen 

ekspresyonunun kalıcı veya geçici olarak düzenlenmesini sağlayan 

mekanizmaları ifade eder. Epilepside, özellikle gelişimsel ve 

epileptik ensefalopatiler başta olmak üzere pek çok formda 

epigenetik düzenlemelerin nörogelişimsel süreçleri ve sinaptik 

plastisiteyi etkileyerek epileptogenezde rol oynadığı gösterilmiştir 

(Kobow & Blümcke, 2014). 

DNA metilasyonu, epigenetik düzenlemenin en iyi 

karakterize edilen biçimlerinden biridir ve genellikle CpG 

adacıklarında sitozin bazlarına metil grubu eklenmesiyle 

transkripsiyonel baskılanmaya neden olur. MECP2 gibi metilasyon 

bağlayıcı proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, Rett 

sendromu gibi epilepsi ile ilişkili nörogelişimsel bozukluklara neden 

olur (Amir ve ark., 1999). Ayrıca, epileptik dokularda yapılan 

çalışmalar, epileptojenik odaklarda DNA metilasyon paternlerinin 

anlamlı düzeyde değiştiğini göstermiştir; bu da gen ekspresyon 

profillerinde kalıcı değişiklikler oluşturabilmektedir (Miller-

Delaney ve ark., 2012). 

Histon modifikasyonları, histon proteinlerinin asetilasyon, 

metilasyon, fosforilasyon gibi kovalent değişiklikleriyle kromatin 

yapısının gevşetilmesi veya sıkılaştırılması yoluyla gen 

ekspresyonunu düzenler. Özellikle histon deasetilaz (HDAC) 

enzimlerinin aşırı aktivitesi, epilepsi modellerinde nöronal 

hiperaktivite ve nöronal ölüm ile ilişkilendirilmiştir (Henshall & 

Kobow, 2015). HDAC inhibitörleri, preklinik modellerde 

antiepileptik etki göstermiş olup, bu ajanlar potansiyel epigenetik 
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temelli tedavi stratejileri arasında yer almaktadır (Jessberger ve ark., 

2007). 

Ayrıca, epigenetik modifikasyonların çevresel faktörlerle 

etkileşimi, doğum öncesi stres, hipoksi, enfeksiyon ve ilaç 

maruziyeti gibi durumların epilepsi riskini nasıl artırabileceğini 

açıklamada önemli bir temel sunmaktadır (Banik ve ark., 2017). 

Nitekim, hayvan modellerinde maternal stresin yavrularda değişmiş 

DNA metilasyon örüntüleri ve artmış nöbet eşiği ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Kundakovic & Champagne, 2011). 

Sonuç olarak, epigenetik mekanizmalar epilepside sadece 

etiyolojik bir faktör olarak değil, aynı zamanda çevresel etkilerin 

genetik alt yapıyla olan etkileşimini açıklayan önemli bir biyolojik 

köprü işlevi görmektedir. Bu alanda yapılan çalışmalar hem tanı hem 

de epigenetik modülasyon hedefli yeni tedavi seçeneklerinin 

geliştirilmesi açısından umut vericidir. 

4. İyon Kanalopatileri ve Klinik Yansımaları 

İyon kanalopatileri, voltaj ya da ligand bağımlı iyon 

kanallarındaki genetik bozuklukların nöronal elektriksel aktiviteyi 

etkilemesiyle ortaya çıkan hastalık grubunu oluşturur. Epilepsi, bu 

kanalopatilere bağlı en sık görülen klinik tablolardan biridir. 

Nöronal membran potansiyelinin düzenlenmesinde görevli sodyum, 

potasyum, kalsiyum ve klor kanallarındaki mutasyonlar, hücre içi 

elektriksel dengeyi bozarak nöronal hiperaktivite ve epileptiform 

deşarjlara zemin hazırlar (Wang ve ark., 2017, Helbig ve ark., 

2016a). 

En iyi tanımlanmış örneklerden biri, SCN1A genindeki 

patojenik varyantlarla ilişkili Dravet sendromudur. Bu gen voltaj 

kapılı sodyum kanalının α1 alt birimini kodlar ve fonksiyon kaybı 

mutasyonları ile karakterizedir (Claes ve ark., 2001). Benzer şekilde, 

SCN2A, SCN8A, KCNQ2 ve KCNQ3 gen mutasyonları da neonatal 

başlangıçlı epilepsiler ve epileptik ensefalopatilerle ilişkilidir 

(Barcia ve ark., 2012, Singh ve ark., 1998). 
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Kalsiyum kanal genleri (CACNA1A, CACNA1H) hem fokal 

hem de jeneralize epilepsi formlarında rol alabilir. Bu kanalların 

disfonksiyonu sinaptik transmisyonda dengesizlik ve nöronal 

senkronizasyonun bozulması ile sonuçlanır (Reinson ve ark., 2016). 

Ayrıca, GABRA1 ve GABRG2 gibi GABA reseptör alt birimlerini 

kodlayan genlerdeki mutasyonlar inhibitör sinyallemenin 

bozulmasına yol açarak epileptik aktiviteye katkı sağlar (Macdonald 

& Kang, 2009). 

Kanalopatilerin fenotipik yansımaları büyük ölçüde genotipe 

bağlıdır. Aynı gen üzerindeki farklı mutasyonlar, benign familial 

epilepsilerden ağır epileptik ensefalopatilere kadar uzanan geniş bir 

klinik spektrum oluşturabilir. Bu nedenle genetik tanının yanında 

elektroensefalografi ve klinik korelasyon, kesin tanı ve sınıflandırma 

açısından hayati önem taşır (Myers ve ark., 2019). 

Son yıllarda, kanal disfonksiyonlarını hedef alan spesifik 

tedavi yaklaşımları (örneğin sodyum kanal blokörleri, potasyum 

kanal aktivatörleri) ön plana çıkmaktadır. Bu yaklaşım, epilepside 

genetik temelli kişiselleştirilmiş tedavi anlayışının gelişmesine 

önemli katkılar sunmaktadır (Symonds, Zuberi, & Johnson, 2017). 
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Tablo 1: Gen – klinik fenotip – tedavi eşleşmeleri 
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5. İlaca Dirençli Epilepsilerde Moleküler Patogenez 

İlaca dirençli epilepsi, en az iki uygun antiepileptik ilaca 

rağmen nöbetlerin devam etmesi durumu olarak tanımlanır ve tüm 

epilepsi vakalarının yaklaşık %30’unu oluşturur (Kwan ve ark., 

2010). 

5.1 İlaç hedefi düzeyinde değişiklikler 

İlaca dirençli epilepsilerin moleküler patogenezinde yer alan 

önemli mekanizmalardan biri, antiepileptik ilaçların hedeflediği 

reseptör veya iyon kanallarında meydana gelen yapısal ya da işlevsel 

değişikliklerdir. Bu değişiklikler, ilaçların hedef proteinlere 

bağlanma etkinliğini azaltarak farmakodinamik direnç gelişmesine 

yol açar (Bazhanova, Kozlov, & Litovchenko, 2021). Epileptik 

dokularda GABA-A reseptörlerinin alt birim yapısında ve 

ekspresyon düzeyinde meydana gelen değişiklikler, bu reseptörleri 

hedefleyen antiepileptik ilaçlara karşı azalmış terapötik yanıtla 

ilişkilidir. Özellikle benzodiazepinler bu değişikliklerden 

etkilenebilir (Macdonald & Kang, 2009). Sodyum kanallarında, 

özellikle SCN1A geninde görülen mutasyonlar, nöronal 

eksitabiliteyi artırarak sodyum kanal blokerlerine karşı direnç 

gelişimine yol açar. Bu mutasyonlar nöbetleri tetikleyebilir ya da 

tedaviye yanıtsızlığa neden olabilir (Claes ve ark., 2001). T-tipi 

kalsiyum kanallarında (CACNA1H) ortaya çıkan fonksiyonel 

değişiklikler, postsinaptik uyarılabilirliği artırarak eksitatör sinyali 

güçlendirir. Bu da nöbet eşiğini düşürerek bazı antiepileptik ilaçların 

etkinliğini azaltabilir (Cain & Snutch, 2013). 

5.2 İlaç taşıyıcı proteinlerin artışı (Farmakokinetik Hipotez) 

Multidrug resistance 1 (MDR1, ABCB1) geninin kodladığı 

P-glikoprotein (P-gp), kan-beyin bariyerinde ilaçları dışa atan bir 

eflux pompasıdır. İDE hastalarında bu taşıyıcıların ekspresyonunun 

artması, AEİ’lerin santral sinir sistemine etkin geçişini engelleyebilir 

(Löscher & Potschka, 2005). P-gp’nin temporal lob epilepsisi 

cerrahisi sonrası epileptojenik dokuda yüksek düzeyde bulunduğu 

gösterilmiştir (French, 2013). 
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5.3 Epileptojenik ağların yeniden yapılanması 

Nöronal ağlardaki yapısal ve işlevsel reorganizasyon, 

özellikle glial hücre aktivasyonu, sinaptik yeniden şekillenme ve 

inflamatuar yanıtlar İDE gelişiminde rol oynar. Proinflamatuar 

sitokinlerin (ör. IL-1β, TNF-α) artışı, nöbet eşiğini düşürebilir ve 

nöronal hasarı artırabilir (Vezzani, French, Bartfai, & Baram, 2011). 

Ayrıca mTOR sinyal yolunda artış gösteren aktivitenin hem 

nörogenez hem de gliogenez üzerinden epileptik aktiviteyi 

sürdürebileceği bildirilmiştir (Crino, 2015). 

5.4 Epigenetik düzenlemeler 

DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ve 

mikroRNA’lar gibi epigenetik mekanizmalar gen ekspresyonunu 

çevresel faktörlere yanıt olarak değiştirir. Epileptojenik dokuda 

BDNF, REELIN, MDR1 gibi genlerin metilasyon paternlerinde 

farklılıklar saptanmıştır (Kobow & Blümcke, 2014). 

5.5 Nöronal plastisite ve sinaptik disregülasyon 

Uzun dönemli potansiyasyon ve uzun dönemli depresyon 

mekanizmalarındaki bozulmalar, sinaptik plastisiteyi etkileyerek 

epileptik odaklarda nöronal hiperaktiviteyi sürdürür. Bu durum, 

özellikle nörogelişimsel epilepsilerde tedaviye dirençli nöbetlerin 

temelini oluşturabilir (Sutula, Hagen, & Pitkänen, 2003). 
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Tablo 2. İlaca dirençli epilepsilerde moleküler mekanizmalar 
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6. Epileptogenez ve Moleküler Biyobelirteçler 

Epileptogenez, normal beyin dokusunun epileptik bir odağa 

dönüşme sürecini ifade eder ve sıklıkla travma, enfeksiyon, iskemik 

hasar, genetik bozukluklar veya nörogelişimsel anormallikler 

sonrasında başlar. Bu süreç, latent dönemden başlayarak nöronal 

yeniden yapılanma, glial aktivasyon, inflamasyon, sinaptik 

reorganizasyon ve gen ekspresyon değişikliklerini kapsayan 

karmaşık bir moleküler olaylar dizisini içerir (Pitkänen & Lukasiuk, 

2011). 

6.1 Gen ekspresyonu ve transkriptomik belirteçler 

Epileptojenik bölgelerde BDNF, CREB, c-Fos, NPY, GAD1 

gibi genlerin ekspresyonunda değişiklikler bildirilmiştir. Bu genler 

sinaptik plastisite, nöronal uyarılabilirlik ve hücre hayatta kalımı 

gibi temel süreçleri düzenler (Rakhade & Jensen, 2009). 

6.2 MikroRNA’lar 

MikroRNA’lar post-transkripsiyonel düzeyde gen 

regülasyonunu sağlayan küçük RNA molekülleridir. Epilepsi 

modellerinde özellikle miR-146a, miR-134, miR-155 gibi 

miRNA’ların nöbet sonrası ekspresyonlarının değiştiği 

gösterilmiştir. Bu moleküller hem biyobelirteç hem de terapötik 

hedef potansiyeli taşır (Jimenez-Mateos & Henshall, 2013, 

Korotkov ve ark., 2020). 

6.3 İnflamatuar sitokinler 

IL-1β, TNF-α, HMGB1, TGF-β gibi inflamatuar 

mediatörlerin artışı, epileptogenez sürecinde hem nöronal 

eksitabiliteyi artırır hem de glial cevabı tetikler. Kan ve BOS’ta 

ölçülebilen bu biyobelirteçler, inflamasyona dayalı epileptik 

süreçlerin izlenmesinde kullanılabilir (Vezzani ve ark., 2011). 
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6.4 Nöropeptitler ve nörotransmitter metabolitleri 

Nöropeptid Y (NPY), galanin, substance P gibi peptid yapılı 

nörotransmitterler epileptojenik süreçte regüle edilir. Özellikle 

NPY, GABAergik nörotransmisyonu modüle ederek antikonvülsan 

etki gösterir (Baraban, 2004). 

6.5 Epigenetik biyobelirteçler 

DNA metilasyon paternleri, histon asetilasyonu ve belirli 

epigenetik imzalar epileptik dokularda farklılaşmıştır. Bu 

değişiklikler, gen ekspresyonunu kalıcı şekilde etkileyerek 

epileptogenez sürecine katkı sağlar. Özellikle MECP2 gibi regülatör 

genlerdeki değişiklikler klinik alt tip ayrımında değerlendirilebilir 

(Kobow & Blümcke, 2014). 

6.6 Proteomik ve metabolomik göstergeler 

Kandaki belirli protein seviyeleri (ör. GFAP, NSE) ve 

metabolit profilleri epileptik dokuda meydana gelen değişikliklerin 

periferik yansımaları olabilir. Bu veriler noninvaziv biyobelirteç 

geliştirme çalışmalarında yoğun olarak değerlendirilmektedir 

(Elhady ve ark., 2021). 

 

7. Nöronal Ağı Etkileyen Moleküler Mekanizmalar 

Epilepside yalnızca bireysel nöronların değil, bu nöronlar 

arasındaki bağlantıların ve sinaptik organizasyonun değişmesi, 

nöbetlerin başlangıcında ve yayılımında merkezi bir rol oynar. 

Nöronal ağ düzeyindeki patolojiler; nöronlar arası iletişimin, 

senkronizasyonun ve plastisitenin bozulmasına yol açarak 

hipereksitabilite ve hipersenkronizasyon ile karakterize bir epileptik 

durum oluşturur (Staley, Soldo, & Proctor, 1995). 

7.1 İyon kanal dinamiği ve aksiyon potansiyeli oluşumu 

Epileptik beyin dokusunda voltaj kapılı sodyum, potasyum 

ve kalsiyum kanallarının ekspresyonu ve fonksiyonu bozulur. 
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Özellikle SCN1A, SCN2A, KCNQ2, CACNA1A gibi genlerdeki 

mutasyonlar aksiyon potansiyelinin eşik değerini düşürerek 

nöronların gereksiz uyarılmasına neden olur (Claes ve ark., 2001). 

7.2 İnhibitör ve eksitatör sinyal dengesizliği 

Nöronal ağ homeostazı, GABAerjik inhibitör ve 

glutamaterjik eksitatör sinyallerin dengesi ile sağlanır. GABA 

reseptör alt birimleri (GABRA1, GABRG2) ve glutamat reseptörleri 

(GRIN2A, GRIA1) epileptik dokularda düzensiz ekspresyon 

gösterir. Bu dengesizlik, hipersenkronize nöral ateşlemelere zemin 

hazırlar (Macdonald & Kang, 2009, Carvill ve ark., 2013). 

7.3 Sinaptik reorganizasyon ve yeni bağlantıların oluşumu 

Epileptik beyinlerde gözlenen en belirgin yapılardan biri 

mossy fiber sprouting (hipokampusta granül hücrelerin aksonlarının 

yeniden yapılanması) ve aberan sinaptogenezdir. Bu yeniden 

yapılanma, patolojik nöronal devrelerin kurulmasına ve kalıcı nöbet 

paternlerinin gelişmesine neden olur (Sutula, He, Cavazos, & Scott, 

1988). 

7.4 Nöronal plastisite ve CREB-BDNF yolu 

Nöbet sonrası artmış Cyclic AMP-Response Element 

Binding Protein (CREB) aktivitesi ve brain- derived neurotrophic 

factor (BDNF) ekspresyonu, nöronal plastisiteyi artırır. Bu durum 

başlangıçta adaptif görünse de zamanla hiperplastik devrelerin 

oluşmasına ve epileptiform aktivitenin kronikleşmesine neden 

olabilir (McNamara, Huang, & Leonard, 2006). 

7.5 mTOR ve Wnt sinyal yolları 

mTOR (mammalian target of rapamycin) ve Wnt/β-catenin 

gibi hücre büyümesi ve farklılaşmasını düzenleyen yollar, epileptik 

ağın oluşumunda önemli rol oynar. Özellikle tuberöz skleroz ve 

fokal kortikal displazi gibi hastalıklarda mTOR yolunun aşırı 

aktivitesi, hücre büyümesi ve sinaptogenez üzerinden epileptik 

devrelerin oluşumunu tetikler (Crino, 2016). 
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7.6 Mikroglia ve astrosit katkısı 

Glial hücreler (özellikle mikroglia ve astrositler) nöronlar 

arası bağlantıların şekillenmesinde aktif rol oynar. Mikroglial 

inflamasyon ve astrositlerin glutamat temizleme kapasitesinin 

bozulması, nöronal aşırı aktivitenin sürdürülmesine katkı sağlar 

(Vezzani, Aronica, Mazarati, & Pittman, 2013). 

8. Tedaviye Yönelik Moleküler Yaklaşımlar 

Epilepside tedaviye dirençli olguların artması, geleneksel 

antiepileptik ilaçlardan farklı olarak, hastalığın altında yatan 

moleküler mekanizmaların hedeflenmesini gerekli kılmıştır. Bu 

doğrultuda geliştirilen yeni stratejiler; genetik mutasyonlara özgü 

tedavi, epigenetik modülasyon, nöroinflamasyonun baskılanması, 

hücre içi sinyal yollarının regülasyonu ve nöronal devre 

modifikasyonu gibi çok katmanlı yaklaşımları kapsamaktadır 

(Bazhanova ve ark., 2021, Sanz, Rubio, & Garcia-Gimeno, 2024). 

8.1 Genetik temelli tedaviler 

Özellikle monogenik epilepsilerde (SCN1A, KCNQ2, 

STXBP1) gibi mutasyonlara yönelik genetik düzeyde 

kişiselleştirilmiş tedaviler geliştirilmektedir. Bunlar arasında: 

Antisens oligonükleotid (ASO) tedavileri 

CRISPR-Cas9 ile gen düzeltme 

mRNA temelli modülasyon gibi yöntemler sayılabilir. 

Dravet sendromu için geliştirilmiş STK-001 gibi ASO bazlı 

tedaviler preklinik ve erken klinik çalışmalarda umut verici sonuçlar 

vermektedir (Han ve ark., 2020). 

8.2 Epigenetik düzenleyiciler 

Epileptogenez sürecinde DNA metilasyonu ve histon 

modifikasyonlarının rolü göz önüne alındığında, HDAC inhibitörleri 

(valproat, vorinostat, trichostatin A) gibi ajanlar, gen ekspresyonunu 

düzenleyerek antikonvülsan etki gösterebilir. Bu ajanların çoğu 
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preklinik aşamada olsa da gelecekte epigenetik temelli hedefe 

yönelik tedavilerde önemli bir yer edinmeleri beklenmektedir 

(Henshall & Kobow, 2015). 

8.3 Sinyal yolu inhibitörleri (mTOR, MAPK) 

mTOR sinyal yolunun aşırı aktivitesi, özellikle tuberöz 

skleroz kompleksi ve fokal kortikal displazi gibi yapısal 

epilepsilerde görülmektedir. Bu yolağı hedefleyen everolimus, FDA 

tarafından epilepsi tedavisinde onaylanan ilk moleküler hedefli 

ajandır. Benzer şekilde, MAPK/ERK yolunu hedefleyen inhibitörler 

de araştırma aşamasındadır (Crino, 2015, Lai ve ark., 2022). 

8.4 Nöroinflamatuvar yaklaşımlar 

İnflamatuar sitokinlerin (ör. IL-1β, TNF-α) 

epileptogenezdeki rolü nedeniyle, bu sitokinleri inhibe eden anti-

inflamatuar ajanlar (anakinra, canakinumab gibi) tedavi stratejileri 

arasında değerlendirilmektedir. Henüz rutin kullanıma girmemiştir 

ancak özellikle otoimmün epilepsilerde klinik potansiyele sahiptir 

(Vezzani & Baram, 2007). 

8.5 Moleküler nöromodülasyon 

Optogenetik, kemogenetik ve nöronal devre mühendisliği 

teknikleri, epileptik odakları selektif olarak baskılamak için 

kullanılabilecek deneysel yaklaşımlardır. Işık veya kimyasal 

uyarıcılarla nöron aktivitesinin kontrol edilmesi, özellikle fokal 

epilepsilerde gelecek vadeden bir stratejidir (Christenson Wick & 

Krook-Magnuson, 2018). 

8.6 MikroRNA hedefli tedaviler 

Belirli miRNA’ların (örn: miR-146a, miR-134) aşırı veya az 

ekspresyonu epileptogenezde etkili olduğu için, bu moleküllerin 

miRNA inhibitörleri veya mimetikleri ile regülasyonu 

araştırılmaktadır. Bu alan henüz deneysel düzeyde olsa da özgün 

tedavi potansiyeli taşır (Jimenez-Mateos & Henshall, 2013). 
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9. Sonuç 

Epilepsi, genetik ve çevresel faktörlerin etkileşimiyle ortaya 

çıkan karmaşık bir nörolojik hastalık olup, klinik çeşitliliği ve 

tedaviye dirençli vakaların artması, tedavi sürecini zorlaştırmaktadır 

(Singh & Trevick, 2016). Epilepsi ve epileptogenezin temelindeki 

moleküler mekanizmaların ortaya konması, epilepsinin tedavisini 

daha etkili hale getirmek için kritik bir aşamadır, bu da 

kişiselleştirilmiş tedavi ve farmakogenetik yaklaşımlarının önemini 

daha da artırmaktadır (Zaitsev & Khazipov, 2023, Vezzani ve ark., 

2011). 

Dil Desteği: Bu bölümün yazım sürecinde ChatGPT'den dil desteği 

alınmıştır. 
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BORDETELLA PERTUSSIS PATOGENEZİ 

BURCU EMİNE TEFON ÖZTÜRK1 

1. Giriş 

Gram negatif bir bakteri olan Bordetella pertussis, yeni 

doğanlarda ve bebeklerde ölümcül olabilen boğmaca adı verilen 

solunum yolu hastalığının primer etkenidir. Hastalık çocukluk çağı 

hastalığı olarak adlandırılsa da son zamanlarda yapılan çalışmalarda 

patojenin ergen ve yetişkinlerde de görüldüğü bildirilmiştir. Etkili 

aşılar mevcut olmasına rağmen, boğmaca hem yüksek gelirli hem de 

düşük gelirli ülkeleri etkileyen, küresel olarak kalıcı bir halk sağlığı 

sorunu olmaya devam etmektedir. Hastalık özellikle bebekler ve 

küçük çocuklar için tehlikeli olup, tedavi edilmediğinde veya 

yetersiz tedavi edildiğinde sıklıkla zatürre, nöbetler, ensefalopati ve 

ölüm gibi ciddi komplikasyonlara yol açmaktadır (Cherry, 2012). 

Tarihsel olarak boğmaca, 20. yüzyılın ortalarında yaygın 

aşılamanın başlamasından önce çocuk ölümlerinin önde gelen 

nedenlerinden biri olmuştur. 1940'larda tam hücreli boğmaca 

aşılarının (wP) uygulanması ve daha sonra bunların 1990'larda 

birçok ülkede aselüler boğmaca aşıları (aP) ile değiştirilmesi, 

hastalık insidansında belirgin bir azalmaya yol açmıştır. Ancak son 

yirmi yılda, aşılama oranının yüksek olduğu toplumlarda bile 

 
1 Dr. Öğr. Üyesi, Akdeniz Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Antalya/Türkiye, Orcid: 0000-
0003-1690-9879, burcutefon@gmail.com 
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boğmacanın endişe verici bir şekilde yeniden ortaya çıktığı 

gözlenmiştir (Mooi, van Loo & King, 2001; Clark, 2014; Cherry & 

Doustmohammadi, 2022). Aşılama kapsamının yüksek olduğu 

birçok ülkede boğmacanın yeniden ortaya çıkması, 

epidemiyolojisinin ve patogenezinin karmaşıklığının altını 

çizmektedir. Bu yeniden ortaya çıkış, bağışıklığın azalması, patojen 

adaptasyonu, artan farkındalık ve hastalığın sağlık birimlerince 

raporlamasındaki eksiklikler ve kullanılan aşıların potansiyelleri 

gibi faktörlere bağlanmaktadır (Cherry, 1996; Locht, 2016;). Ayrıca, 

son zamanlarda yapılan genomik analizler, B. pertussis'in aşı 

kaynaklı seçici baskı altında devam eden bir evrim geçirdiğini ve 

bunun sonucunda pertaktin gibi önemli aşı antijenlerinde eksik 

suşların ortaya çıktığını ortaya koymuştur (Carbonetti, 2016). 

Bordetella pertussis enfeksiyonu kataral, paroksismal ve 

konvalesan evrelerinden oluşan uzun süreli bir seyirle karakterizedir. 

Çocuklarda karakteristik “boğulma” sesini takip eden paroksismal 

öksürük nöbetleri ergenlerde ve yetişkinlerde daha az görülür, bu da 

tanıyı zorlaştırır ve eksik raporlamaya neden olur. Bu da hastalığın 

bulaşına devam etmesine katkıda bulunur (Kilgore & ark., 2016; 

Yılmaz-Çolak & Tefon-Öztürk, 2023). 

Boğmacanın halk sağlığı üzerindeki etkileri morbidite ve 

mortalitenin ötesine uzanmaktadır. Hastalık, özellikle salgınlar 

sırasında önemli sağlık yükleri ve maliyetleri getirmektedir. Ayrıca, 

geliştirilmiş aşı formülasyonları, gelişmiş gözetim ve yeni tanı 

araçlarına duyulan ihtiyaç, boğmaca araştırmalarının süregelen 

öneminin altını çizmektedir (Kilgore & ark., 2016). 

Bu bölüm, dünya üzerinde yeniden görülmeye başlayan B. 

pertussis bakterisinin mikrobiyolojik özellikleri ve patogenezini 

detaylandırarak okuyucular için bu alanlara kapsamlı bir genel bakış 

sunacaktır.  

2. Bordetella pertussis’in Mikrobiyolojik Özellikleri 

Alcaligenaceae familyasına ait olan B. pertussis, insanlarla 

sınırlı oldukça özelleşmiş bir konakçı-patojen etkileşimi sergileyen 

titiz bir organizmadır. Bakteri zorunlu aerobiktir, hareketli değildir 
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ve oksidaz pozitiftir ve genomu parazitik yaşam tarzı için 

özelleşmiştir (Parkhill & ark., 2003; Melvin & ark., 2014).  

Bordetella cinsine ait türlerin solunum yollarında kolonize 

olabilme yetenekleri yüksektir ve bu da insanlarda ve hayvanlarda 

bronşiyal ve pulmoner enfeksiyonlara neden olmalarıyla sonuçlanır 

(Hamidou Soumana, Linz & Harvill, 2017). Cinse ait tanımlanan 17 

tür içerisinde B. pertussis, B. parapertussis ve B. bronchiseptica 

insan ve hayvanlarda solunum yolu enfeksiyonlarıyla ilişkilendirilen 

ve en çok incelenen türler olarak bilinmektedir (Mattoo & Cherry, 

2005; Hamidou Soumana, Linz & Harvill, 2017; Belcher & ark., 

2021). Yalnızca insanlarda enfeksiyon hastalığına neden olan B. 

pertussis ilk defa 1906 yılında bir boğmaca salgını takiben Bordet 

ve Gengou tarafından izole edilmiş ve isimlendirilmiştir (Cherry, 

1996) 

2.1 Morfoloji ve büyüme 

Morfolojik olarak, B. pertussis mikroskop altında bir 

kokobasil olarak görünür. Spor oluşturmaz. Dikkat çekici morfolojik 

özelliklerinden biri, flagella ve pili gibi hareketlilik yapılarının 

olmayışıdır. Bu durum, aynı cinse ait olan fakat motil yapılar taşıyan 

B. bronchiseptica gibi türlerden ayrılmasında ayırt edici bir özelliktir 

(Goodnow, 1980; Locht, 2016). Elektron mikroskopisi 

çalışmalarında, B. pertussis’in hücrelerinin kapsülsüz olması 

nedeniyle pürüzsüz olduğu gösterilmiştir. Ancak bazı çalışmalarda 

ince fibriller yapıların hücre yüzeyinden uzandığı bildirilmiş ve bu 

yapıların adhezin olarak görev aldığısöylenmektedir (Melvin & ark., 

2014). 

Bordetella pertussis, metabolik olarak oldukça inert bir 

profilde olup, sınırlı sayıda biyokimyasal reaksiyonda pozitif sonuç 

verir. Bu özellik, bakterinin evrimsel olarak obligat bir parazit yaşam 

tarzına adapte olduğunun da kanıtı olarak söylenebilir (Locht, 2016). 

Pozitif biyokimyasal reaksiyonlar arasında katalaz ve oksidaz 

aktiviteleri yer alır. Bu enzimler, aerobik solunum kapasitesini ve 

reaktif oksijen türlerine karşı savunma mekanizmalarını yansıtır. 

Ancak, çoğu klasik bakteriyolojik testte negatif sonuçlar verir: 

Bakteri üreaz negatif, nitrat redüktaz negatiftir, nitrattan 
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yararlanamaz, indol üretemez ve glukoz fermente edemez 

(Goodnow, 1980; Cherry, 1996). Bu biyokimyasal inertlik, B. 

pertussis’in laboratuvar ortamında sınırlı tanı yöntemleriyle 

saptanmasını zorlaştırmakta, çoğunlukla PCR gibi moleküler 

tekniklerin tercih edilmesine neden olmaktadır (Lee & ark., 2018).  

Bordetella pertussis besinsel olarak oldukça seçicidir ve in 

vitro koşullarda büyümesi için zenginleştirilmiş özel besiyerlerine 

ihtiyaç duyar. Standart laboratuvarlarda kullanılan besiyerlerinde 

gelişemeyen bu bakteri için kan veya nişasta gibi kompleks biyolojik 

materyallerle desteklenmiş özel besiyerleri kullanılır. En yaygın 

kullanılan besiyerleri arasında Bordet–Gengou agar ve Regan–Lowe 

Charcoal Agar bulunmaktadır. Bu medyumlar genellikle %10 

oranında defibrine koyun kanı ile zenginleştirilir ve kontaminasyonu 

engellemek amacıyla sefalosporin türevi antibiyotikler eklenebilir ( 

Goodridge, Marrie & Orr, 2015; Murray, Rosenthal & Pfaller, 2021). 

Bordetella pertussis’in büyüme süresi oldukça yavaştır, bu 

da kültüre edilirken kontaminasyon riskini arttırır. Uygun ortam ve 

koşullar sağlansa bile, tipik koloniler 3 ila 7 gün içerisinde 35–

37°C’de inkübasyon sonucunda görülebilir. Oluşan koloniler 

genellikle küçük, yarı saydam, parlak görünümlüdür ve karakteristik 

olarak “civa damlası” görünümüne sahiptir. Bu morfolojik özellik, 

özellikle erken dönemde tanısal amaçla önem taşımaktadır (Cherry, 

2012). 

Bu bakteri çevresel stres faktörlerine, özellikle kuruma ve 

sıcaklık değişimlerine karşı oldukça hassastır. Bu nedenle klinik 

örneklerin alınmasından kültüre kadar olan süreçte dikkatli taşınma 

koşullarına ihtiyaç vardır. Uygun koşullar sağlanmadığında 

organizmanın canlılığını kaybetmesi, izolasyon oranlarının 

düşmesine neden olur (Mattoo & Cherry, 2005). 

Hassasiyeti nedeniyle, tanı sürecinde bakterinin kültürü 

sıklıkla PCR gibi moleküler tekniklerle desteklenmektedir. Ancak 

kültür yöntemi, antibiyotik duyarlılığı çalışmaları ve epidemiyolojik 

analizler için hâlâ altın standart olarak kabul edilmektedir (WHO, 

2015). Son yıllarda B. pertussis’in kültüre edilmesini kolaylaştırmak 

amacıyla yeni besiyeri formülasyonları ve hızlı tanı testleri 
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geliştirilmiştir. Ancak yine de organizmanın yavaş büyümesi ve 

zorlu kültivasyon gereksinimleri nedeniyle klasik kültür yöntemleri 

halen sınırlı başarıya sahiptir. Bu durum, boğmaca hastalığının tanı 

ve izlem süreçlerinde zorluklara yol açmaktadır (Kilgore & ark., 

2016). 

2.2 Genetik özellikler ve evrimsel adaptasyon 

Bordetella pertussis genomu yaklaşık 4.1 Mb 

uzunluğundadır ve bu, yaklaşık 5.3 Mb büyüklüğündeki B. 

bronchiseptica genomundan önemli ölçüde küçüktür. Bu fark, B. 

pertussis’in zamanla genomunu sadeleştirmesi (genomic 

streamlining) ile açıklanmaktadır. Bu evrimsel süreç, bakterinin 

insan konakçısına özgü parazit yaşam tarzına geçişi sırasında, doğal 

çevrete yaşama uyumla ilgili birçok genin işlevini kaybetmesi veya 

tamamen silinmesiyle sonuçlanmıştır (Parkhill & ark., 2003).  

Bordetella pertussis genomunda, özellikle IS481 olmak 

üzere çok sayıda insersiyon dizisi yer almaktadır. Bu mobil genetik 

elemanlar hem genetik rekombinasyona yol açmakta hem de gen 

bozulmalarına neden olarak genomun küçülmesine katkı 

sağlamaktadır (Brinig & ark., 2006; Parkhill & ark, 2003; ). IS481 

dizileri, genomun yaklaşık %3’ünü oluşturur ve bu elementlerin 

yaygınlığı, genetik stabiliteyi olumsuz etkileyerek gen kayıplarını 

tetiklemiştir. Bu sürecin sonucunda, B. pertussis birçok metabolik 

yolda görevli geni, çevresel stres yanıtı genlerini ve bazı taşıyıcı 

proteinleri kaybetmiştir. Bu kayıplar, bakterinin konak dışındaki 

ortamlarda yaşama yeteneğini azaltmış; ancak buna karşılık, insan 

solunum epiteline bağlanma, bağışıklık sisteminden kaçınma ve 

patojenite gibi özellikleri ön plana çıkarmıştır (Belcher & Preston, 

2015).  

Bordetella pertussis, yüksek düzeyde genetik monomorfizm 

sergiler yani populasyon içindeki suşlar arasında genetik çeşitlilik 

oldukça sınırlıdır (Bart & ark., 2010). Bu durum, genomik 

daralmanın yalnızca bireysel bir adaptasyon değil, aynı zamanda tür 

düzeyinde evrimsel bir “dar boğaz” geçirdiğini düşündürmektedir. 

Buna rağmen, bazı varyant genlerde (ptxP, fim3 ve prn gibi) nokta 



 

--36-- 

mutasyonlar ve delesyonlar gözlenmiştir. Bu varyasyonlar, aşılama 

baskısına karşı gelişen evrimsel yanıtlar olarak 

değerlendirilmektedir (Mooi & ark., 2009). 

2.3 Metabolik kapasite 

Bordetella pertussis, karbon kaynaklarının kullanımı 

bakımından son derece sınırlı bir kapasiteye sahiptir. Genomundaki 

gen kayıpları, glukoz gibi karbonhidratların klasik glikoliz yoluyla 

metabolize edilmesini imkânsız hale getirmiştir. Özellikle glikolizin 

anahtar enzimi olan 6-fosfofruktokinazın eksikliği nedeniyle bu yol 

aktif değildir (Higgins & ark., 2012). Bu nedenle bakteri, enerji 

üretimini ağırlıklı olarak TCA döngüsü ve oksidatif fosforilasyon 

yoluyla gerçekleştirir. Bu yollar, amino asitler ve diğer konakçı 

kaynaklı maddelerin katabolizması ile başlatılır. Bakteri, özellikle 

serin, glutamat ve diğer bazı amino asitleri enerji üretiminde kullanır 

(Zhang et al., 2011). Amino asit metabolizması, B. pertussis için 

büyük öneme sahiptir. Bakteri, çevresel karbon kaynaklarını 

kullanamadığından, yaşamsal faaliyetlerini sürdürebilmek için 

konakçıdan sağladığı amino asitlere bağımlıdır (Parkhill & ark., 

2003). Buna ek olarak, azot metabolizmasına ilişkin bazı enzimler 

de kaybolmuştur. Örneğin, birçok bakteride yaygın olarak bulunan 

nitrat redüktaz enzimi bu bakteride bulunmaz; bu da anaerobik azot 

metabolizmasını sınırlamaktadır (Goodnow, 1980). 

Metabolik kısıtlamalar yalnızca substrat kullanımında değil, 

aynı zamanda moleküllerin alımı için gerekli olan taşıyıcı 

proteinlerde de gözlenir. Genomun sadeleşmesi, birçok ABC taşıyıcı 

sistemi, şeker permeazları ve katabolik enzim sistemleri gibi önemli 

işlevleri kodlayan genlerin kaybına neden olmuştur. Bu durum, 

bakterinin besin alımında ve çevresel adaptasyonda zayıflamasına 

neden olmuş, ancak insana özgü hücre içi kaynaklara bağımlılığı 

artırmıştır (Melvin & ark., 2014). 
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2.4 Hücre duvarı yapısı ve lipooligosakkarit (LOS) 

Bordetella pertussis, klasik Gram-negatif bakterilerden 

farklı olarak dış zarında lipooligosakkarit (LOS) barındırır; bu yapı, 

Escherichia coli ve Salmonella gibi türlerde görülen tipik 

lipopolisakkarit (LPS)’ten yapısal olarak farklıdır (Preston & ark., 

2003). LOS, lipid A ve kısa bir oligosakkarit zincirinden oluşur ve 

tam bir O-antijen kısmı içermez. Bu yapı, doğrudan konak bağışıklık 

sistemiyle etkileşime girer (Yılmaz-Çolak & Tefon-Öztürk, 2023).  

LOS, özellikle Toll-benzeri reseptör 4 (TLR4) aracılığıyla 

doğal bağışıklık sisteminin güçlü bir uyarıcısıdır. Bu etkileşim 

sonucunda inflamatuvar sitokinlerin salınımı tetiklenir ve boğmaca 

hastalığına özgü güçlü inflamasyon cevabı oluşur (Preston & ark., 

2003; Melvin & ark., 2014). Aynı zamanda adezin proteinleri, 

bakterinin solunum epitelinde kalıcı kolonizasyon oluşturmasını 

sağlar. Bu yapıların aşı antijenleri olarak kullanılması, koruyucu 

bağışıklık geliştirilmesinde temel strateji olmuştur (Cherry, 2012; 

Yılmaz-Çolak & Tefon-Öztürk, 2023). 

2.5 Virülans faktöleri ve bvgAS düzenleyici sistemi 

Virülans faktörleri bakterinin solunum epiteline tutunmasını, 

bağışıklık sisteminden kaçmasını, konak hücrelerini etkilemesini ve 

enfeksiyonu sürdürmesini Patojenitei ile ilişkili bu faktörlerin 

ekspresyonu büyük ölçüde bvgAS iki bileşenli düzenleyici system 

tarafından kontrol edilir. Bu sistem çevresel sinyallere yanıt olarak 

genetik ekspresyonu dinamik biçimde düzenler (Cotter & Jones, 

2003).  

Bordetella pertussis’in virülans faktörleri şu başlıklar altında 

incelenebilir: Adezyon faktörleri, toksinler ve diğer yapılar ve 

faktörler. 

Bu faktörler, bakterinin enfeksiyon sürecinin her aşamasında 

farklı roller üstlenir ve genellikle bvgAS isimli iki bileşenli 

düzenleyici sistem tarafından kontrol edilir (Decker & ark., 2012). 
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2.5.1 Adezyon faktörleri 

2.5.1.1 Filamentöz hemaglütinin (FHA) 

FHA, bakterinin trakeal epitel hücrelerine bağlanmasını 

sağlayan büyük, çok işlevli bir adezin proteinidir. Aynı zamanda 

bağışıklık sisteminden kaçışta rol oynayan immünmodülatör etkileri 

de vardır. FHA, hem konak hücre reseptörleri hem de fagositik 

hücreler ile etkileşime girerek internalizasyonu etkileyebilir 

(Relman & ark., 1989; Locht & ark., 2011). 

FHA, başlangıçta fhaB geni tarafından sentezlenen yaklaşık 

367 kDa büyüklüğünde bir öncül proteinden türetilir. Bu öncül 

protein, bakteriyel tip V salgı sistemi aracılığıyla periplazmaya 

aktarılır ve burada proteolitik işlemle olgun ~220 kDa’lık formuna 

dönüştürülür. FHA'nın olgun formu, birçok tekrar içeren modüler bir 

yapıya sahiptir ve farklı bağlanma bölgeleri aracılığıyla hem 

hücresel hem de hücre dışı matris bileşenleri ile etkileşim kurabilir 

(Locht & Keith, 1986; Coutte & ark., 2001). 

FHA'nın en belirgin rolü, B. pertussis’in solunum epiteline 

ve fagositik olmayan hücrelere bağlanmasını sağlamaktır. FHA, 

özellikle galaktoz–fukoz–N-asetilglukozamin içeren reseptör 

yapıları ve heparan sülfat proteoglikanlar gibi hücre yüzeyi 

moleküllerine yüksek afiniteli bağlanma yeteneğine sahiptir (van 

den Berg & ark., 1999). FHA, ayrıca laminin ve fibronektin gibi 

hücre dışı matris proteinlerine bağlanarak kolonizasyonu artırır ve 

konak hücre etkileşimini güçlendirir (Leininger & ark., 1991).  

FHA, sadece yapısal bir adezin değil, aynı zamanda konak 

bağışıklık sistemini modüle eden bir faktördür. Fagositlere 

bağlandıktan sonra proinflamatuvar sitokinlerin salımını 

etkileyebilir, fagositozu azaltabilir ve apoptozu indükleyebilir 

(Belcher & ark., 2021). Bu özellikleriyle FHA, B. pertussis'in inatçı 

enfeksiyon yeteneğine katkıda bulunur. 
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2.5.1.2 Fimbriya proteinleri (Fim2, Fim3) 

Fimbriyal yapılar bakterinin yüzeyinde yer alan filamentöz 

protein yapılar olup bakterinin solunum yolu epitel hücrelerine 

tutunmasında rol oynar. Bu fimbriyalar, bakteriyel adezyonun yanı 

sıra immün sistemin uyarılması, koloni formasyonu ve konak 

savunmalarından kaçış gibi birçok patojenik süreçte işlev görür. B. 

pertussis’te tanımlanmış başlıca fimbriyal proteinler fimbriya tip 2 

(Fim2), fimbriya tip 3 (Fim3) ve daha az yaygın olan FimX ve diğer 

alt tiplerdir. Bu proteinler, bakteriyel yüzeyde filamentöz uzantılar 

şeklinde yer alır ve fim gen kümesi tarafından kodlanır. Genellikle 

22–25 kDa arası küçük proteinlerdir (Mooi, Van Loo & King, 2001).  

Bu bakteriye ait fimbriyalar, çoğunlukla fimbrin adı verilen 

yapısal alt birimleri kodlayan fim2 ve fim3 genlerinden, şaperon 

görevi gören FimC’yi kodlayan fimC geninden, membranda 

transportta görev alan FimD’yi kodlayan fimD geninden ve ürünleri 

yardımcı proteinler olarak görev alan fimA, fimX, fimN genlerinden 

oluşan bir operon yapısında organize edilmiştir. Bu genlerin 

ekspresyonu, BvgAS adlı iki bileşenli düzenleyici sistem tarafından 

sıkı şekilde kontrol edilir. Bu sistem, bakterinin çevresel koşullara 

göre fimbrial ekspresyonunu düzenlemesini sağlar (Chen & Stibitz, 

2019). 

Bordetella pertussis izolatları, taşıdıkları fimbrial tiplere 

göre Fim2, Fim3 veya her ikisini içerebilir (Fim2/3). Bu farklılıklar, 

epidemiyolojik takip ve bağışıklık kaçışı açısından önemlidir. 

Yapılan genomik çalışmalar, aşılama sonrası seçilim baskısıyla bazı 

fimbrial tiplerin daha baskın hale geldiğini göstermektedir. Bu 

durum, aşı-antijen uyumsuzluğu olasılığını ve aşıların yeni 

dolaşımda olan suşlara karşı koruyuculuğunun azalma ihtimalini de 

doğurur (Mooi & ark., 2009). 

2.5.1.3 Pertaktin 

Pertaktin, B. pertussis tarafından üretilen bir oto-transporter 

dış membran proteini olup, bakterinin solunum yollarına tutunmasını 

ve konak bağışıklık sisteminden kaçışını sağlayan önemli bir adezin 

ve virülans faktörüdür. Konak hücre üzerindeki RGD (arjinin-glisin-
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aspartik asit) motifleri aracılığıyla integrin benzeri reseptörlere 

bağlanabilir (Emsley & ark., 1996). Günümüzde kullanılan asellüler 

boğmaca aşılarında (aP) bulunan anahtar antijenlerden biridir 

(Belcher & Preston, 2015; Melvin & ark., 2014).  

Pertaktin proteini, yaklaşık 69 ila 93 kDa arasında değişen 

moleküler ağırlığa sahip olup, farklı izoformları bulunan bir yüzey 

proteinidir. Bu protein, B. pertussis genomunda yer alan prn geni 

tarafından kodlanmaktadır ve oto-transporter (tip V) protein ailesine 

aittir. Yapısal olarak modüler bir organizasyona sahiptir: Protein, N-

terminalde yer alan ve hücre dışında sergilenen fonksiyonel pasaj 

bölgesi ile C-terminalde bulunan β-barrel yapısından oluşur. C-

terminal β-barrel bölgesi, proteinin dış membranı aşmasını 

sağlarken, fonksiyonel N-terminal kısmı bakteriyel yüzeyde aktif rol 

oynar. B. pertussis’in dış membranını geçtikten sonra bu protein, 

proteolitik olarak işlenerek yüzeye yerleşir ve burada virülansla 

ilişkili işlevlerini yerine getirir (Mattoo & Cherry, 2005).  

Pertaktin geninde çeşitli nükleotid değişiklikleri, 

insersiyonlar ve delesyonlar gözlenmiştir. Bu genetik varyasyonlar 

sonucunda farklı pertaktin alelleri, örneğin prn1 ve prn2 gibi tipler, 

ortaya çıkmaktadır. Aşılarda pertaktin antijeninin kullanılması, bu 

antijene karşı bağışıklık baskısının oluşmasına yol açmıştır. Bu 

bağışıklık baskısı altında, özellikle yüksek aşılama oranlarına sahip 

ülkelerde pertaktin-negatif B. pertussis suşlarının giderek daha sık 

izole edildiği bildirilmektedir (Lam & ark., 2014). Bu suşlarda 

genellikle prn genine IS481 elemanının insersiyonu sonucu genetik 

inaktivasyon meydana gelmektedir. Bu durum, ilgili suşlara aşıya 

karşı bir seçilim avantajı kazandırmış olabilir. Ancak bazı 

çalışmalar, bu pertaktin-negatif suşların virülanslarının daha düşük 

olabileceğine de işaret etmektedir (Hegerle & Guiso, 2014). 

Pertaktin, asellüler boğmaca aşılarının (DTaP, Tdap) 

çoğunda yer almakta ve bağışıklık sistemini spesifik IgG 

antikorlarının üretimi yönünde uyarmaktadır. Bu antikorlar, B. 

pertussis’in konak hücrelere adezyonunu engelleyerek koruyucu 

bağışıklık sağlar. Bununla birlikte, pertaktin-negatif suşların 

görülme sıklığının artması, yalnızca pertaktine karşı geliştirilen 
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bağışıklığın hastalığı önlemede yetersiz olabileceğini ortaya 

koymaktadır (Pawloski & ark., 2013; Hegerle & Guiso, 2014). 

Pertaktin-negatif suşların klinik ve epidemiyolojik olarak 

ortaya çıkması, mevcut aşılama stratejilerinin yeniden 

değerlendirilmesini gerektirmektedir. Bu bağlamda, aşıların 

yalnızca pertaktin değil, aynı zamanda filamentöz hemaglutinin, 

pertussis toksini ve fimbrial antijenler gibi diğer hedeflere de 

yönelmesi önem kazanmaktadır. Ayrıca, epidemiyolojik izleme 

açısından pertaktin pozitif ve negatif suşların ayrımı, B. pertussis’in 

evrimsel dinamiklerini takip edebilmek adına kritik bir parametre 

olarak değerlendirilmektedir (Xu & ark., 2019; Barkoff & ark., 

2024). 

2.5.2 Toksinler 

2.5.2.1 Pertussis toksini (PT ya da PTx) 

Pertussis toksini (PT), bakterinin solunum yolu epitel 

hücrelerine kolonizasyonunu kolaylaştırır ve hastalığın sistemik 

belirtilerinin çoğundan sorumludur (Melvin, Scheller, Miller & 

Cotter, 2014). B. pertussis’in en önemli ve immünmodülatör etkileri 

olan virülans faktörlerinden biridir. PT, AB₅ tipi bir ekzotoksindir ve 

toplamda altı alt birimden oluşur: A alt birimi (S1), toksinin katalitik 

kısmıdır ve ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahiptir. B alt birimi, 

beş alt birimden oluşur: S2, S3, iki adet S4 ve S5. Bu alt birimler, 

toksinin hedef hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanmasını sağlar. 

Bu yapı, toksinin hem bağlanma hem de hücre içi toksik etkiler 

göstermesini mümkün kılar (Locht & Keith, 1986). 

Toksin hedef hücrelerde bulunan Gi/o proteinlerini ADP-

ribozilasyon yoluyla inaktive eder. Bu inaktivasyon, adenilat siklaz 

enziminin kontrolsüz bir şekilde aktive olmasına ve hücre içi cAMP 

düzeylerinin artmasına neden olur. Artan cAMP düzeyleri, hücre içi 

sinyal iletim yollarının bozulmasına ve birçok fizyolojik etkinin 

ortaya çıkmasına yol açar (Hsia 1984). Bu etkiler arasında bağışıklık 

sisteminin baskılanması önemli bir yer tutar; özellikle fagositik 

hücrelerin kemotaksisi ve aktivasyonu engellenir. Ayrıca, kan 
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dolaşımında lenfosit sayısında artışa neden olan lenfositoz ve insülin 

salınımını artırarak hipoglisemiye yol açabilecek endokrin etkiler de 

gözlenmektedir (Carbonetti, 2015). 

PT, hem doğuştan gelen hem de kazanılmış bağışıklık 

yanıtlarını baskılayabilir. Nötrofil ve makrofajların enfeksiyon 

bölgesine göçü engellenir, kemokin üretimi azaltılır ve lenfosit 

proliferasyonu inhibe edilir. Bu immün modülatör etkiler, patojenin 

konak savunma mekanizmalarından kaçınmasına olanak tanır 

(Klimova & ark., 2022). 

PT, aynı zamanda asellüler boğmaca aşılarının (DTaP, Tdap) 

temel bileşenlerinden biridir. Aşıda kullanılan PT formu genellikle 

inaktive edilmiş, yani toksoid haline getirilmiş bir versiyondur. Bu 

form, spesifik IgG antikorlarının oluşumunu teşvik eder ve toksine 

karşı nötrolizan bağışıklık geliştirir. Ancak yalnızca PT’ye karşı 

bağışıklık, enfeksiyonu önlemede tek başına yeterli olmamaktadır. 

Bu nedenle aşılarda PT ile birlikte FHA, pertaktin ve fimbrial 

antijenler gibi diğer virülans faktörleri de antijen olarak 

kullanılmaktadır (Cherry, 2012). 

Bu toksin boğmaca hastalığının klasik klinik bulgularının – 

özellikle şiddetli ve uzun süren öksürük nöbetlerinin, lenfositozun 

ve solunum yollarında mukus birikiminin – ortaya çıkmasında 

merkezi bir rol oynar. Ayrıca, sistemik etkileri nedeniyle hastalığın 

şiddetini artırabilir ve özellikle bağışıklık sistemi henüz tam 

gelişmemiş olan bebeklerde daha ağır klinik tabloların gelişmesine 

neden olabilir (Cherry, 2012; Nguyen & ark., 2020). 

2.5.2.2 Adenilat siklaz toksini (CyaA) 

Adenilat siklaz toksini (ACT) ya da CyaA, B. pertussis’in 

patogenezinde çok önemli bir rol oynayan, bifonksiyonel bir 

ekzotoksindir. Hem adenilat siklaz aktivitesi gösterir hem de por 

oluşturma özelliği taşır. Bu toksin, öncelikle fagositik hücreleri 

hedef alarak bağışıklık sistemini baskılar ve bakterinin konak 

savunmalarından kaçmasına yardımcı olur (Aktories & Barbieri, 

2005; Guiso, 2017). 
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Bu toksin, cyaA geni tarafından kodlanmakta ve yaklaşık 

1706 amino asit uzunluğunda büyük bir protein olarak 

sentezlenmektedir. ACT, RTX (repeats-in-toxin) ailesinin bir 

üyesidir ve modüler bir yapıya sahiptir. Protein yapısında, N-

terminalde yer alan yaklaşık 400 amino asitlik bir adenilat siklaz 

bölgesi bulunmaktadır. Bu bölge kalmodulin-bağımlı aktivite 

göstererek ATP’yi cAMP’ye çevirir. C-terminalde ise hemolitik bir 

RTX domaini yer alır; bu yapı hedef hücre zarında gözenekler 

oluşturarak hücresel permeabiliteyi artırır. Ayrıca C-terminaldeki 

kalsiyum bağlayıcı tekrar bölgeleri, hem toksinin stabilitesini 

sağlamakta hem de konak hücre yüzeyine bağlanmasında rol 

oynamaktadır. ACT’nin bakteriden salınımı ise HlyB-D adlı ABC 

taşıyıcı sistem proteinleri ve dış membran kanalı TolC aracılığıyla 

gerçekleşir (Glaser & ark., 1988; Chen & ark., 2010). 

Toksin, konak hücreye reseptör aracılığına ihtiyaç duymadan 

bağlanabilmekle birlikte, özellikle CD11b/CD18 (CR3, Mac-1) 

integrin reseptörünü taşıyan hücrelere—örneğin makrofajlar, 

nötrofiller ve dendritik hücrelere—yüksek özgüllükle tutunur 

(Vojtova, Kamanova &Sebo, 2006). Hücreye giriş sürecinde ACT, 

hedef hücre zarıyla doğrudan etkileşime girer ve adenilat siklaz 

bölgesi hücre sitoplazmasına transloke olur. Sitoplazmada 

kalmodulin ile etkileşime girerek aktifleşir ve hücre içi ATP'yi 

cAMP’ye çevirir. Hücre içi cAMP seviyesinin aşırı artışı, bağışıklık 

hücrelerinde kemotaksisin baskılanması, fagositik aktivitenin 

engellenmesi, oksidatif patlama kapasitesinin düşürülmesi, sitokin 

üretiminin bozulması ve apoptozun tetiklenmesi gibi çeşitli işlev 

bozukluklarına yol açar. Bu etkiler, bakterinin bağışıklık 

sisteminden korunmasını ve enfeksiyonun kalıcılığını destekler 

(Confer & Eaton, 1982; Carrica & ark., 2023). 

CyaA, immün modülasyon kapasitesi nedeniyle aşı 

geliştirme çalışmaları açısından da önem arz etmektedir. ACT, yeni 

nesil aşı stratejilerinde yalnızca antijen olarak değil, aynı zamanda 

taşıyıcı sistem (antigen delivery vehicle) olarak da 

değerlendirilmektedir. Rekombinant CyaA proteinleri, heterolog 

antijenleri taşıyacak şekilde modifiye edilerek dendritik hücrelere 
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sunulmak üzere kullanılabilmektedir (Scanlon, Skerry & Carbonetti, 

2019). 

ACT’nin klinik önemi yalnızca patogenez ile sınırlı değildir. 

Bu toksine karşı gelişen antikorlar, B. pertussis enfeksiyonlarının 

serolojik tanısında potansiyel biyobelirteç olarak 

değerlendirilmektedir Ayrıca, ACT-negatif mutant suşların hayvan 

modellerinde daha az virülan olduğu gözlemlenmiş, bu da onu 

zayıflatılmış canlı aşı adayları için potansiyel bir hedef haline 

getirmiştir (Carbonetti, 2010). 

2.5.2.3 Trakeal sitotoksin (TCT) 

Bordetella pertussis’in enfeksiyon sürecinde konak epitel 

dokusuna verdiği hasarın önemli bir nedeni olan trakeal sitotoksin 

(TCT), bakterinin patogenezinde görev alan özgün ve oldukça etkili 

bir toksindir. TCT, bakteri tarafından sentezlenip aktif şekilde 

salgılanan bir protein değil, peptidoglikan yapısının parçalanmasıyla 

açığa çıkan küçük bir hücre duvarı fragmentidir. Bu yönüyle, klasik 

anlamda bir protein toksinden ziyade bir metabolik ürün olarak 

tanımlanabilir. Ancak fizyolojik etkileri son derece güçlü ve konak 

hücresinde doku tahribatı oluşturabilecek düzeydedir (Kessie & ark., 

2021).  

TCT, peptidoglikan yapısının lizozim benzeri enzimlerle 

yıkımı sonucunda ortaya çıkan 1,6-anhydro N-acetylmuramyl-L-

alanyl-D-glutamyl-meso-diaminopimelyl-D-alanine (MurNAc-

tetrapeptid) yapısında küçük bir muropeptid olarak tanımlanır. Bu 

toksin, bakterinin otolizin aktivitesi sırasında hücre duvarından 

ayrılarak çevreye salınır ve hedef konak hücrelere ulaşarak 

inflamasyon ve doku yıkımı başlatır (Folkening & ark., 1987). 

TCT’nin en belirgin etkisi, solunum yolu epiteli üzerinde 

bulunan silyalı hücreler (silia içeren hücreler) üzerinde görülür. Bu 

toksin, bu hücrelerin silier aktivitesini durdurur ve zamanla bu 

hücrelerin ölümüne yol açar. Özellikle trakeal epitelde silier kaybı, 

mukosiliyer temizleme mekanizmasının bozulmasına ve bakterinin 

mukozal yüzeylerde uzun süre kalmasına neden olur. Bu olay, 

öksürük refleksinin şiddetlenmesine ve hastalığın klasik spasmodik 
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öksürük semptomlarının ortaya çıkmasına katkı sağlar (Flak, & 

Goldman 1998). 

TCT’nin bu toksik etkileri, büyük ölçüde konak bağışıklık 

sistemi hücrelerinde yer alan nöd benzeri reseptörler (NOD1) 

aracılığıyla algılanmasından kaynaklanır. TCT, NOD1'i aktive 

ederek nükleer faktör kappa B (NF-κB) sinyal yolunu uyarır ve 

proinflamatuvar sitokinlerin (özellikle IL-1β, IL-6 ve TNF-α) 

salınımını tetikler. Böylece sadece epitel hasarına değil, aynı 

zamanda sistemik inflamatuvar yanıta da yol açar (Kessie & ark., 

2021). 

TCT, ayrıca lipooligosakkarit (LOS) ile sinerjistik olarak etki 

gösterir. Bu iki molekül birlikte konak hücrelerde sitokin salımını 

sinerjik biçimde uyararak daha güçlü bir inflamatuvar yanıt ortaya 

çıkarır (Cookson & ark, 1989). 

Aşılama açısından bakıldığında, TCT proteik bir yapı 

taşımadığı için doğrudan asellüler boğmaca aşılarının bir bileşeni 

değildir. Ancak, TCT’nin konak savunması üzerindeki immünolojik 

etkileri, enfeksiyon sonrası gelişen bağışıklık yanıtlarının 

anlaşılması ve yeni nesil aşı stratejilerinin tasarlanması açısından 

önemli bir araştırma alanı olmaya devam etmektedir (Szymkowicz, 

Dey & McMahon, 2021). 

2.5.3 Diğer yapılar ve faktörler 

2.5.3.1 Lipooligosakkarit (LOS) 

Bordetella pertussis’in hücre duvarında yer alan önemli bir 

yapısal bileşen olan lipooligosakkarit (LOS), bakterinin 

patogenezinde ve konak bağışıklık sistemiyle etkileşiminde merkezi 

bir rol oynar. LOS, Gram-negatif bakterilerin çoğunda bulunan 

lipopolisakkarite (LPS) benzer bir yapıya sahip olmakla birlikte, 

ondan farklı olarak uzun O-antijen zincirlerine sahip değildir. Bu 

özelliğiyle LOS, daha kısa ve daha sabit bir yapıya sahip olup, B. 

pertussis’in immün sistemle olan etkileşiminde farklı bir biyolojik 

profil sergiler (Preston & ark., 2003).  
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Bordetella pertussis’e ait LOS, tipik olarak üç ana bölgeden 

oluşur: Lipid A, hidrofobik kısmı oluşturur ve konak hücrelerde 

Toll-like reseptör 4 (TLR4) üzerinden immün yanıtı tetikler. Yapısal 

olarak difosforil hekzosamin içerir ve endotoksik etkiye sahiptir. 

Merkez (core) oligosakkarit, lipid A’ya kovalent bağlıdır ve çeşitli 

şeker alt birimlerinden oluşur. Bu bölge LOS’un özgünlüğünü ve 

biyolojik aktivitesini belirler. LOS’a ait O-antijen zinciri yoktur. Bu, 

LOS'u klasik LPS’ten ayıran en temel özelliktir. O-antijen eksikliği 

nedeniyle LOS, bağışıklık sisteminden daha kolay fark edilebilir 

hale gelir, fakat bağışıklık kaçışı stratejilerini de farklılaştırır. 

Yapısal olarak LOS, Neisseria meningitidis gibi diğer patojen 

bakterilerin LOS yapısına benzerlik gösterir, fakat B. pertussis’in 

LOS'u, virülans açısından benzersiz biyolojik etkiler taşır (Brodeur 

& ark., 1993). 

Bordetella pertussis tarafından üretilen lipooligosakkarit 

(LOS), bakterinin önemli bir virülans faktörü olup konak bağışıklık 

sistemiyle doğrudan etkileşime girer. LOS, konak hücre yüzeyinde 

bulunan Toll-like reseptör 4 (TLR4) aracılığıyla tanınır ve bu tanıma 

olayının ardından doğuştan gelen bağışıklık yanıtı aktive edilir. 

TLR4’ün uyarılması, özellikle nükleer faktör-κB (NF-κB) sinyal 

yolaklarının etkinleşmesine yol açar ve bunun sonucunda 

proinflamatuvar sitokinlerin üretimi belirgin şekilde artar. Bu 

inflamatuvar yanıt, enfeksiyonun erken dönemlerinde bakterinin 

kontrol altına alınmasına yardımcı olmakla birlikte, aşırı veya 

kontrolsüz inflamasyon durumunda bronşit, lökositoz ve doku hasarı 

gibi patolojik etkiler ortaya çıkabilir (Roberts & ark., 2008). 

LOS’un patojenite üzerindeki etkisi yalnız başına sınırlı 

kalmamakta, aynı zamanda B. pertussis’in bir diğer önemli toksini 

olan TCT ile sinerjistik bir etki oluşturmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda, LOS’un TCT ile uygulanması durumunda özellikle IL-

1 üretiminin anlamlı düzeyde arttığı gösterilmiştir. Bu sinerjistik 

etki, solunum yollarındaki epitel hasarını ve inflamatuvar sürecin 

şiddetini belirgin ölçüde artırarak boğmaca patogenezine katkı 

sağlamaktadır (Kessie & ark., 2021 
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LOS’un kısa yapısı, antijenik çeşitlilik oluşturma yeteneğini 

sınırlasa da konak tarafından daha kolay tanınmasını sağlayabilir. Bu 

durum, bakterinin daha akut enfeksiyonlar oluşturmasına ve hücre 

duvarının immünojenitesini artırmasına neden olur. Bununla 

birlikte, bazı B. pertussis izolatlarında LOS'un yapısında meydana 

gelen küçük değişikliklerin immün tanımayı etkileyebildiği 

bildirilmiştir (King & ark., 2013). 

Asellüler boğmaca aşılarında, LOS genellikle doğrudan bir 

antijen olarak yer almaz çünkü yapısı oldukça değişkendir ve 

endotoksik etkileri sistemik inflamasyona neden olabilir. Ancak, 

bağışıklık sistemini uyarıcı etkileri nedeniyle LOS türevleri veya 

modifiye lipid A yapıları, yeni nesil aşılarda adjuvan olarak 

değerlendirilmektedir. Buna ek olarak, LOS'a karşı oluşan spesifik 

antikorlar, enfeksiyon tanısında potansiyel biyobelirteçler olarak 

kullanılabilecek niteliktedir (Kessie & ark., 2021). 

2.5.3.2 Biyofilm oluşumu 

Bordetella pertussis, yalnızca akut solunum yolu 

enfeksiyonlarıyla ilişkilendirilen bir patojen değil, aynı zamanda 

konak mukozasında uzun süreli kalıcılığı mümkün kılan gelişmiş 

çevresel adaptasyon stratejilerine sahip bir organizmadır. Bu 

stratejilerden biri, bakterinin biyofilm oluşturma kapasitesidir. 

Biyofilmler, bakterilerin kendilerini dış çevreden korumak amacıyla 

ürettikleri ekstraselüler polimerik bir matriks içerisinde, yüzeylere 

tutunarak oluşturdukları çok hücreli yapılardır. Bu yapılar hem 

antibiyotiklere hem de konak bağışıklık sistemine karşı direnç sağlar 

(Cattelan & ark. 2016). 

Bordetella pertussis biyofilmleri; bakteri hücrelerinin, 

yapışkan bir matriks içinde kümelenerek oluşturduğu organize 

yapılar olup, genellikle ekstraselüler DNA (eDNA), polisakkaritler, 

proteinler ve fimbrial yapılar içeren bir matriksten oluşur. Matriksin 

önemli bileşenlerinden biri filamentöz hemaglutinin (FHA)’dir. 

FHA hem biyofilm oluşumunda hem de bakteri-bakteri ve bakteri-

yüzey etkileşimlerinde kritik rol oynar. FHA’sız mutant suşlarda 
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biyofilm formasyonu belirgin şekilde azalmaktadır (Serra & ark., 

2011). 

Biyofilm oluşumu, B. pertussis’te BvgAS adı verilen iki 

bileşenli düzenleyici sistem tarafından kontrol edilir. BvgAS, 

bakterinin çevresel sinyallere yanıt vererek virülans genlerini ifade 

etmesini sağlayan bir sinyal iletim sistemidir. Bvg+ fazında (virülans 

genleri aktif), adezin ve toksin üretimi artar; bu da biyofilm 

oluşumunu destekler. Ancak bazı çalışmalar, biyofilm oluşumunun 

sadece Bvg+ fazında değil, Bvg-intermediyer fazında da 

gerçekleşebileceğini göstermiştir. Bu durum, B. pertussis’in 

biyofilm formasyonunun çok katmanlı ve dinamik bir süreç 

olduğunu ortaya koymaktadır (Serra & ark., 2011). 

Bordetella pertussis biyofilmleri, bakterinin uzun süreli 

koloni oluşturmasına, tekrar enfeksiyonlara ve subklinik taşıyıcılığa 

neden olabilir. Bu özellik, özellikle aşılanmış bireylerde görülen 

hafif ya da asemptomatik enfeksiyonların açıklanmasında önemli bir 

faktördür. Biyofilm formasyonunun, bakterinin üst solunum 

yollarında kalıcılığını artırarak, kişiden kişiye bulaşmayı 

kolaylaştırabileceği düşünülmektedir (Cattelan & ark. 2016). 

Ayrıca, biyofilmler bakterilerin antibiyotik tedavilerine karşı 

dirençli hale gelmesinde etkili olur. Biyofilm içerisindeki bakteriler, 

düşük metabolik hızları, fizyolojik heterojenlikleri ve matriks 

bariyeri nedeniyle antimikrobiyal ajanlara daha az duyarlıdır. Bu 

durum, özellikle uzun süren öksürük semptomlarının ve tedaviye 

yanıtsız vakaların açıklanmasında önemli bir etmendir (Cattelan & 

ark. 2016). 

2.5.4 BvgAS sistemi 

Bordetella pertussis’in patogenezide çevresel sinyalleri 

algılayarak virülans faktörlerinin gen ekspresyonunu koordine eden 

karmaşık bir düzenleyici sistem olan BvgAS iki bileşenli sistem yer 

alır. Bu sistem, bakterinin patojenitesini belirleyen başlıca kontrol 

noktasıdır ve konakta kolonizasyon, bağışıklık sisteminden kaçış ve 

enfeksiyonun sürdürülmesi gibi süreçleri yönlendirir (Cotter & 

Jones, 2003; Melvin & ark., 2014).  
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BvgAS sistemi, bakterilerde yaygın olarak bulunan klasik bir 

iki bileşenli düzenleyici sistem (Two-Component Regulatory 

System, TCRS) modelini izler. İki temel protein bu sistemin 

merkezindedir: BvgS zar-bağlı bir sensör kinaz proteinidir. Çevresel 

sinyalleri (örn. ısı, magnezyum sülfat, nikotin amid gibi kimyasal 

stres faktörleri) algılar ve ardından otofosforilasyon yoluyla aktive 

olur. BvgA sitoplazmik bir yanıt düzenleyici proteindir. Fosforile 

BvgS tarafından fosfat grubu aktarımıyla aktive edilir ve DNA’ya 

bağlanarak spesifik hedef genlerin transkripsiyonunu başlatır (Moon 

& ark, 2017; Chen & Stibitz, 2019). Fosforile BvgA (BvgA~P), 

yüksek afiniteli hedef promotör bölgelerine bağlanarak birçok 

virülans geninin ekspresyonunu doğrudan düzenler.  

BvgAS sistemi, çevresel koşullara bağlı olarak B. 

pertussis’in gen ekspresyon profilini üç temel fenotipe ayırır: 

Bvg⁺ (aktif virülens fazı): Konak ortamında baskın olan 

fazdır. Virülans genleri (örneğin ptx, fhaB, prn, fim) yüksek düzeyde 

eksprese edilir. 

Bvg⁻ (avirülent faz): Düşük sıcaklık ya da MgSO₄ gibi 

indükleyici ajanların varlığında tetiklenir. Virülans genleri 

susturulur, çevresel yaşamla ilişkili bazı genler (örneğin flagellum 

yapısı gibi) eksprese olur. 

Bvgᶦ (intermediyer faz): Geçiş fazıdır. Bazı virülans genleri 

düşük düzeyde ekspresyon gösterirken, diğerleri baskılanır (Boucher 

& Stibitz, 1995). Bu faz geçişleri bakteriye çevresel değişkenliğe 

karşı yüksek esneklik kazandırır.  

BvgAS sistemi, B. pertussis’in virülens repertuarının 

tamamına yakınını doğrudan ya da dolaylı olarak kontrol eder. 

bvgA~P tarafından aktive edilen genler “bvg-activated genes 

(vags)”, baskılananlar ise “bvg-repressed genes (vrgs)” olarak 

adlandırılır (Stibitz, 1994). 

bvg ile aktive edilen başlıca genler şunlardır: 

ptx operonu – Pertussis toksini (PT) 

fhaB – Filamentöz hemaglütinin (FHA) 
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prn – Pertaktin 

fim2/fim3 – Fimbrial proteinler 

cyaA – Adenilat siklaz toksini 

bopABD – Tip III sekresyon sistemi proteinleri (Melvin & 

ark., 2014) 

bvg tarafından baskılanan genler genellikle çevresel hayatta 

kalma ve metabolik esneklikle ilişkilidir, ancak B. pertussis’te bu 

genler, genomik daralma nedeniyle büyük ölçüde silinmiştir. 

BvgA~P'nin hedef gen promotörlerine bağlanması, 

transkripsiyonel aktivasyonun anahtarıdır. Bu bağlanma genellikle 

promotor bölgesindeki tandem tekrar dizilerine olur. Gen 

ekspresyon seviyeleri, bu tekrarların sayısı ve dizilim motiflerine 

olan afinitesi ile orantılıdır. Ayrıca bazı genlerde BvgA~P, RNA 

polimeraz ile doğrudan etkileşerek transkripsiyonel başlatmayı 

kolaylaştırır. Bu durum, gen ekspresyonunun yukarda bahsedilen 

ince ayarla kontrolünü mümkün kılar (Moon & ark, 2017). 

BvgAS sistemi tarafından düzenlenen bu antijenlerin birçoğu 

aselüler boğmaca aşılarında yer alır. Aşı baskısı altında, ptxP3 

varyantı gibi yeni promotor alellerinin ve Prn-negatif suşların ortaya 

çıktığı gözlenmiştir (Mooi & ark.,2009; Belcher & Preston, 2015). 

3. Sonuç 

Bordetella pertussis, insanlara özgü olan ve yalnızca bu 

konağı enfekte edebilen, yüksek bulaşıcılığa sahip bir bakteridir. Bu 

mikroorganizmanın neden olduğu boğmaca hastalığı, özellikle 

bebeklerde ve bağışıklığı baskılanmış bireylerde ciddi morbidite ve 

mortaliteye yol açabilmektedir. Aşılamanın küresel düzeyde 

yaygınlaşmasına rağmen, son yıllarda boğmaca insidansında 

gözlenen artış hem mikrobiyolojik hem de epidemiyolojik açıdan 

yeniden değerlendirilmesi gereken bir durumdur. Bu artışın altında 

yatan nedenler arasında aşı kaynaklı bağışıklığın zamanla azalması, 

patojenin antijenik yapısında meydana gelen değişimler, pertaktin-

negatif suşların ortaya çıkışı ve tanı yöntemlerindeki gelişmeler yer 

almaktadır. 
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Moleküler düzeyde incelendiğinde, B. pertussis’in 

patogenezinde başrol oynayan bvgAS regulonuna bağlı olarak 

ekspresse edilen çeşitli adezinler ve toksinler, bakterinin konak 

dokularına bağlanmasını, immün sistemden kaçmasını ve hastalığın 

karakteristik semptomlarını oluşturmasını mümkün kılmaktadır. 

Ayrıca son yıllarda yapılan çalışmalar, sub-minimal inhibitör 

konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin (özellikle makrolidlerin) B. 

pertussis’in virülans gen ekspresyonlarını, biyofilm oluşturma 

yeteneğini ve büyüme hızını anlamlı şekilde etkileyebildiğini 

göstermektedir. Bu bulgular, sadece tedavi stratejileri açısından 

değil, aynı zamanda yeni aşılama ve ilaç geliştirme yaklaşımları 

açısından da önemli ipuçları sunmaktadır. 

Ayrıca, halihazırda kullanılan aselüler aşıların uzun dönemli 

koruyuculuk düzeyinin sınırlı olduğu; bu nedenle daha geniş 

kapsamlı ve kalıcı bağışıklık sağlayacak yeni aşı stratejilerine ihtiyaç 

duyulduğu açıktır. Maternal aşılama programları, bağışıklama 

takvimlerinin gözden geçirilmesi ve varyant suşlara karşı çapraz 

koruyuculuk sağlayacak aşı bileşenlerinin geliştirilmesi, boğmaca 

ile mücadelede kritik adımlardır. 

Sonuç olarak, boğmaca hastalığı ve etkeni B. pertussis’e dair 

güncel mikrobiyolojik, moleküler ve epidemiyolojik bilgilerin 

sentezlenmesi hem klinik hem de halk sağlığı uygulamalarında daha 

etkili koruma ve müdahale stratejilerinin oluşturulmasına katkı 

sağlayacaktır. Bu bağlamda, disiplinler arası yaklaşım ve sürekli 

bilimsel güncelleme, boğmaca ile mücadelede sürdürülebilir 

başarının temelidir. 

Not: Bu çalışmanın hazırlanmasında, bazı metinlerin 

yapılandırılması ve referansların düzenlenmesi gibi aşamalarda 

OpenAI tarafından geliştirilen ChatGPT (GPT-4) yapay zekâ 

destekli dil modeli yardımcı araç olarak kullanılmıştır. Nihai içerik, 

yazar tarafından kontrol edilmiş ve bilimsel doğruluğu sağlanmıştır. 
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FUNGAL HASTALIKLARIN TEŞHİSİNDE 

KULLANILAN BAZI MOLEKÜLER YÖNTEMLER 

VE DNA BARKODLAMA 

AYTEN DİZKIRICI TEKPINAR 1 

1. Giriş 

Funguslar, doğada yaygın olarak bulunan ve organik 

maddeleri ayrıştırarak karbon, azot ve diğer elementlerin 

döngüsünde önemli roller oynayan ökaryotik mikroorganizmalardır 

(Corbu & ark., 2023). Ancak bazı türler insanlarda, bitkilerde ve 

diğer canlılarda ciddi enfeksiyonlara ve/veya hastalıklara yol 

açabilmektedir. Özellikle bağışıklık sistemi zayıflamış bireylerde, 

hastane enfeksiyonları, solunum yolu enfeksiyonları ve yüzeysel 

deri enfeksiyonları gibi ciddi sağlık sorunlarına (aspergillosis, 

kandidiyazis, pneumocystis pnömonisi, kriptokokal menenjit vb) 

neden olan fungal patojenler, günümüzde artan bir tehdit 

oluşturmaktadır (Strickland & Shi, 2021; Hoenigl & ark., 2022; 

Pagano & Fernández, 2025). Son yıllarda, fungus enfeksiyonlarının 

küresel yükü alarm verici bir hızla artmakta olup, yanlış teşhis ciddi 

ve potansiyel olarak yaşamı tehdit eden sonuçlara yol açmaktadır 

(Denning, 2024).  
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Funguslar, sadece insanlarda değil bitkilerde de hastalıklara 

neden olabilmektedir (Zuo & ark., 2019; Balestrini, 2021; 

Priyashantha & ark., 2023; Mishra & ark., 2024). Bitkilerde 

hastalıklara neden olan funguslar, farklı ekosistemlerde ve tarım 

alanlarında ciddi ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Örneğin, 

Pas (Rust) fungusları (Puccinia ve Cronartium türleri), buğday, arpa 

ve yulaf gibi tahıllarda ciddi verim kaybına neden olurken (Zuo & 

ark., 2019), sürme (smut) fungusları (Ustilago, Tilletia gibi türler) 

mısır ve buğday gibi tahıllarda, tanelerin kalitesini bozarak büyüme 

bozukluklarına sebep olmaktadır (Ghimire & ark., 2020). Küf 

fungusları arasında yer alan Erysiphe, Blumeria ve Leveillula gibi 

türler ise bağcılık ve sebze tarımında kalite kaybına yol açan 

hastalıkları oluşturmaktadır (Lebeda & ark., 2024). Fusarium türleri, 

domates, muz, buğday ve mısır gibi bitkilerde solgunluk, nekroz ve 

mikotoksin kontaminasyonu ile tarımsal üretimi tehdit ederken 

(Zakaria & ark., 2023; Ismaila & ark., 2023), mildiyö (mildew) 

fungusları (Plasmopara, Peronospora, Hyaloperonospora) yaprak 

lekeleri, kloroz ve erken yaprak dökümü gibi etkilerle bitkilerin 

büyümesini ve gelişimini engellemektedir (Salcedo & ark., 2021, 

2023).  

Fungusların canlılara olan zararlı etkilerini yok etmek veya 

olabildiğince en aza indirmek, yayılmasını kontrol altına almak için 

ilk yapılması gereken basamak patojenlerin teşhislerinin kısa 

zamanda doğru olarak yapılabilmesidir. Tanı olanaklarının eksikliği 

ve mantar teşhisi için alanında uzman sayısının az olması, birçok 

mantar enfeksiyon veya hastalığının tespit edilememesine yol 

açmakta ve bu da canlı güvenliğini tehlikeye atarken ileri aşamalarda 

da artan kayıplara neden olmaktadır (Lockhart, Chowdhary & Gold, 

2023). Ayrıca, etkili iyileştirme ve tedavi seçeneklerinin sınırlı 

olması da enfeksiyona veya hastalıklara neden olan fungusların en 

kısa ve güvenilir şekilde teşhis edilmesinin önemini arttırmaktadır. 

Mikoloji alanında, mantar tespiti ve tanısı için moleküler 

yöntemlerde son yıllarda önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. 

İzolasyon, kültür, morfolojik gözlem ve biyokimyasal özelliklere 

dayanan geleneksel tespit yöntemleriyle karşılaştırıldığında, 

moleküler tanı yöntemleri patojenlerin belirlenmesinde daha doğru 
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ve verimli olabilmektedir. Özellikle kriptik (morfolojik olarak 

birbirine çok benzeyen) veya kültürlenemeyen türlerin tespiti için 

moleküler yöntemler oldukça hızlı ve güvenilirdir (Fang & ark., 

2023). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli testler; 

konvansiyonel (standart) PCR, nested-PCR, multipleks-PCR, q 

(quantitative real-time)-PCR, LAMP (Loop-Mediated Isothermal 

Amplification), HDA (helicase dependant amplification), 

(meta)barcoding en sık kullanılan moleküler tabanlı yöntemlerdir 

(Palka-Santini & ark., 2009; Bellemain & ark., 2010; Avni, 

Leibovici & Paul, 2011; Chong & ark., 2015; Dannaoui & ark., 

2017; Arastehfar & ark., 2018; Jainlabdin & ark., 2018; Arastehfar 

& ark., 2019; Carvalho-Pereira & ark., 2020; Sun & ark., 2020; 

D’Andreano & ark., 2021; Hariharan & Prasannath, 2021; Avenot & 

ark., 2022; White & ark., 2021; Mendonça & ark., 2022; Fang & 

ark., 2023; Shi & ark., 2023; Wang & ark., 2023; Chen & ark., 2024; 

Cotter & ark., 2024; Kaishian & ark., 2024; Letsiou & ark., 2024; 

Thambugala & ark., 2024; Weaver & ark., 2024). PCR tabanlı 

yöntemler, patojenlerin tiplendirmesi, hastalıkların tanısı, gen 

ekspresyon çalışmaları, taksonomi çalışmaları, nokta mutasyonu 

analizi, polimorfizm, popülasyon çalışmaları ve filogenetik analizler 

gibi geniş bir uygulama yelpazesinde kullanılmaktadır.  

2. Kullanılan Moleküler Yöntemler 

Aşağıda fungusların tanımlanması ve isimlendirilmesi için 

kullanılabilecek bazı moleküler temelli metodlar ve bu metodları 

kullanan güncel birkaç çalışma hakkında bilgiler verilmiştir. 

2.1 Konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu 

Konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 

endpoint PCR olarak da adlandırılır ve 1980’lerin ortalarında Kary 

Mullis tarafından geliştirilmiştir (Mullis & Faloona, 1987). 

Moleküler biyolojide yapılan çalışmalar için önemli bir yere sahip 

olan bu yöntem, geleneksel tanı yöntemlerinde karşılaşılan engelleri 

veya sınırlamaları azaltarak bitkilerde ve diğer canlılarda enfeksiyon 

ve diğer hastalıklara neden olan patojenlerin hassas şekilde tespitine 

olanak sağlamıştır. PCR yönteminin amacına ulaşabilmesi için DNA 
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şablonu, Thermus aquaticus adlı termofilik bakteriden elde edilen ve 

ısıya dayanıklı bir DNA polimeraz enzimi olan Taq polimeraz, bir 

çift oligonükleotit primer (forward ve reverse), deoksinükleotid 

trifosfatlar (dNTP’ler), tampon solüsyon ve monovalent (K⁺) ile 

divalent katyonlar (Mg²⁺ veya Mn²⁺) gereklidir. Hedef DNA 

bölgesinin amplifiye edilip edilemediğini görmek için ise genellikle 

agaroz jel elektroforezi kullanılmaktadır. PCR’nin kalitesi, hedef 

DNA dizisinin (sekans) uzunluğu ve izolasyon sonunda alınan 

DNA’nın kalitesi gibi faktörlerden etkilenebilir (Bastien, Procop & 

Reischl, 2008). Düşük konsantrasyonlardaki DNA’nın bile PCR 

yöntemiyle çoğaltılabilmesi, bulaş sonrasında daha semptomlar 

kendini göstermeden önce dahi patojenin tespitine olanak 

vermektedir. Her yöntemde olduğu gibi standart PCR’ın da 

dezavantajlı olduğu noktalar vardır. Özellikle kontaminasyona karşı 

hassasiyeti ve hatalı pozitif sonuçlar yöntemin önemli dezavantajları 

arasında yer almaktadır (Hajia, 2018). Bununla birlikte, geleneksel 

patojen tespit yöntemleriyle kıyaslandığında PCR, yüksek 

duyarlılığı ve özgüllüğü sayesinde bu sınırlamaları büyük ölçüde 

dengelemektedir. Ayrıca agaroz jel elektroforezinin, amplifiye 

edilmiş DNA uzunluklarının farklılıklarını ayırt etme kapasitesi 

sınırlıdır; çok yakın uzunluğa sahip olan DNA bantlarını ayırmaz ve 

bu durum PCR’nin avantajının azalmasına neden olmaktadır. Tüm 

bu kısıtlamalara rağmen, PCR bitki ve insan patojenlerinin 

teşhisinde yaygın olarak kullanılan temel tekniklerden biri olmaya 

devam etmektedir. Örneğin, Ghaedi ve arkadaşlarının 2025 yılında 

Scientific Reports dergisinde basmış oldukları yayında, incir 

ağaçlarında ciddi verim kaybına neden olan (Kabuk yanıklığı ve Dal 

kuruması hastalıkları) Botryosphaeriaceae familyasına ait üç ayrı 

mantar türünün (Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum 

ve Neoscytalidium dimidiatum) teşhisinde PCR temelli yaklaşımlar 

(standart, nested ve multipleks) kullanılmıştır. Çalışmada β-tubulin 

(tub) ve RNA polimeraz II (rpb2) gen bölgeleri için her bir türe özgü 

primer çiftleri (Botryosphaeria dothidea; TUB-Bd1, Neofusicoccum 

parvum; TUB-Np1 ve Neoscytalidium dimidiatum; RPB-Nd2) 

dizayn edilmiştir. β-tubulin bölgesinin PCR çalışmalarında nested 

PCR tercih edilirken, rpb2 bölgesi için standart PCR protokolü 
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yeterli olmuştur. RNA polimeraz II bölgesini hedef alan RPB-Nd2 

primer çifti ile yapılan doğrudan PCR uygulaması sonucunda, 

semptomatik odunsu örneklerin %25,5’inde ve bir yaşındaki 

asemptomatik dal örneklerinin %13’ünde N. dimidiatum tespit 

edilmiştir. Bu oranın, PDA (potato dextrose agar) besiyerinde 

yapılan geleneksel kültürleme yöntemleriyle elde edilen %6,67’lik 

tespit oranına kıyasla oldukça yüksek olduğu araştırmacılar 

tarafından ifade edilmiştir.  

İnsanda hastalıklara neden olan mantar patojenlerinin teşhis 

edilmesinde standart PCR protokolünü kullanan çalışma sayısı azdır. 

Bunun en önemli nedeni PCR temelli olan moleküler yöntemlerin 

hızla ilerleyerek standart PCR’a göre daha yeni ve etkin yöntemlerin 

geliştirilmesidir. Standart PCR yönteminin kullanıldığı 

araştırmalardan biri Fong-Flores ve arkadaşlarının (2022) Advances 

in Infectious Diseases dergisinde basmış oldukları yayındır. Bu 

çalışmada kritik enfeksiyon şüphesi taşıyan 30 hastanın kan, beyin 

omurilik sıvısı, bronkoalveoler lavaj ve asit sıvısı örnekleri 

kullanılarak mantar enfeksiyonu olup olmadıkları incelenmiştir. 

Mantar türlerinin tespitinde 16S, 18S ve EF1 genleri hedef alınarak 

PCR ile çoğaltılmış ve Sanger metodu ile DNA dizileri alınmıştır. 

Hastaların %40’ında yalnızca mantar, %26,7 örnekte hem bakteri 

hem de mantar DNA'sı saptanmıştır. Geleneksel kültür 

yöntemleriyle fungusların ortalama 14 günde tanımlanabildiği bu 

sürenin moleküler yöntemlerle ortalama 1 güne düşürülebildiğine 

dikkat çekilerek, moleküler yöntemlerin insan fungus patojenlerinin 

tespitinde önemli olduğu vurgulanmıştır. 

2.2 Nested PCR 

Nested PCR, standart PCR tekniğinden farklı olarak hedef 

DNA bölgesini amplifiye etmek için tek bir primer çifti yerine iki 

farklı primer çifti kullanılan bir yöntemdir (Koentjoro & ark., 2023; 

Negahban & ark., 2024). Bu tekniğin en önemli avantajı, ikinci 

primer çifti tarafından gerçekleştirilen ikinci amplifikasyonun, ilk 

amplifikasyon sırasında oluşan hatalı fragmentleri düzelterek 

özgüllüğü ve doğruluğu artırmasıdır (Qin & ark., 2011). Nested PCR 

tekniği, bitkilerde ve insanlarda fungusların neden olduğu 
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enfeksiyonları tespit etmek için kullanılmaktadır (Zang & ark., 2012; 

Wei & ark. 2018; Mudiyanselage & ark., 2021; Ellis & ark., 2024; 

Negahban & ark., 2024; Ghaedi & ark., 2025).  

Yukarıda standart PCR’a örnek verilen Ghaedi ve 

arkadaşlarının 2025 yılında İncir ağacında hastalık etkisi olan 

fungusların moleküler tespitini konu alan çalışma, Nested PCR 

yöntemine de örnek olarak verilebilir. Bu çalışmada patojenlerin β-

tubulin ve RNA polimeraz II bölgelerinin çoğaltılmasında standart 

PCR’a ek olarak nested PCR da kullanılmıştır. Bunun en önemli 

nedeni, β-tubulin bölgesinin standart PCR yöntemiyle 

çoğaltılmasında problemlerin yaşanmasıdır. β-tubulin gen 

bölgesinin çoğaltılmasında doğrudan PCR ile kıyaslandığında 

nested PCR’ın belirgin üstünlüğünü gösterilmiştir. Nested PCR ile 

B. dothidea patojeni için 1 milyon kat, N. parvum patojeni için ise 

10 milyon kat daha fazla duyarlılık elde edilmiştir. Buna karşılık, 

RPB-Nd2 primer çifti için nested PCR, doğrudan PCR'a kıyasla 

belirgin bir hassasiyet artışı sağlamamıştır. Sadece DNA bant 

yoğunluğunda bir artış gözlemlenmiştir. 

Ellis ve arkadaşları (2024) Open Forum Infectious Diseases 

dergisinde yayınladıkları bir araştırmada, savaş yaralanmalarında 

görülen invaziv fungal enfeksiyonlarına neden olan fungusların 

teşhisinde semi-nested PCR yöntemini kullanmışlardır. 2009-2014 

yılları arasında savaşta yaralanmış olan yaklaşık 60 askerden doku 

örnekleri alınarak invaziv fungal enfeksiyonlarına neden olan 

Aspergillus ve Fusarium türleri saptanmaya çalışılmıştır. 18S 

rDNA'nın V4/V5 bölgeleri, Mitokondriyal tRNA bölgeleri ve ITS 

(Internal Transcribed Spacer) / 28S DNA bölgeleri nested PCR ile 

çoğaltılmıştır. Sonuç olarak semi-nested PCR testlerinin, özellikle 

anjiyoinvazyon (damar invazyonu) gösteren dokularda, invaziv 

fungal enfeksiyonların tanısında etkili ve hızlı bir yöntem olduğu 

ifade edilmiştir. Bu yöntemin, geleneksel kültür ve histopatolojiye 

kıyasla daha hızlı sonuç vermesinin özellikle savaş yaralanmalarında 

erken tanı ve tedaviye olanak sağlaması açısından önemi 

vurgulanmıştır. 
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2.3 Multipleks PCR 

Standart bir PCR testi bir çift primerin kullanılması ile belirli 

bir gen bölgesini amplifiye etme prensibi ile çalışırken, farklı 

spesifik özelliklere sahip fazla sayıda primer çiftlerinin aynı 

reaksiyonda kullanılarak çok boyutlu bir perspektif kazandırmış 

formuna multipleks PCR denilmektedir. Multipleks PCR yöntemi, 

tek bir PCR reaksiyonunda birden fazla hedef bölgeyi eş zamanlı 

olarak çoğaltmaya olanak tanımaktadır. Bu teknik geleneksel kültür 

yöntemlerine kıyasla çok daha hızlı sonuç verdiği için insan ve 

bitkilerde enfeksiyonlara neden olan fungusların tespitinde 

avantajlar sağlamaktadır (Lucignano & ark., 2011; Carvalho-Pereira 

& ark., 2020; Kim & ark., 2020; Deng & ark., 2024; Bruce & ark., 

2025; Khalid & ark., 2025). İnsanlarda hastalıklara neden olan 

fungusların son zamanlarda dikkat çeken moleküler teknikler 

kullanılarak teşhis edilmesi en iyi tanısal strateji olabilir. Bunun 

nedeni PCR temelli testlerin, mevcut kültüre dayalı yöntemlere göre 

daha hassas olması, kültür testlerine kıyasla moleküler yöntemlerin 

daha az zaman alması, kan, vücut sıvıları, beyin omurilik sıvısı gibi 

birçok klinik örnek türüne uygulanabilmesi ve kültürle üretilemeyen 

türlerin tespitinde kullanılabilmesi şeklinde sıralanabilir. Bitkilerde 

hastalıklara neden olan ve toprak kaynaklı olduğu düşünülen 

hastalıkların genellikle patojen kompleksleri tarafından 

oluşturulduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, tek bir patojenin 

tanımlanması, hastalığın ve/veya nedenlerinin belirlenmesi için 

yeterli olmayabilir. Tekli PCR ile karşılaştırıldığında, multipleks 

PCR daha yüksek tespit verimliliğine sahiptir ve aynı anda birden 

fazla patojeni saptayarak maliyeti azaltmasının yanında zamandan 

da tasarruf sağlamaktadır. Multipleks PCR, birden fazla hedef diziyi 

eş zamanlı olarak çoğaltabilir ve tıbbi, çevresel ve tarımsal 

bilimlerde patojen DNA’sının tespitinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Quintero-Vásquez & ark., 2013; Ali & ark., 2015; 

Rappo & ark., 2016; Wang & ark., 2023). Multipleks PCR 

yönteminde araştırılan her bir patojene spesifik olan bir primer çifti 

kullanılmaktadır. Çok sayıda primerin aynı anda PCR reaksiyonuna 

dahil edilmesi, primerlerin çapraz bağlanmasına ve dimer 

oluşumuna yol açarak amplifikasyon verimliliğini azaltabilir. Bu 
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tarz problemleri en aza indirgeyebilmek adına genom dizisi dikkate 

alınarak ve birden fazla patojen için ortak primerler belirlenerek 

multipleks PCR sistemindeki primer sayısı azaltılabilir (Liu & ark., 

2024). 

Wang ve arkadaşları (2023), Yerfıstığında güney çürüklüğü 

(Southern blight), gövde çürüklüğü ve kök çürüklüğü hastalıklarına 

neden olan üç fungal patojenin (Sclerotium rolfsii, Lasiodiplodia 

theobromae ve Fusarium oxysporum) aynı anda tespiti için 

multiplex PCR yöntemini kullanmışlardır. Bu hastalıklara neden 

olan fungusların bitkiye girdikleri evrede teşhis edilmesi güç 

olduğundan tedavi döneminin kaçırılmasına ve hastalığın 

ilerlemesine neden olmaktadır. Bu nedenle moleküler teknikler 

kullanılarak, bu üç hastalığa neden olan fungus patojenleri erken 

evrede tespit edilmeye çalışılmıştır. Ağustos 2020’de Shandong 

Eyaleti’ndeki yerfıstığı tarlalarında bulunan 102 bitki örneğinden 

216 tohum toplanarak rizom ve tohumlardan total DNA izole 

edilmiştir. Daha sonra her patojenin tespitinde kullanılacak olan 

patojene spesifik primerler tasarlanmış ve bunlar aynı PCR tüpünde 

birlikte kullanılarak, tek bir PCR reaksiyonuyla teşhis edilmiştir. Bu 

yöntem sayesinde, geleneksel kültür ve tekli PCR yöntemlerine göre 

zaman ve maliyet tasarrufu elde edilmiştir. 

Yukarıda bahsedilen çalışmaya benzer olarak Sun ve 

arkadaşları (2020) multiplex PCR tekniğini kullanarak buğdayda 

keskin göz lekesi, yaygın kök çürüklüğü ve taç çürüklüğüne neden 

olan Rhizoctonia cerealis, Bipolaris sorokiniana ve Fusarium spp. 

taksonlarını tespit etmeye çalışmışlardır. Hastalığın teşhisi için 

gerekli olan örnekler Shandong Eyaleti'ndeki bir buğday tarlasından 

alınmıştır. Her bir patojene spesifik olan primerler tasarlanarak R. 

cerealis'in ve B. Sorokiniana türlerinin ITS bölgesi, Fusarium 

spp.'nin ise TEF1-α bölgesinin PCR ile çoğaltılarak buğdayda 

fungus patojenleri tespit edilmiştir. Geleneksel bitki patojenlerini 

tespit yöntemlerinin kültür temelli morfolojik, fizyolojik ve 

biyokimyasal incelemelere dayandığı dikkate alındığında moleküler 

temelli yaklaşımların basit, duyarlı ve zaman kazandırıcı olduğu 

ifade edilmiştir. Ayrıca, tek bir patojeni tespit etmek için kullanılan 

konvansiyonel PCR yöntemine kıyasla multiplex PCR’ın birden 
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fazla gen hedefini aynı anda tanımlayıp ayırt edebilme özelliğinden 

dolayı oldukça başarılı olduğuna da dikkat çekilmiştir. 

Multipleks PCR yöntemini bitkilerde patojenlerinin 

tespitinde kullanan en güncel çalışmalardan birini Bruce ve 

arkadaşları (2025) Canadian Journal of Plant Pathology dergisinde 

yayınlamışlardır. Baklada yaprak hastalığına neden olarak ekonomik 

kayıplara neden olan patojenlerin (Ascochyta fabae, Alternaria sp., 

Botrytis cinerea, B. fabae, Colletotrichum lentis ve Stemphylium 

spp.) tespitinde multipleks PCR yöntemini tercih etmişlerdir. 

Saskatchewan eyaletinde yetiştirilen bakla bitkisinin enfekte olan 

yapraklarından ve laboratuvar şartlarında herbir patojenle enfekte 

edilmiş yapraklardan DNA izolasyonu yapılmıştır. Hedef patojen 

türüne özgü primer çiftleri kullanılarak multipleks PCR yapılmış ve 

moleküler seviyede patojenler tespit edilmiştir. Saskatchewan 

eyaletinde Alternaria sp. ve Stemphylium spp. taksonlarının 

bilinenden daha yaygın olduğu gösterilmiştir. Sonuç olarak, 

multipleks analizin bakladaki yaprak hastalıklarının hızlı teşhisi için 

değerli bir yöntem olduğu, lezyon görünümüne dayalı görsel teşhisin 

belirsizliğini ortadan kaldırdığı ve patojen morfolojisine dayalı 

izolasyon ve teşhis için gereken zaman ve çabayı en aza indirdiği 

ifade edilmiştir. 

Bogdan ve arkadaşları (2023) ciddi seviyede hastalık 

belitileri gösteren Covid hastalarında oluşan mantar 

enfeksiyonlarına neden olan patojenlerin teşhisi için mulipleks PCR 

yöntemini kullanmışlardır. Örnekleme, 2020-2022 yıllarında belirli 

pandemi dalgalarında Romanya Victor Babes Hastanesi’ne gelen 

Covid hastaları olarak belirlenmiştir. DNA izolasyonu için solunum 

örnekleri, kan ve idrar kullanılmıştır. 288 hastanın 96’sında (%33,3) 

fungal enfeksiyonlar (Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Candida) tespit 

edilmiştir ve en yaygın patojenin Candida türleri olduğu 

gösterilmiştir. Multipleks PCR’ın yapılabilmesi için her bir fungus 

taksonuna spesifik olan primerler literatüre bakılarak belirlenmiştir. 

Mantar enfeksiyonu olan hastaların olmayanlara oranla daha obez 

olduğu, ventilatör kullanımının daha yüksek olduğu, yoğun bakım 

ünitesine yatış ve mortalitenin de önemli ölçüde daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir. 
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2.4 Kantitatif gerçek zamanlı PCR (qPCR) 

2000'lerin başlarında, fungal DNA tespiti üzerine yapılan 

çalışmalar yaygınlaşmaya başladığında, herhangi bir semptoma 

neden olmasa bile bitkilerde var olan patojenin tespitinde DNA 

kullanılmaya başlanmıştır. Genomda hedeflenen bir DNA bölgesinin 

çoğaltılmasına yönelik teknik seviyedeki gelişmeler, gerçek zamanlı 

olarak tespit ve nicelleştirebilen yeni bir PCR tekniğinin (kantitatif 

gerçek zamanlı PCR veya qPCR) geliştirilmesini sağlamıştır 

(Ciampi & ark., 2020; Iwasaki & ark., 2022; Löhrer & ark., 2022). 

qPCR, mRNA seviyelerindeki değişikliklerin hassas bir şekilde 

izlenmesini sağlayan bir yöntem olarak geliştirilmiştir. Bu yöntem, 

sınırlı sayıda hücre veya doku örneği ile çalışılan durumlarda büyük 

önem taşır. qPCR, Kary Mullis'in 1980'lerde yaptığı çığır açan 

çalışmalara dayanmaktadır ve bu, geleneksel PCR tekniklerinin 

önemli bir evrimidir (Mullis, 1990). Yıllar içinde qPCR’nin yüksek 

duyarlılık ve özgüllüğü, bu yöntemin semptomatik ve asemptomatik 

dokulardan alınan örneklerden fungal patojenleri doğrudan tespit 

etmek için kullanılmasını sağlamıştır. Gerçek zamanlı PCR tekniği, 

bitkilerde fungusların neden olduğu hastalıkların tespitinde geniş bir 

uygulama yelpazesi sunar (Luo & ark., 2017; Hariharan & 

Prasannath, 2021; Romero-Cuadrado & ark., 2023). Bu yöntem 

yalnızca hedef patojenin bir örnekte bulunup bulunmadığını 

belirlemekle kalmaz, aynı zamanda patojenin miktarını da nicel 

olarak ölçerek hastalık yönetimi kararları için bir temel oluşturur. 

Diğer önemli kullanım alanları arasında patojenin canlılığının 

belirlenmesi, çoklu tespit (multiplexing) ve fungisit direncinin 

izlenmesi yer almaktadır. Genel olarak, gerçek zamanlı PCR bilgisi, 

bitki patojen mikroorganizmalarının daha iyi anlaşılmasını 

sağlayarak hastalık yönetimini iyileştirme konusunda önemli 

fırsatlar sunar ve büyük bir rol oynamaktadır (Sharma & ark., 2024). 

Livak ve arkadaşları (1995) tarafından tanıtılan qPCR, prob 
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kullanımıyla amplifikasyon reaksiyonunun gerçek zamanlı olarak 

izlenmesini sağlayarak nükleik asitlerin daha yüksek hassasiyet ve 

özgüllükle nicelleştirilmesine olanak tanımıştır. qPCR sürecinin 

tamamı boyunca izlenen floresans sinyali, dizilim-spesifik floresan 

oligonükleotid probları (örn., hidroliz probları, scorpion probları 

veya moleküler işaretçiler) aracılığıyla ya da hedef diziden bağımsız, 

çift sarmallı DNA'ya (dsDNA) bağlandığında özel floresan 

özellikler gösteren floresan boyalar (örn., SYBR Green) kullanılarak 

tespit edilebilir (Gachon, Mingam & Charrier, 2004). Floresansın 

tespit sinyali olarak kullanılması, sistemin dayanıklılığını artırmış ve 

otomatik cihazlarla uygulanabilirliğini geliştirmiştir. PCR işlemi, bir 

dizi döngü gerektirir ve amplifiye edilen DNA veya RNA miktarı, 

amplifikasyon sırasında yayılan ışık miktarı ile doğrudan ilişkilidir. 

Bitkilerde qPCR kullanımına yönelik ilk çalışmalardan biri 

Phytophthora cinsine ait olan bir mantar türünün meşe ve kayın 

ağaçlarında tespit edilmesidir (Böhm & ark. 1999). He ve arkadaşları 

(2020), çay bitkilerinin dirençli çeşitlerinin tespiti ve Colletotrichum 

mantarı türlerine bağlı hastalıkların agresyon seviyelerine göre ayırt 

edilmesi için benzer şekilde hızlı, hassas ve DNA tabanlı bir RT 

(real-time)-PCR testi geliştirmiştir. Bu yöntem, lezyonların 

boyutlarının ölçülmesine dayalı eski teknikleri geride bırakmıştır. 

Bununla birlikte, qPCR'nin belirli bir gen için mevcut dizin 

verilerine dayanması önemli bir sınırlama olarak karşımıza 

çıkmaktadır. RT-PCR tekniği, insanlarda enfeksiyonlara neden olan 

fungusların moleküler yöntemlerle tespit edilmesini sağlayarak, 

hastalığın doğru teşhis edilmesi ve uygun tedavi stratejilerinin 

belirlenmesi açısından önemli bir rol oynamaktadır. Aspergillus, 

Candida, Cryptococcus gibi invaziv patojenler, özellikle bağışıklığı 

baskılanmış bireyler için ciddi tehditler oluşturmakta ve potansiyel 

olarak ölümcül sonuçları nedeniyle önemli bir endişe kaynağı haline 

gelmektedir (Bajpai & ark., 2019; Casadevall & ark., 2019; Ismadi, 

Mohamad & Harun 2024; Weaver & ark., 2024). Tanıdaki 
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gecikmeler, prognozu önemli ölçüde olumsuz etkileyebileceğinden 

mantar enfeksiyonlarının hızlı ve doğru bir şekilde tanımlanması 

önem taşımaktadır (Pathakumari, Liang & Liu, 2020; Denning, 

2024).  

2.5 Loop-mediated isothermal aplification (LAMP) 

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP), 

DNA’nın hızlı ve spesifik amplifikasyonunu sağlayan, 4 ila 6 primer 

kullanılarak çalışması sayesinde PCR'dan daha hızlı olan moleküler 

bir yöntemdir (Cotter & ark., 2024). Bu yöntem ilk olarak Notomi 

ve arkadaşları tarafından 2000 yılında geliştirilmiştir. LAMP'ın en 

önemli özelliklerinden biri, sabit bir sıcaklıkta (izotermal) 

çalışabilmesidir. Klasik PCR'da üç aşamalı denatürasyon, bağlanma 

ve uzama döngüleri için sürekli sıcaklık değişimi gerekirken, LAMP 

yönteminde sabit bir sıcaklıkta (~60-65°C) reaksiyon gerçekleşir, 

böylece zaman kaybettiren ısı değişim süreçlerine de gerek kalmaz. 

Standart PCR’da kullanılan Taq (Thermus aquaticus) DNA 

polimeraz enzimi yerine LAMP tekniğinde Bst (Bacillus 

stearothermophilus) polimeraz enzimi kullanılmaktadır. Bu enzim, 

özellikle izotermal amplifikasyon yöntemleri için oldukça 

önemlidir, çünkü yüksek sıcaklıklarda aktif kalabilen ve DNA 

ipliklerini sürekli olarak uzatabilen bir özelliğe sahiptir. Standart 

PCR metodunda denatürasyon aşamasında yüksek sıcaklık (~93-

95°C) etkisiyle iki iplikli (double-stranded) DNA çözülerek tek 

ipliklere ayrılır ve her bir iplik, yeni bir iplik sentezi için şablon 

olarak kullanılır. LAMP prosedüründe kullanılan Bst polimeraz 

enzimi iplik değiştirme (strand displacement) özelliğine sahiptir ve 

ipliklerin çözülmesi için yüksek sıcaklıklara gerek duymayarak 

mevcut ipliği "iterek" yeni DNA ipliğini sentezler. Bst polimerazın 

diğer önemli bir avantajı da PCR’da kullanılan standart polimeraz 

enzimlerine kıyasla bazı inhibitörlere karşı daha toleranslı olmasıdır 

(Francois & ark., 2011; Kiddle & ark., 2012). Bu durum LAMP'yi 

ham ekstraktlarda bitki patojenlerinin teşhisi için kullanılabilir hale 

getirir (Elvira-Gonzalez & ark., 2017; Wilisiani & ark., 2019). 

Belirtilen avantajlar sayesinde kirli DNA örnekleri dahi 15-20 
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dakika gibi kısa sürede çoğaltabilir (Hariharan & Prasannath, 2021; 

Soroka & ark., 2021). Amplifikasyonun tespitinde gerçek zamanlı 

floresan emilimi veya pH'ye bağlı olarak gerçekleşen renk değişimi 

(kolorimetrik) yaklaşımları kullanılabilir (Yu & ark., 2021). Bu 

yöntem, ekonomik açıdan önemli fitopatojenik (bitki hastalığına 

neden olan) fungusların tespit edilmesi için kullanılmaktadır 

(Tomlinson, Dickinson & Boonham, 2010; Khan & ark., 2018; 

Prasannakumar & ark., 2021). LAMP yönteminin önemli avantajları 

yanında bazı dezavantajları da vardır. Primer tasarımında belirlenen 

dizilerin kesin olmaması ve seçim için kullanılabilir primer sayısının 

yüksek olması, bu analiz yönteminin geniş çapta uygulanmasının 

önündeki başlıca engellerdir. Optimum olmayan primerler ve 

suboptimal sıcaklık koşulları, spesifik olmayan amplifikasyon ve 

primer-dimer oluşumuna yol açabilmektedir (Rolando & ark., 2020). 

Diğer bir dezavantaj ise, çoklu primer setlerinin tasarımının 

karmaşıklığı nedeniyle LAMP’nin çoklu hedef amplifikasyonu 

(multiplexing) gerçekleştirme zorluğudur (Tanner, Zhang & Evans, 

2012).  

LAMP tekniğini kullanılarak, bitkilerde hastalıklara neden 

olan fungus patojenlerinin saptanmasına ait güncel çalışmalardan 

biri 2025 yılında Palanisamy ve arkadaşları tarafından Hindistan’da 

yapılmıştır. Bu çalışmada, kabakgillerde (cucurbit) külleme ve 

yalancı mildiyö hastalıklarına neden olan Podosphaera xanthii ve 

Pseudoperonospora cubensis patojenlerini LAMP yöntemiyle tespit 

edilmeye çalışılmıştır. ITS1-5.8S-ITS2 (P. Xanthii) ve selüloz 

sentezleyici 2 (P. cubensis) gen bölgelerini çoğaltmak içi uygun 

LAMP primeleri kullanılmıştır. Dizayn edilen primerler ile bu iki 

patojen dışında farklı cinslere ait patojenler de (Macrophomina, 

Phytophthora, Fusarium, Aspergillus vb) tespit edilmiştir. Bu sonuç 

hem seçilen primerlerin hem de kullanılan yöntemin uygunluğunu 

göstermektedir. 

LAMP tekniğini, insanlarda hastalık yapan fungusların 

teşhisinde kullanan çalışmalardan biri Sridapan ve arkadaşları 

(2024) tarafından gerçekleştirilmiştir. Çalışmada dünya genelinde 

insanları ve hayvanları etkileyen 51 Pythium insidiosum izolatı ile 

klinik açıdan benzer etkiler gösteren 70 mantar türü, c-LAMP (a 
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colorimetric loop-mediated isothermal amplification assay) ve 

multipleks PCR yöntemleri ile karşılaştırmalı olarak çalışılmıştır. c-

LAMP yönteminde renk göstergesi olarak hidroksinaftol mavisi 

(HNB) boyası kullanılan renk değişimine (mor: negatif, gökyüzü 

mavisi: pozitif) dayalı bir test geliştirilmiştir. c-LAMP yönteminin 

multipleks PCR’a göre daha duyarlı, ucuz ve doğru olduğu 

ispatlanmıştır. c-LAMP yönteminde kullanılan DNA miktarının 

multipleks PCR’a oranla 10.000 kat daha düşük olması, sabit 

sıcaklıkta yapılması ve 65 dakikada sonuç vermesi (multipleks 

PCR:180 dakika) c-LAMP yönteminin diğer avantajları olarak 

gösterilmiştir. 

2.6 Helikaz bağımlı amplifikasyon (HDA) 

İnsan ve bitkilerde hastalıklara neden olan patojenlerin 

moleküler seviyede (DNA) yüksek duyarlılıkla tespit edilmesi önem 

arz etmektedir. Özellikle zararlı mikroorganizmaların erken tespiti 

için düşük maliyetli, dayanıklı ve taşınabilir platformların 

geliştirilmesine büyük ilgi duyulmaktadır. Bu yöntemlerden biri, 

2004 yılında New England Biolabs tarafından geliştirilen alternatif 

bir izotermal teknik olan Helikaz bağımlı amplifikasyon (HDA)’dır 

(Vincent & ark., 2004). HDA, standart PCR'a benzeyen ama yüksek 

ısı gerektiren denatürasyon adımı gerektirmeyen; bunun yerine 

baştan sona tek bir sıcaklıkta (~ 65°C) çalışan bir yöntemdir (Lau & 

Botella, 2017). HDA, yaşayan organizmalardaki DNA replikasyon 

süreciyle benzer prosedürlere sahiptir (Barreda-García & ark., 

2018). Prosedür DNA helikaz (uvrD) enzimi tarafından dsDNA'nın 

hidrojen bağlarının bozulması ve ATP hidrolizinden elde edilen 

enerjiyle iki ipliğin ayrılmasıyla başlar. Elde edilen tek sarmallı 

DNA (ssDNA), tek sarmallı bağlanma proteinleri (SSB'ler) 

tarafından kaplanarak ipliği stabilize eder ve ayrılan iki iplik 

arasındaki yeniden hidrojen bağı oluşumu engellenir. Sonrasında, 

spesifik dizilere sahip iki primer, ssDNA şablonundaki hedef 

bölgelere bağlanır. DNA polimeraz enzimi tarafından uzatma 

gerçekleşir ve deoksinükleotid trifosfatlarının eklenmesiyle iki 

dsDNA molekülü üretilir. Elde edilen dsDNA'lar aynı replikasyon 

döngüsüne girer ve şablon olarak görev yapar (Zanoli & Spoto, 
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2013; Kolm & ark., 2019; Obande & Banga Singh, 2020). Bu 

yöntemde de LAMP yönteminde olduğu gibi Bst polimeraz enzimi 

kullanılmaktadır. Dolayısıyla, reaksiyon sırasında bulunan bitki 

metabolitlerinden kaynaklanan inhibitörlere karşı daha yüksek bir 

direnç göstermektedir (Ivanov & ark., 2021). HDA yöntemi, 

genellikle 60 dakika içinde yeterli miktarda PCR amplikonları üretir 

(Vincent & ark., 2004). Yukarıda bahsedilen avantajları yanında her 

yöntemde olduğu gibi HDA’nın da örnek kontaminasyonu, düşük 

reaksiyon sıcaklığı, primer eşleşme hatalarından kaynaklanan 

spesifik olmayan amplifikasyon ürünlerinin oluşumu ve 

amplifikasyon inhibisyonu gibi dezavantajları bulunmaktadır 

(Maffert & ark., 2017; Barreda-García & ark., 2018). Ayrıca 

HDA’nın uzun DNA hedeflerini amplifiye etme kapasitesinin sınırlı 

olabileceği çeşitli çalışmalarla ortaya konmuştur. Bu durum, 

özellikle Guatelli ve ark. (1990) tarafından, kullanılan UvrD 

helikazının düşük açılma hızıyla ilişkilendirilmiştir. UvrD’nin baz 

açma hızı saniyede 20 baz çiftiyle sınırlıdır ve toplamda 100 baz 

çiftinden daha azını işleyebilmektedir. Mechanic ve ark. (2000) 

tarafından yapılan çalışmalar, MutL proteininin UvrD’nin açılma 

aktivitesini artırmasına rağmen işlem hızında belirgin bir iyileşme 

sağlamadığını göstermektedir. Bu sorunun aşılmasına yönelik 

önemli bir ilerleme, Thermoanaerobacter tengcongensis kaynaklı 

termostabil helikaz Tte-UvrD’nin keşfi olmuştur. Yüksek 

sıcaklıklarda stabilitesini koruyabilen bu enzim, HDA’nın 

etkinliğini ve verimliliğini artırmada önemli bir rol oynamıştır (An 

& ark., 2005).  

Her ne kadar bu teknik detaylı olarak verilse de mevcut 

literatür incelendiğinde, HDA'nın fungal patojenlerin 

tanımlanmasında kullanımına ilişkin çalışmaların oldukça sınırlı 

olduğu görülmüştür. HDA yöntemi özellikle bakteriyel ve viral 

patojenlerin tespitinde kullanılmıştır (O'Neil & ark., 2011; Barreda-

García & ark., 2018). Fungal patojenlerin tespitinde daha çok 

yukarıda ifade edilen standart, nested, q, multipleks PCR ve LAMP 

gibi alternatif yöntemlerin tercih edildiği dikkat çekmektedir. Teorik 

olarak HDA'nın fungal DNA'nın amplifikasyonu için uygun bir 
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platform sunması beklenmesine rağmen, bu alandaki uygulamalar 

sayıca azdır. 

2.7 DNA barkodlama 

DNA barkodlama, belirli bir gen veya genlerden alınan kısa 

bir DNA dizisi kullanarak türlerin tanımlanmasını sağlayan bir 

yöntemdir. DNA barkodlamanın temel prensibi, hedef DNA 

dizisinin bir referans kütüphanesiyle (BOLD, UNITE, ISHAM, 

NCBI vb) karşılaştırılarak, kullanılan DNA dizisinin tür veya türaltı 

seviyesinde eşleştirilebilmesidir. Gen bölgeleri, çeşitli organizmalar 

için biyolojik barkodlar olarak hizmet edebilir. "Barkodlama 

Aralığı" veya tür içi (aynı türdeki bireyler arasındaki) ve türler arası 

(farklı türler arasındaki) varyasyon, hedef gen bölgelerinin 

seçilmesinde önemli kriterlerdir (Hebert & ark., 2003; Irinyi & ark., 

2015). DNA metabarkodlama, DNA barkodlama yönteminin bir 

uzantısıdır ve bu yöntem, yüksek verimli dizileme teknikleri (HTS, 

NGS) kullanarak karışık örneklerden (toprak, su, dışkı, hava vb), 

birden çok organizmanın eşzamanlı olarak tanımlanmasına olanak 

tanımaktadır (Taberlet & ark., 2012; Cristescu, 2014; Raclariu & 

ark., 2018; Guo & ark., 2020). Metabarkodlama tekniğinin en önemli 

avantajı karmaşık ortamlarda düşük oranda bulunan çok sayıda 

mantar türünü verimli bir şekilde tanımlayabilmesidir (Daniel, 

2004). Ayrıca, geleneksel izolasyon kültürlerinde gelişemeyen 

fungusların tanımlanmasında da oldukça başarılıdır. Son yıllarda, 

DNA metabarkodlama, bitkisel ürünlerin tüm üretim zincirinde 

mantar kontaminasyonunu izlemek amacıyla da kullanılmaktadır 

(Wei & ark. 2020). 

İnsan, hayvan, bitki ve bakteri gibi canlılarda, DNA 

barkodlama yöntemi farklı amaçlar için kullanılmakta olup canlı 

türüne ve kullanım amacına göre barkodlama için seçilen DNA 

bölgesi farklılık göstermektedir. Nukleus DNA’sında bulunan ITS 

bölgesi, çok sayıda kopyaya sahip olması sayesinde tür düzeyinde 

en yüksek doğruluğu (güvenirliği) sunan hem fungal hem de 

evrensel primerlerin tasarlanmasına olanak sağlayan, barkodlama da 

en fazla tercih edilen bölgelerden bir tanesidir (Schoch & ark., 2012; 

Nilsson & ark., 2019; Manzoor & ark., 2024; Baramidze & ark., 



 

--77-- 

2025). Tek veya daha fazla DNA bölgesinden elde edilen amplikon 

dizileme (örnek Sanger metodu), daha pahalı ve zaman alıcı olan tüm 

genom dizilemesinin (WGS) sınırlamalarını aşmak için tercih 

edilebilir. Amplikon dizilemede, yalnızca belirli gen bölgesi 

(ITS1ve ITS2 vb) dizilenebilmektedir. Dizileme sırasında, daha 

önce PCR ile çoğaltılmış olan hedef DNA bölgeleri, Sanger dizileme 

yönteminde olduğu gibi, ddNTP'ler (dideoksinükleotid trifosfatlar) 

kullanılarak yeniden çoğaltılır. Bu işlem, DNA zincirinin farklı 

uzunluklarda sonlandırılmasını sağlayarak dizinin belirlenmesine 

olanak tanır. Sadece belirli hedef bölgelerin PCR ile çoğaltılıp 

ardından dizilenmesi, maliyet ve zaman açısından tüm genom 

dizilemesine kıyasla daha verimli bir yöntem sunar. ITS1 ve ITS2 

alt bölgeleri sadece barkodlama da değil metabarkodlamada da sıkça 

kullanılan DNA bölgesidir (Rosa ve ark., 2020). ITS bölgesinin 

önemli bir sınırlılığı, filogenetik olarak yakın türler veya taksonlar 

arasında ayırım yapamaması ya da birbirine neredeyse tamamen 

benzeyen diziler içermesi gibi durumlarda ortaya çıkar (Blaalid & 

ark., 2013; Abdelfattah & ark., 2015). Bu nedenle, ITS bölgesine ek 

olarak TEF 1α (translational elongation factor 1α), LSU (26S Large 

Subunit), RPB2 (RNA polymerase II second largest subunit) genleri 

ikincil fungal DNA barkodları farklı araştırmacılar tarafından 

önerilmiştir (Robbertse & ark., 2017; Meyer & ark., 2019; Weaver 

& ark., 2024). Aşağıda, son yıllarda yayımlanan bazı barkodlama 

çalışmalarına örnekler verilmiştir. 

Baramidze ve arkadaşları (2025), üzüm, narenciye ve süs 

bitkileri gibi ekonomik açıdan önem taşıyan bitki türlerinde önemli 

hastalıklara neden olan Alternaria cinsi mantar türlerinin tespitinde 

ITS bölgesini barkod bölge olarak kullanmışlardır. Bu çalışmada, 

ITS1 ve ITS2 bölgelerini hedefleyen evrensel primerler (600 bç), 

Oxford Nanopore Technologies (ONT) barkod dizileri ile 

birleştirilmiştir. Dizileme işlemi; enfekte olmuş asma, mandalina, 

mazı ve akçaağaç örnekleri üzerinde gerçekleştirilmiştir. Toplamda 

38 örnek qPCR ile analiz edilmiş; bunlardan 8'i Alternaria pozitif 

çıkmış ve bu pozitif örnekler, ONT protokolü kullanılarak 

dizilenmiştir. Sonuç olarak, her pozitif örnekte Alternaria başarılı 

şekilde tanımlanabilmiştir.  
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ITS bölgesinin en önemli dezavantajı bazı mantar türlerinde 

genom içinde tekrar halinde bulunan ITS bölgesi içinde dizilim 

farklılıklarının (intragenomik varyasyon) bulunmasıdır (Kauserud, 

2023; Bradshaw ve ark., 2025). Bradshaw ve arkadaşları (2025), 

2414 mantar türünün genomu taranarak, intragenomik varyasyonun 

ne kadar yaygın bir hendikap olduğunu araştırmışlar ve türlerin 

641’inin (%~25) genomunda birden fazla ITS kopyası bulunduğunu 

belirlemişlerdir. Bu 641 türün 419'unda (%~65) ITS kopyaları 

arasında dizisel farklılıklar saptanmış ve intragenomik varyasyonun 

funguslarda oldukça yaygın olduğunu göstermişlerdir. Sonuç olarak, 

kopya dizilerde bulunan varyasyonların, yeni mantar türünün hatalı 

tanımlanmasına yol açabileceğini ve özellikle çevresel DNA 

(eDNA) kullanılarak yapılan çeşitlilik tahminlerini yanıltabileceğini 

ifade etmişlerdir. Bu nedenle, sadece ITS bölgesinin kullanılmasının 

hatalı sonuçlara neden olabileceği bazı araştırmacılar tarafından 

vurgulanmıştır. 

Bitkilerde hastalıklara neden olarak ekonomik kayıplara 

neden olan mantar cinslerinden biri de yaklaşık 8000 türle temsil 

edilen ve dünya çapında yayılım gösteren Pucciniales takımına ait 

taksonlardır (Kaishian & ark., 2024). Bu funguslar pas fungusları 

olarak bilinmektekte olup doğru ve hızlı şekilde tanımlanabilmesi, 

mikologlar, botanikçiler, tarım bilimcileri, çiftçiler ve ilgili 

paydaşlar açısından büyük önem taşımaktadır. Pas funguslarının 

yaşam döngüsündeki karmaşıklık (beş farklı spor tipi üretimi ve iki 

ilgisiz konakçı türü arasında dönüşümlü yaşam) tespit edilerek 

önlem alınmasını zorlaştırmaktadır. En kapsamlı pas mantarı 

koleksiyonlarından birine sahip olan Purdue Üniversitesi’nde, 

3700’den fazla pas mantarı örneğinden 28S ribozomal tekrar 

bölgesine ait barkod dizileri alınmış ve analiz sonuçlarında 

bireylerin 120 cinse ve 1100’den fazla türe yayılmakta olduğu 

saptanmıştır (Kaishian & ark., 2024). 

Weaver ve arkadaşları (2024), en sık tercih edilen ve barkod 

olarak kabul gören ITS bölgesinin kopya sayılarının türler arasında 

hatta aynı tür içinde değişkenlik gösterdiğini ve bu durumunda 

canlılarda doğru teşhis yapılmasını engellediğini iddia etmişlerdir. 

Bu nedenle, Weaver ve arkadaşları, ITS bölgesine alternatif bir 
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amplikon hedefi kullanmayı tercih ederek insanlarda patojen olan 

fungusların tanımlamasını yapmışlardır. Bu çalışmada, tek kopyalı, 

yüksek çeşitliliğe sahip ve tekdüze uzunlukta bir DNA bölgesi 

(Tef1) tasarlanmış olan evrensel primerler kullanılarak Illumina 

iSeq100 platformunda mikobiyom analizi yapılmıştır. Sanger 

dizileme yöntemine kıyasla, Illumina platformu düşük maliyetli, 

kompakt ve kolay kullanımlı bir yeni nesil dizileme (NGS) 

sistemidir. Çalışmaları sonucunda Aspergillus, Penicillium, 

Candida, Cryptococcus, Rhizopus, Fusarium ve Lomentospora 

türlerini tef1 bölgesi dizileri kullanılarak başarıyla tanımlamıştır. 

ITS1 yöntemine kıyasla, karışık fungal topluluklar içinde yakın 

akraba olan Aspergillus fumigatus ile A. fischeri türlerinin 

tanımlamaları yapılabilmiştir. 

Yukarıda kısa örnekleri verilen DNA barkodlama yöntemi, 

patojen etkiye sahip mantar türlerinin tanımlanmasında yaygın 

olarak kullanılan, belirli bir gene ait kısa DNA dizilerine dayanarak 

tür düzeyinde organizmaları tanımlamayı amaçlayan güvenilir bir 

moleküler yaklaşımdır. DNA barkodlamanın temel mantığı, 

tanımlanmaya çalışılan türe ait DNA dizisinin, benzer DNA 

parçalarından oluşan bir referans kütüphanesinde karşılaştırılarak 

organizmanın tür düzeyinde tanımlamasının ya da teşhisinin 

yapılmasıdır. Metabarkodlama ise barkodlamanın bir uzantısı olup, 

karışık örneklerden tür tanımlanmasını mümkün kılan yüksek 

verimli dizileme (high-throughput sequencing) tekniklerini kullanan 

bir yöntemdir (Cristescu, 2014). Aşağıda, klasik DNA barkodlamaya 

göre teknik ve uygulama açısından daha gelişmiş ve kapsamlı bir 

yaklaşım olan metabarkodlama ile ilgili güncel araştırmalardan 

örnekler verilmiştir. 

Metabarkodlama tekniğinin kullanıldığı dikkat çeken 

çalışmalarından bir tanesi, Dao ve arkadaşları (2024) tarafından 

yapılmıştır. Araştırmacılar, yaygın olarak ilaç sanayisinde ve besin 

takviyesi olarak da kullanılan Angelicae, Cistanches, Ginseng ve 

Panacis cinslerine ait bitki türlerinin kök yüzeylerinde bulunan 

fungal topluluğunu DNA metabarkodlama yöntemiyle analiz 

etmişlerdir. Çalışmada, yukarıda ismi geçen bitki türlerini temsil 

eden 12 ayrı örneğin ITS2 bölgesine ait DNA dizileri kullanılmıştır. 
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Tüm örneklerde, bitkilerde hastalık yapan funguslar (Rhizopus 

Aspergillus, Fusarium ve Penicillium) yanında, insanda patojen olan 

(Alternaria, Candida, Hyphopichia, Malassezia vb) mantar 

cinslerine ait türler de tespit edilmiştir. 

İnsanların vücuduna girerek hastalık yapan fungusların 

incelenmesi yanında, solumuş oldukları havada bulunan ve oldukça 

tehlikeli hastalıklara neden olabilen funguslar da metabarkodlama 

yöntemiyle tespit edilmiştir. Eriksen ve arkadaşları (2025), atık 

işleme alanlarında çalışanların maruz kaldıkları hava örneklerinde 

bulunan tehlikeli mikroorganizmaları (fungus ve bakteri) 

metabarkodlama yöntemiyle teşhis etmişlerdir. Mikrobiyal 

metabarkodlama yöntemiyle yapılan analizlerde, havadaki 

mikrobiyal topluluklar arasında en baskın türlerin Cladosporium 

cinsine ait olduğu belirlenmiş; ayrıca, ilaç direnci geliştirme 

potansiyeline sahip suşlar içeren potansiyel insan patojenleri olan 

Aspergillus ve Fusarium cinsleri de araştırmacılar tarafından tespit 

edilmiştir. 

İnsanlarda metabarkodlama yöntemiyle fungus türlerinin 

tespit edilmesinde en ilginç çalışmalardan biri Leitao ve arkadaşları 

tarafından (2024) yapılmıştır. Araştırmacılar, Alzheimer ve 

Parkinson hastalıklarının bakteriyel ve viral enfeksiyonlarla 

bağlantısı olabileceğini öne süren çalışmaların bulunduğunu fakat 

mantar enfeksiyonları ile bağlantısını araştıran çok az sayıda çalışma 

olduğunu ifade etmişlerdir. Scientific Reports dergisinde yayınlanan 

çalışmalarında, insan beyin dokusu ve beyin omurilik sıvısındaki 

mantar cinslerinin varlığını karakterize etmek için nanopore tabanlı 

dizileme yöntemiyle metabarkodlama yapmışlardır. İki Alzheimer 

ve yaygın amiloid anjiyopatisi olan bir kontrol hastasının beyin 

dokusunda Cryptococcus, Saccharomyces, Cutaneotrichosporon ve 

Cryptococcus cinsi funguslara ait DNA tespit edilmiştir. Kontrol 

olarak kullanılan bireyde de fungusların saptanması, kontrol olarak 

kullanılan bireyin 90 yaşında amiloid anjiyopatisi olan bir hasta 

olmasına bağlanmıştır. Amiloid β-peptitleri gibi proteinlerin 

anormal birikimini de Alzheimer hastalığıyla ilişkili olduğu 

düşünüldüğünden, kontrol bireyinde mantar DNA’sının varlığı 

beklenebildiği ifade edilmiştir. Metabarkodlamanın mantar tür 



 

--81-- 

tanımlamasındaki duyarlılığının ve güvenilirliğinin artırılması için, 

birden fazla analiz hattının (pipeline) ve veritabanının kullanılması, 

makine öğrenmesine dayalı sınıflandırma sistemlerinin 

oluşturulması, mantara özgü primerlerin tasarlanmasının gerekli 

olduğu da vurgulanmıştır. 

3. Sonuç 

Fungal patojenlerin hızlı ve güvenilir şekilde teşhis edilmesi 

hem klinik mikoloji hem de tarımsal üretim açısından büyük önem 

taşımaktadır. Geleneksel yöntemlerin sınırlı hassasiyeti ve zaman 

alıcı olması, özellikle erken tanı ve tedavi gerektiren durumlarda 

yetersiz kalmaktadır. Moleküler yöntemlerin hızlı, duyarlı ve 

güvenilir olmaları, son yıllarda insan ve bitkilerde hastalıklara neden 

olan fungusların tanı süreçlerinde yaygın olarak kullanılmalarını 

sağlamıştır. 

PCR ve türevleri gibi yöntemler (nested, multipleks, qPCR) 

hastalıklara neden olan patojenlerin tanısında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. LAMP ve HDA gibi izotermal teknikler ise 

özellikle saha koşullarında uygulanabilirlik açısından 

araştırmacılara kolaylıklar sağlamaktadır. DNA barkodlama ve 

metabarkodlama yaklaşımları, yalnızca patojen tespiti değil, aynı 

zamanda tür düzeyinde ayırt edici teşhis, çevresel izleme ve 

filogenetik analizler için de güçlü araçlar sunmaktadır. ITS bölgesi 

başta olmak üzere bazı gen bölgeleri, yüksek doğruluk oranlarıyla 

barkod olarak kullanılmakta; yeni teknolojilerle birlikte bu 

yöntemlerin etkinliği daha da artmaktadır. 

Günümüzde moleküler tanı sistemlerinin kullanımı, fungal 

hastalıkların kontrolünde daha hızlı müdahale, daha az ekonomik 

kayıplar ve daha başarılı tedavi stratejilerinin geliştirilmesine olanak 

sağlamaktadır. Bu tekniklerin geliştirilmesi ve gerektiğinde entegre 

olarak kullanılması, gelecekte hem insan hem de bitki sağlığında 

mantar kaynaklı hastalıklarla mücadelede çok daha etkin bir 

yaklaşım sunacaktır. 
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COVID19 HASTALIĞINA NEDEN OLAN SARS-

COV-2 PROTEİNLERİNİN MUTASYONLARININ 

DERİN MUTASYON TARAMA DENEYLERİ VE 

ESCOTT YÖNTEMİ İLE ANALİZİ 

MUSTAFA TEKPINAR1 

1. Giriş 

Covid-19 milyonlarca insanın hayatına malolmuş olan virüs 

kökenli bir hastalıktır (https://data.who.int/dashboards/covid19/ 

deaths). Virüsler oldukça hızlı mutasyona uğrayan biyolojik 

varlıklardır ve bu mutasyonların virüs fonksiyonu ile konak canlı 

üzerindeki etkilerini anlamak toplum sağlığı açısından hayati öneme 

sahiptir. Bu nedenden dolayı SARS-CoV-2 virüsü mutasyonlarına 

dair çeşitli deneysel ve hesaplamalı araştırmalar yapılmıştır (Flynn 

ve ark., 2022; Iketani ve ark., 2022; Starr ve ark., 2020). Deneysel 

mutasyon analizlerinde, özellikle büyük ölçekli mutasyonel etkilerin 

değerlendirilmesine olanak tanıyan yüksek verimli tarama 

yöntemleri büyük önem taşımaktadır. Bu yöntemlerle viral 

proteinlerin mutasyonları ve bu mutasyonların konak canlıdaki 

proteinlerle etkileşimi ele alınmaktadır. Ancak, bu tür deneysel 

yaklaşımların uygulanması hem maliyet hem de zaman açısından 

 
1 Doç. Dr., Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Fen Fakültesi, Fizik Bölümü, Van/Türkiye, Orcid: 0000-
0002-0207-0446, tekpinar@buffalo.edu 
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oldukça zahmetlidir. Bu nedenle hesaplamalı yöntemler gibi hızlı ve 

doğru yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır.  

Mutasyon etkilerini hesaplamalı yöntemlerle doğru tahmin 

etmek oldukça aktif bir araştırma konusudur. Bu konuda geliştirilmiş 

yöntemleri genel olarak iki gruba ayırmak mümkündür. İlk grup 

makine öğrenmesine dayanan yöntemlerdir. Bu gruptaki yöntemler 

de denetimli ve denetimsiz makine öğrenmesi yöntemleri olarak iki 

alt gruba ayrılabilir. Denetimli öğrenme yöntemleri için önceden 

sınıflandırılmış veya etiketlenmiş veri setlerine ihtiyaç vardır. Derin 

mutasyon taraması (DMT) verilerinin herkese açık MaveDB ve 

ProteinGym gibi veri tabanlarında paylaşılması sayesinde denetimli 

öğrenme alanındaki yapılan araştırmalar hız kazanmıştır (Esposito 

ve ark., 2019; Notin ve ark., 2023). Ancak, denetimli öğrenmede 

eğitim (training) ve test için kullanılan verilerin direkt veya dolaylı 

olarak birbiri ile karışması tahminlerin güvenirliğine gölge düşüren 

önemli problemlerden biridir (Grimm ve ark., 2015). Bir başka 

problem ise insan mutasyonları verileri ile eğitim yapılan bir 

yöntemin, virüsler veya bakteriler gibi tamamen farklı 

organizmalardaki mutasyon etkilerini tahmin etmede 

kullanılmasıdır. Yani, yöntemlerin sonuçlarının başka türlere 

aktarılabilirliği önemli bir sorun oluşturmaktadır. Denetimli 

öğrenmede karşılaşılan bu problemlerden dolayı, son yıllarda 

mutasyon etkileri ve protein tasarımı gibi alanlar için DNA ve 

protein dil modellerine dayalı pek çok denetimsiz öğrenme yöntemi 

de geliştirilmiştir (Brandes, Goldman, Wang, Ye, & Ntranos, 2023). 

Ancak bu kitap bölümün yazımı sırasında mevcut araştırmalar, bu 

yöntemlerin deneysel verilerle uyumunun -özellikle virüs 

mutasyonları için- çok yüksek olmadığını göstermektedir.   

Makine öğrenmesine dayanmayan ve ikinci grupta yer alan 

hesaplamalı yöntemler, literatürde genellikle klasik yöntemler 

olarak tanımlanmaktadır. Klasik yöntemlerde proteinlerin üç 

boyutlu yapıları, amino asitlerin fizikokimyasal özellikleri, amino 

asit korunumu gibi pek çok parametre dikkate alınarak mutasyon 

etkileri tahmin edilmektedir. SIFT, PROVEAN ve ESCOTT 

algoritmaları klasik yöntemlere örnek olarak verilebilir (Choi, Sims, 

Murphy, Miller, & Chan, 2012; Ng & Henikoff, 2003; Tekpinar, 
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David, Henry, & Carbone, 2025). ESCOTT yönteminin virüsler için 

tahminlerinin doğruluğu daha önceki araştırmalarda ortaya 

konmuştur (Ozaktas, Dizkirici, Carbone, & Tekpinar, 2024).  

Bu kitap bölümünde, öncelikle deneysel yöntemlerle 

incelenen SARS-CoV-2 proteinleri ele alınacaktır. Hesaplamalı 

yöntem olarak ise, son zamanlarda geliştirilmiş olan ve virüs 

proteinleri üzerinde yüksek doğrulukta tahminler yapabildiği 

gösterilen ESCOTT yöntemi ele alınacaktır. Öncelikle bu iki 

yöntemin iki SARS-CoV-2 proteini üzerinden deneysel verilerle 

uyumu gösterilecektir. Ardından, hakkında deneysel veri olmayan 

SARS-CoV-2 proteinleri için ESCOTT ile tüm mutasyon tahminleri 

yapılacak ve bunların analizleri sunulacaktır.   

2. Materyal ve Yöntemler 

2.1 Derin mutasyon taraması (DMT) 

DMT, genetik mutasyonlar ve onların fenotipik etkileri 

arasındaki ilişkiyi sistematik olarak incelemek için tasarlanmış 

deneysel bir tekniktir. DMT, bir gen veya protein dizisine paralel 

biçimde binlerce mutasyon ekleyerek, araştırmacıların bu 

mutasyonların fonksiyonel etkilerini kayda değer bir verimlilik ve 

hassasiyetle değerlendirmelerini sağlar. Bu yaklaşım, mutasyonların 

protein fonksiyonu, stabilitesi veya etkileşimleri üzerindeki etkileri 

hakkında ayrıntılı bilgiler sağlayarak, onu genotip-fenotip ilişkileri, 

protein mühendisliği ve hastalıkla ilişkili genetik varyantları 

incelemek için güçlü bir araç haline getirir (Fowler & Fields, 2014; 

Wei & Li, 2023).  

Bu çalışmada, iki SARS-CoV-2 proteini için 

gerçekleştirilmiş dört DMT deneyi kullanılmıştır. Deneylerin iki 

tanesi SPIKE proteini için (Starr vd., 2020), öteki iki tanesi ise main-

proteaz proteini için gerçekleştirilmiştir (Flynn vd., 2022; Iketani 

vd., 2022).  
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2.2 ESCOTT mutasyon etkisi tahmin yöntemi 

ESCOTT, mutasyon etkilerini tahmin etmek için geliştirilmiş 

genel bir algoritmadır. ESCOTT yöntemi proteinlerin sekans, 

fizikokimya ve yapı bilgilerini kullanarak bir mutasyonun protein 

yapısında herhangi bir etkisi olup olmayacağına dair bilgi 

vermektedir. Bu yöntemde, mutasyon etkileri iki bileşen kullanılarak 

hesaplanır. İlk bileşen, ‘bağımsız bileşen’ olarak adlandırılan ve bir 

çoklu sekans hizalama dosyasında amino asit frekanslarına dayanan 

bileşendir. Burada amino asitlerin sadece belirli bir sütundaki 

frekansları dikkate alınır ve öteki amino asitlerle etkileşimleri göz 

önünde bulundurulmaz. İkinci bileşen ise ‘epistatik bileşen’ olarak 

adlandırılır ve bir proteindeki amino asitlerin birbiri ile etkileşimi 

dolaylı olarak dikkate alınır. Bu etkileşim ‘evrimsel mesafe’ adı 

verilen bir metrik ile sayısallaştırılır. Evrimsel mesafe, herhangi bir 

çoklu hizalama dosyasında bir referans sekansa en yakın sekansın 

bulunması ve referans sekanstan farklı her amino asit için belirlenen 

skorların toplamının alınması ile ortaya çıkar. ESCOTT yönteminin 

öncülü olan GEMME (Laine, Karami, & Carbone, 2019) 

yönteminde bu skor JET skoru (Engelen, Trojan, Sacquin-Mora, 

Lavery, & Carbone, 2009) adı verilen bir amino asit korunum 

skoruna dayanarak hesaplanmaktaydı. ESCOTT programında ise 

JET skoruna ek olarak, amino asitlerin fizikokimyasal ve CV 

(circular variance) gibi yapısal özellikleri de dikkate alınmaktadır 

(Ceres, Pasi, & Lavery, 2012; Mezei, 2003). Bu üç özelliğin ikili 

lineer kombinasyonları arasından en baskın olan bileşen seçilerek 

analizde kullanılmaktadır. Nihai sonuç için bağımsız bileşene 0,40, 

epistatik bileşene ise 0,60 ağırlık verilmekte; böylece kombine etki 

bu iki bileşenin ağırlıklı toplamından oluşmaktadır.  

Bu çalışmada ESCOTT v1.6.0 versiyonu kullanılmıştır. 

ESCOTT hesaplamaları için iki temel veri gerekmektedir. İlk veri 

referans proteinin ilk sırada yer aldığı bir çoklu sekans hizalama 

(MSA) dosyasıdır. İkinci veri ise referans proteinin PDB 

formatındaki üç boyutlu yapı dosyasıdır. Bu çalışmadaki 

hesaplamalarda tüm proteinlerin monomerik yapıları kullanılmıştır. 

Dolayısıyla, proteinlerin oligomerik durumları dikkate alınmamıştır. 

Hem monomerik protein yapıları hem de MSA dosyaları Colabfold 
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kullanılarak elde edilmiştir (Jumper ve ark., 2021; Mirdita ve ark., 

2022).  

2.3 Referans SARS-CoV2 genomu ve proteinleri 

Referans SARS-CoV2 genomu olarak NCBI veri tabanında 

yer alan NC_045512.2 numaralı genom kullanılmıştır 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512.2) (Wu ve 

ark., 2020). Referans genomun içerdiği proteinler Tablo 1’de 

verilmiştir. Tabloda ilk sırada yer alan YP_009724389.1 kodlu 

protein bir poliproteindir ve yapısal olmayan (non-structural) 16 

protein içermektedir. Diğer proteinler ise virüs yapısında yer alan 

yapısal proteinlerdir. Yapısal olmayan proteinlerin poliprotein 

içindeki konumları ve bilinen işlevleri ise Tablo 2’de detaylı olarak 

verilmiştir.  

Tablo 1: SARS-CoV2 genomunda yer alan proteinler. Kırmızı font 

ile yazılmış proteinler için hesaplama yapılamamıştır. 

Protein_ID Ürün Gen 

YP_009724389.1 ORF1ab 

polyprotein (NSPs) 

ORF1ab 

YP_009725295.1 ORF1a polyprotein ORF1ab 

YP_009724390.1 Surface 

glycoprotein 

S 

YP_009724391.1 ORF3a protein ORF3a 

YP_009724392.1 Envelope protein E 

YP_009724393.1 Membrane 

glycoprotein 

M 

YP_009724394.1 ORF6 protein ORF6 

YP_009724395.1 ORF7a protein ORF7a 

YP_009725318.1 ORF7b ORF7b 

YP_009724396.1 ORF8 protein ORF8 

YP_009724397.2 Nucleocapsid 

phosphoprotein 

N 

YP_009725255.1 ORF10 protein ORF10 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512.2
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Tablo 2: SARS-CoV2 genomundaki YP_009724389.1 

poliproteininde yer alan yapısal olmayan proteinler, gendeki 

lokasyonları ve bilinen fonksiyonları. Kırmızı font ile yazılmış 

proteinler için hesaplama yapılmamıştır.  

NSP AA 

Baş 

AA 

Son 

Uzunluk Fonksiyon 

NSP1 1 180 180 Host translation 

inhibition 

NSP2 181 818 638 Scaffold protein 

NSP3 819 2763 1945 Papain-like 

protease 

NSP4 2764 3263 500 Membrane 

rearrangement 

NSP5 3264 3569 306 Main protease 

NSP6 3570 3859 290 Autophagosome 

inhibition 

NSP7 3860 3942 83 Replicase cofactor 

NSP8 3943 4140 198 Primase-like 

activity 

NSP9 4141 4253 113 RNA-binding 

protein 

NSP10 4254 4392 139 Cofactor for 

NSP14/16 

NSP11 4393 4405 13 (Overlaps with 

NSP12) 

NSP12 4393 5324 932 RNA dependent  

RNA polymerase 

(RdRp) 

NSP13 5325 5925 601 Helicase 

NSP14 5926 6452 527 Exonuclease 

(Proofreading) 

NSP15 6453 6798 346 Endonuclease 

NSP16 6799 7096 298 2'-O-

methyltransferase 

(Cap formation) 
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3. Sonuçlar 

3.1 SPIKE proteini deneyleri 

SPIKE proteini, SARS-CoV-2 virüsü dış çeperinde yer alan 

ve üç özdeş amino asit zincirinden oluşan bir proteindir (Zhang, 

Xiao, Cai, & Chen, 2021). Her zincirde 1273 amino asit bulunur. 

SPIKE proteininin her bir zincirinin S1 ve S2 adında iki ana domaini 

bulunmaktadır. RBD (Reseptör Bağlanma Domaini), S1 ana 

domaininin içinde yer alır ve yaklaşık olarak 331-531 amino asitleri 

arasındaki bölgeyi kapsar (Şekil 1 A). Bu domain, bükülmüş beş 

parçalı bir antiparalel β tabakası tarafından oluşturulan bir çekirdek 

yapı ve insan ACE2 reseptörü ile doğrudan temas eden reseptör 

bağlama motifi (RBM) olarak bilinen bir bölge içermektedir. 

ACE2'ye bağlanmaya aracılık eden RBD içindeki anahtar amino 

asitler arasında Tyr449, Tyr453, Asn487, Tyr489, Gly496, Thr500, 

Gly502 ve Tyr505 yer almaktadır. RBM, SARS-CoV-2'nin SARS-

CoV'a kıyasla gelişmiş bağlanma afinitesine katkıda bulunan 

Leu455, Phe456, Phe486, Gln493 ve Asn501 gibi ek önemli amino 

asitleri içermektedir. Özellikle Cys480 ve Cys488 arasındaki 

disülfid bağları, ACE2 ile etkileşime giren RBM içindeki ikincil 

yapısı olmayan amino asitleri daha kararlı hale getirir. Genel olarak, 

RBD'nin amino asitleri, ACE2'nin N-terminal heliksini barındıran, 

viral bağlanmayı ve girişi kolaylaştıran içbükey bir yüzey oluşturur. 

Bu bölge aynı zamanda reseptör tanımadaki temel rolü nedeniyle 

nötralize edici antikorlar ve aşı tasarımı için önemli bir hedef 

olmuştur (Huang, Yang, Xu, Xu, & Liu, 2020; Shin ve ark., 2021). 

Literatürde SPIKE proteinin insandaki ACE2 reseptörleri ile 

etkileşimleri ve mutasyonların bu etkileşimleri nasıl etkilediğine dair 

iki derin mutasyon taraması çalışması mevcuttur ve her iki deney de 

SPIKE proteininin RBD domaini için gerçekleştirilmiştir (Starr vd., 

2020). Bunlardan ilki SPIKE_SARS2_Starr_2020_binding 

deneyidir (Şekil 2). Bu deney ile ESCOTT verileri arasındaki 

Spearman korelasyon katsayısı 0,406’dır. 
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Şekil 1: SPIKE ve main-proteaz proteinlerinin Pymol ile 

hazırlanmış görselleri (Schrodinger, 2010). A) SPIKE proteininin 

monomeric yapısının açık mavi renkli cartoon temsili ile gösterimi. 

RBD domaini magenta renkli cartoon temsili ile gösterilmiştir. B) 

Main-Proteaz proteininin açık yeşil renkli cartoon temsili ile 

gösterimi. Aktif site amino asitleri H41 ve C145 kırmızı kesikli 

çemberin içinde licorice temsili ile gösterilmiştir. 

 
Şekil 2: Deneysel ve teorik ESCOTT yöntemleri ile elde edilen 

verilerin SARS-CoV-2 SPIKE proteini için karşılaştırılması. 

Mutasyon haritalarında renk körleri için de uygun olan cividis renk 

paleti seçilmiştir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmiş 

bağlanma deneyi mutasyon haritası. B) ESCOTT yöntemi ile elde 

edilmiş mutasyon haritası. 
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SPIKE proteini için gerçekleştirilen ikinci deney ise 

SPIKE_SARS2_Starr_2020_expression deneyidir (Şekil 3). Bu 

deney ile ESCOTT verileri arasındaki Spearman korelasyon 

katsayısı ise 0,507’dir. 

 
Şekil 3: Deneysel ve teorik ESCOTT yöntemleri ile elde edilen 

verilerin SARS-CoV-2 SPIKE proteini için karşılaştırılması. 

Mutasyon haritalarında renk körleri için de uygun olan cividis renk 

paleti seçilmiştir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmiş gen 

ifadesi (expression) deneyi mutasyon haritası. B) ESCOTT yöntemi 

ile elde edilmiş mutasyon haritası. 

3.2 Main-Proteaz proteini deneyleri 

Main-proteaz, SARS-CoV-2 virüsünün poliproteinin 

kesilmesinde makas görevi gören bir proteindir. Bu protein birbirine 

özdeş iki amino asit zincirinden oluşmaktadır. Her zincirde bir aktif 

site bulunur ve bu aktif sitedeki iki amino asit (H41 ve C145) 

kimyasal bir makas görevi görür (Şekil 1 B). Yapılan çalışmalar 

zincirdeki iki aktif sitenin aynı anda işlev görmediğini 

göstermektedir (Tekpinar & Yildirim, 2021). İnsan genomunda 

SARS-CoV-2 main proteazın en yakın homoloğu 

A6NP17_HUMAN proteinidir ve bunlar arasındaki sekans özdeşliği 

(sequence identity), EMBOSS Needle algoritması ile sekans 

hizalaması sonucu, sadece %16,3’tür. İnsanlarda yakın homoloğu 

olmaması nedeniyle main-proteaz önemli bir ilaç hedefi olarak 

belirlenmiştir (Narayanan ve ark., 2022) ve main-proteazı 

hedefleyen oral yoldan alınabilen bazı ilaçlar piyasaya sürülmüştür 

(Allerton ve ark., 2024; Westberg ve ark., 2024). Mutasyonlar, 
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geliştirilmiş bazı ilaçları çok kısa sürede etkisiz hale getirebilir 

(Ragland ve ark., 2014). Bu nedenle, main-proteazdaki 

mutasyonların etkisinin sistematik olarak incelenmesi ve anlaşılması 

oldukça önemlidir. Main-proteaz mutasyonları üzerine yapılan iki 

adet derin mutasyon taraması deneyi mevcuttur. Bu deneylerden 

Şekil 4’te verilmiş olan R1AB_SARS2_Flynn_2022 deneyidir 

(Flynn vd., 2022). Bu deney ile ESCOTT veriler arasındaki 

Spearman korelasyon katsayısı oldukça yüksektir (0,659). Ayrıca 

hem deneysel hem de ESCOTT sonuçları aktif sitedeki H41 ve C145 

amino asitlerinin mutasyonlara karşı oldukça hassas olduğunu 

göstermektedir.  

 
Şekil 4: Deneysel ve teorik ESCOTT yöntemleri ile elde edilen 

verilerin SARS-CoV-2 main-proteaz proteini için karşılaştırılması. 

Mutasyon haritalarında renk körleri için de uygun olan cividis renk 

paleti seçilmiştir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmiş 

deneysel mutasyon haritası. B) ESCOTT yöntemi ile elde edilmiş 

mutasyon haritası. 
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İkinci main-proteaz deneyinde mutasyonların protein 

aktivitesi üzerine etkisi ölçülmüştür (Iketani vd., 2022). Bu nedenle, 

sadece proteini işlevsiz bırakan mutasyonları değil, onun aktivitesini 

arttıran mutasyonları da görmek mümkündür (Şekil 5). Deneysel ve 

teorik veriler arasındaki Spearman korelasyon katsayısı 0,554’tür. 

Hem deneysel hem de teorik ESCOTT verileri H41 ve C145 gibi 

kilit amino asitlerin mutasyonlara karşı oldukça hassas olduğunu 

göstermektedir.   

 
Şekil 5: Deneysel ve teorik ESCOTT yöntemleri ile elde edilen 

verilerin SARS-CoV-2 main-proteaz proteini için karşılaştırılması. 

Mutasyon haritalarında renk körleri için de uygun olan cividis renk 

paleti seçilmiştir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmiş 

aktivite deneyi mutasyon haritası. B) ESCOTT yöntemi ile elde 

edilmiş mutasyon haritası. 

Bu deneyin en önemli sonuçlarından birisi aktiviteyi arttıran 

ve azaltan mutasyonların ayrılabilmesidir. Bu nedenle, ESCOTT 

yönteminin bu iki farklı tip mutasyonu ayırt edip edemeyeceği 

dağılım grafikleri ve Spearman korelasyonu ile incelenmiştir (Şekil 

6). Daha önce de belirtildiği üzere, tüm varyantlar göz önüne 
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alındığında Spearman korelasyonu 0,554’tür (Şekil 6 A). Ancak, 

sadece aktiviteyi arttıran varyantlar ele alındığında Spearman 

korelasyonu neredeyse sıfırlanmaktadır (Şekil 6 B). Aktiviteyi 

azaltan varyantlar gözönüne alındığında ise Spearman 

korelasyonunun 0,530 olduğu görülmektedir (Şekil 6 C). Elde 

ettiğimiz sonuçlar ESCOTT yönteminin proteinlerde aktiviteyi 

azaltan mutasyonları oldukça iyi belirlediğini, ancak aktivite arttıran 

mutasyonlar için durumun böyle olmadığını göstermektedir.   

 
Şekil 6: SARS-CoV-2 Main-proteaz Iketani et al 2022 deneyinin 

ESCOTT yöntemi sonuçları ve Spearman korelasyonları. A) Tüm 

varyantlar (mavi daireler), B) Aktivite arttıran varyantlar (turuncu 

yıldızlar), C) Aktivite azaltan varyantlar (turkuaz ters üçgenler). 

3.3 Tüm SARS-CoV-2 proteinlerinin mutasyonları 

Bu noktaya kadarki çalışmalarda ESCOTT sonuçları ile 

DMT deneyleri arasındaki uyum incelenmiştir. Spearman 

korelasyonları ve görsel analizler, ESCOTT tahminlerinin deneysel 

verilerle oldukça uyumlu olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlardan 

aldığımız güvenle, hakkında deneysel veri olmayan diğer SARS-

CoV-2 proteinleri için de ESCOTT yöntemiyle kapsamlı mutasyon 

haritaları oluşturulmuştur. Elde edilen tüm veriler Zenodo veri 

tabanında depolanmış olup 

https://doi.org/10.5281/zenodo.15262790 linkinden 

erişilebilmektedir. İlgili veri seti, her protein için bir yapı dosyası, 

bir MSA dosyası ve JET skorlarını da içeren çeşitli çıktıları 

içermektedir. Tüm proteinlerin ESCOTT mutasyon verilerinin 

https://doi.org/10.5281/zenodo.15262790
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(genellikle 101_normPred_evolCombi.txt adında bir dosya) yanısıra 

mutasyon haritaları da png formatında ilgili proteine ait klasörde 

bulunmaktadır. Ayrıca, her protein klasöründeki tüm mutasyon 

etkilerini içeren 101_normPred_evolCombi.txt dosyası 

http://prescott.lcqb.upmc.fr/visualisation.php web sitesine 

yüklenerek mutasyon haritaları interaktif olarak da görüntülenebilir.  

Maymunçiçeği virüsü üzerine gerçekleştirdiğimiz daha 

önceki bir çalışmada, virüs genomundaki her bir gen için Ortalama 

Gen Mutasyon Hassasiyeti (İngilizce kısaltmasıyla AGMS) adında 

bir parametre hesaplamıştık (Ozaktas vd., 2024). AGMS sıfır ile bir 

arasında bir değerdir ve yüksek değerler genin mutasyonlara çok 

hassas olduğunu ifade eder. Eğer insanlarda yakın homologları 

yoksa, yüksek AGMS değerine sahip proteinlerin iyi bir ilaç hedefi 

olabileceği öngörülmektedir. Bu çalışmada, 10 yapısal ve 14 yapısal 

olmayan SARS-CoV-2 proteini için AGMS değerleri hesaplanmıştır 

(Şekil 7).   

En yüksek AGMS değerine sahip protein olan ORF6 

(YP_009724394.1), çekirdek porlarında Nup98-Rae1 kompleksine 

bağlanan küçük bir proteindir. Bu proteinin sitoplazma ve çekirdek 

arasındaki transport işlemlerinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir 

(Addetia ve ark., 2021). Yüksek AGMS değerine sahip bir diğer 

protein olan ORF3a (YP_009724391.1), viral bir iyon kanalıdır. Bu 

kanalın potansiyel bir ilaç hedefi olabileceği, Covid19 pandemisinin 

başlangıcında incelenmiştir (Kern ve ark., 2021). YP_009725255.1 

(SARS-CoV-2 ORF10), konak hücredeki ubikitin ligaz 

kompleksleri ile potansiyel etkileşimlerde rol oynayan, yapısını ve 

immünojenisitesini etkileyebilecek mutasyonel değişkenlikler 

gösteren küçük bir proteindir (Hassan ve ark., 2022). 

YP_009724392.1 ise SARS-CoV-2’nin virüs zarf proteinlerinden 

biri olan E proteinidir ve virüs zarında homopentamerik bir yapı 

oluşturur (Mandala ve ark., 2020). Bu protein de yüksek bir AGMS 

değerine sahiptir (Şekil 7 A).  

Yapısal olmayan proteinlerde AGMS değerleri en yüksek 

çıkan ilk üç protein oldukça ilginçtir. NSP10 proteini hem NSP14’ün 

hem de NSP16’nın kofaktörüdür. NSP14 çok fonksiyonlu bir 

http://prescott.lcqb.upmc.fr/visualisation.php
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proteindir ve viral enfeksiyondaki rolü önceki çalışmalarda rapor 

edilmiştir (Li ve ark., 2022; Zaffagni ve ark., 2022). NSP13 proteini 

RNA çift sarmalını açan bir helikazdır ve Covid19’a karşı önemli bir 

ilaç hedefi olarak değerlendirilmiştir (Newman ve ark., 2021; Perez-

Lemus, Menendez, Alvarado, Bylehn, & de Pablo, 2022). Yapısal 

olmayan proteinlerden biri olan ve çalışmamızın önceki 

bölümlerinde değindiğimiz main-proteaz (NSP5) AGMS değeri 

bakımından altıncı sırada yer almaktadır (Şekil 7 B). Sonuç olarak, 

tüm bu çalışmalar, yüksek AGMS değerine sahip proteinlerin önemli 

antiviral ilaç hedefleri olabileceği fikrini desteklemektedir.  

 
Şekil 7: SARS-CoV-2 genleri için hesaplanan Ortalama Gen 

Mutasyon Hassasiyeti (Average Gene Mutation Sensitivity - 

AGMS). A) Yapısal Proteinler (siyah noktalı mavi dikey sütunlar), 

B) Yapısal Olmayan Proteinler (Siyah şeritli turuncu dikey 

sütunlar). 
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4. Değerlendirme 

Bu çalışmada, 24 SARS-CoV-2 proteininin tüm olası nokta 

mutasyon etkileri, bu konudaki en iyi açık kaynak kodlu program 

olan ESCOTT algoritması kullanılarak tahmin edilmiştir. Elde 

edilen tüm sonuçlar, Zenodo veri tabanında herkese açık şekilde 

paylaşılmış ve araştırma topluluklarının erişimine sunulmuştur. 

ESCOTT tahminlerinin güvenilirliğini değerlendirmek amacıyla, iki 

protein için mevcut dört derin mutasyon taraması verisiyle 

karşılaştırma yapılmıştır ve sonuçlar ESCOTT'un yüksek düzeyde 

doğruluk sağladığını göstermiştir. Özellikle, algoritmanın protein 

aktivitesini arttıran mutasyonlarda değil aktiviteyi düşüren 

mutasyonları öngörmede daha isabetli tahminler ürettiği 

gözlemlenmiştir. Son olarak, çalışmada 24 SARS-CoV2 proteini 

için AGMS değerleri hesaplanmış ve bu değerlerin ilgili proteinlerin 

fonksiyonel özellikleriyle ilişkisi tartışılmıştır.  
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BİYOFİLM İLİŞKİLİ ENFEKSİYONLARDA 

BİYOFİLM OLUŞUMU, DİRENCİ VE KONTROLÜ 

TUĞBA ÖZAKTAŞ1 

1. Giriş 

Biyofilm, mikroorganizmaların koloni oluşturmak için bir 

yüzeyde biraraya gelerek oluşturdukları, hareketsiz üç boyutlu bir 

matrisdir (Sharma & ark., 2019). Organizmalar salgıladıkları 

yapışkan protein ve hücre dışı matris sayesinde hücrelerin yüzeyde 

sabitlenmesini sağlarlar. Böylece koloni besin azlığı, dehidrasyon, 

pH değişimleri, viral saldırılar veya avcılar gibi birçok çevresel 

faktörden korunmuş olur (Costerton & ark., 1995; Jacqueline & 

Caillon, 2014). Eğer biyofilm oluşturan mikroorganizma bir patojen 

ise bu faktörlerin arasına konakçının bağışıklık sisteminden ve 

antimikrobiyal bileşiklerin etkisinden kaçınma da dahil olur.  

Biyofilm oluşumu hem Gram pozitif hem de Gram negatif 

patojen türler için, birincil virulans mekanizmalarından biri olarak 

kabul edilmektedir (Damyanova & ark., 2024). Antibiyotiklerin etki 

değeri, serbest hücrelere oranla biyofilm oluşturanlar için 100 ila 800 

kat artabilir (Jacqueline & Caillon, 2014). Ayrıca, biyofilm içindeki 

tek bir bakteri hücresi bile yüksek konsantrasyondaki antibiyotiklere 
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dayanabilirse tekrar ama daha dirençli bir biyofilm oluşturabilir, bu 

duruma inatçılık (recalcitrant) adı verilir (Ciofu & ark., 2022).  

Biyofilmler bakteriyel enfeksiyonların %65’inden 

sorumludur (Jamal & ark., 2018). Sadece Amerika’da yılda 

500.000’den fazla kişinin biyofilm etkisi nedeni ile öldüğü 

bildirilmiştir (Charani & Holmes, 2019). Biyofilmler genellikle 

antibiyotiklere karşı direnç sergileyerek iyileşme sürecinin 

gecikmesine neden olurlar (Metcalf & Bowler, 2013). Biyofilm 

ilişkili enfeksiyonlara örnek olarak kistik fibrozis, kronik obstrüktif 

akciğer hastalığı (KOAH), kulak iltihabı, enfeksiyöz yaralar, 

diyabet, sinüzit, kemik iltihabı (osteomyelit), endokardit, kronik 

prostat iltihabı (prostatit) verilebilir (Vyas & ark., 2021; Assefa & 

Amare, 2022; Garg & ark., 2023; Ribeiro & ark., 2023; Maitz & ark., 

2023). Biyofilm ilişkili enfeksiyonlar ayrıca birçok medikal cihazda 

da meydana gelebilir; hatta tedaviye dirençli enfeksiyonlar nedeni 

ile bazı implantların çıkarılması gerekebilir. Örneğin, kalp pilleri, 

kalp kapakçıkları, protez eklemler, venöz ve idrar kateterleri, 

endotrakeal tüpler, meme implantları, kontakt lensler, rahim içi 

cihazlar, safra stentleri, ortodontik protezler sıklıkla biyofilm ilişkili 

enfeksiyonların geliştiği cihazlardandır (Stickler, 2008; Tande & 

Patel, 2014; Wu & ark., 2015; Gominet & ark., 2017; Diaconu & 

ark., 2018; Ciofu & ark., 2022; Ali & ark., 2023).  

Biyofilmlerin insan hayatı üzerinde bu kadar etkili olması 

nedeni ile kontrol edilebilmeleri için yeni yöntemlerin geliştirilmesi 

elzem hale gelmiştir. Son yıllarda, biyofilm oluşumunu engelleyecek 

yeni bileşiklerin keşfine yönelik artan bir ilgi vardır. Bu bölümde 

biyofilmlerin oluşması, direnç mekanizmaları ve biyofilm kontrolü 

moleküler yaklaşımla ele alınacaktır. 

2. Bakteriyel Biyofilmlerin Oluşumu 

Bakteriler iki büyüme biçimi sergilerler: tek başına, serbest 

yaşayan planktonik yaşam biçimi ya da biyofilm içinde sabit, yüzeye 

tutunmuş organize yaşam biçimi (Geesey & ark., 1977; Costerton & 

ark., 1999; Flemming & ark., 2016). Biyofilm oluşturma kabiliyeti 

bakterilerin doğadaki baskın yaşam biçimi olarak kabul görmekle 
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birlikte, maya gibi tek hücreli ökaryotlar da dahil olmak üzere çeşitli 

mikroorganizmaların ortak özelliğidir (Geesey & ark., 1977; 

Costerton & ark., 1999). Biyofilm oluşumu, başlıca strese yanıt 

olarak, bir dizi çevresel ve genetik tetiklenmeler sonucu başlar. 

Sıcaklık, pH, besin erişimi ve çevresel tehlikeler gibi dış faktörler 

planktonik hücrelerin sabit forma geçişinde rol oynarlar (Rather & 

ark., 2021). Alarmonlar olan guanozin tetrafosfat ve guanozin 

pentafosfatlar [(p)ppGpp] ile sinyalize edilen ve hücredeki tüm 

genlerin üçte birinin transkripsiyonunu düzenleyen katı bir cevabın 

aktive edilmesi ile de biyofilm oluşumu tetklenir (Nguyen & ark., 

2011).  

İlk aşama tersinirdir. Planktonik hücreler fimbriya, pilus ve 

kamçı gibi tutunma yapılarını kullanarak uygun bir yüzeye 

kendilerini sabitlerler. Bu aşamada mikroorganizmalar ya 

tutundukları yüzeyi bırakarak tekrar planktonik yaşama dönerler ya 

da tutunmalarını kalıcı hale getirirler (Toyofuku & ark., 2016). 

Kalıcı tutunma süresince mikroorganizmalar farklı yapışma 

moleküllerinin ve glikoproteinlerin sentezini artırırlar. Aynı 

zamanda hücreler de bölünerek mikrokoloni oluşturur. Biyofilmin 

gelişmesi ile içindeki mikroorganizmalar da bir komünite haline 

gelir (Şekil 1) (Prakash & ark., 2003).  

Biyofilmi oluşturan kolonideki bakteriler birden fazla türden 

oluşabilir. Biyofilm oluşumu çoğunluğu algılama (quorum sensing-

QS) ile düzenlenir. Bakteri hücreleri arasındaki bir iletişim şekli olan 

QS, kimyasal sinyaller aracılığı ile birçok hücresel faaliyetin 

düzenlenmesini sağlar. Böylece hücre bölünmesi ve hücre dışı 

polimerik maddenin (extracellular polymeric substance-EPS) 

üretimi artar (Asma & ark., 2022; Cavallo & ark., 2024).  
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Şekil 1: Biyofilm oluşumunun mekanizması Grooters & ark., (2024)’dan 

Türkçe’ye çevrilmiştir. 

EPS biyofilmlerin kuru ağırlığının %90’ınından fazlasını 

oluşturur (Toyofuku & ark., 2016). Tipik olarak EPS matrisi 

proteinler, polisakkaritler, hücre dışı DNA (extracellular DNA-

eDNA) ve lipitlerden oluşur ve çevresel zorluklara karşı dayanıklılık 

sağlar (Grooters & ark., 2024). Bu koruyucu etki sadece yapısal 

destekle kalmaz, ayrıca çevredeki besinlerin ve hidrojen bağı 

etkileşimleri ile suyun tutulmasını da sağlar (Flemming & ark., 

2016). Hücre dışı enzimlerin bulunması, çözünmüş ve parçacık 

halindeki besinlerin sulu fazda saklanmasına ve böylece besin ve 

enerji kaynakları olarak kullanılabilen esnek bir dış sindirim 

sisteminin oluşumuna neden olur (Mishra & ark., 2023). EPS 

içindeki ekzopolisakkaritler yapışma ve tutunma etkileşimleri için 

alan sağlarken, proteinler karbon ve enerji kaynağı olarak görev 

yapar. EPS ayrıca, direnç genlerinin ve EPS'nin ana bileşenlerinin 

iletimini sağlar, bu da biyofilm yapısının genel olarak kurulmasına 

katkıda bulunur (Limoli, Jones, & Wozniak, 2015).  

Biyofilmlerindeki eDNA’nın kaynağı muhtemelen genomik 

DNA'nın kendisidir. Şaşırtıcı bir şekilde, eDNA farklı desenlerde 

düzenlenmiştir, örneğin Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinde 

olduğu gibi ızgara benzeri yapılar oluşturabilir, bu da eDNA’nın 

yapısal bir rol olduğunu göstermektedir (Allesen-Holm & ark., 

2006). eDNA ile genomik DNA arasında belirgin benzerlikler ve 

farklılıklar bulunmaktadır. Çok sayıda araştırmacı, e-DNA'nın 
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biyofilm matrisi içindeki işlevinin stabilize etmek olduğu fikrini 

desteklemiştir (Yang & ark., 2007). Ayrıca QS sistemleri ve demir 

etkisinin P. aeruginosa'da eDNA'nın salınımını düzenlediği 

bildirilmiştir (Allesen-Holm & ark., 2006; Yang & ark., 2007). 

Staphylococcus aureus biyofilmlerinde önemli bir yapısal bileşeni 

olan genomik DNA'nın salınımı, yine S. aureus biyofilmlerinin 

gelişiminde kritik bir faktör olan cidA kontrollü hücre yıkımının bir 

sonucu olarak meydana gelir (Rice & ark., 2007). 

3. Biyofilm Direnci 

Biyofilmler antibiyotiğin ve bağışıklık sisteminin bakteri 

hücrelerine erişimine engel olan mekanik bir bariyer gibi davranarak 

antimikrobiyal tedavinin etkinliğini azaltır. Bu nedenle biyofilmler 

genellikle topikal ve sistemik antibiyotiklere karşı dirençlidir 

(Cavallo & ark., 2024). Bununla birlikte biyofilmlerde yaşayan 

bakterilerin, planktonik durumlarına göre ilaç dirençleri artar (Mah, 

2012). Örneğin, planktonik olarak incelendiğinde tüm 

Staphylococcus epidermidis biyofilm izolatlarının vankomisine 

duyarlı olduğu ancak aynı suşun biyofilmden izole edilmiş formunun 

yaklaşık %75'inin aynı antibiyotiklere dirençli bulunduğu rapor 

edilmiştir (Pinheiro & ark., 2014). Benzer bulgular Klebsiella 

pneumoniae için de bildirilmiştir (Dan & ark., 2023).  

Biyofilm komünitelerindeki antimikrobiyal ajanlara karşı 

olan dayanıklılığın farklı mekanizmaların birleşik sonucu olduğu 

düşünülmektedir (Rumbaugh & Sauer, 2020). Biyofilmlerin 

antibiyotik toleransı ve direncine katkısının altında yatan 

mekanizmaları anlamak, bu enfeksiyonlarla mücadele için yenilikçi 

stratejiler geliştirmek açısından çok önemlidir (Grooters & ark., 

2024). 

Antimikrobiyal ajanların biyofilmde hapsolmaları ve 

hücrelere erişimlerinin kısıtlanmasının, antimikrobiyal direncin 

gelişmesiyle ilişkili olduğuna dair pek çok çalışma mevcuttur 

(Anderl, Franklin, & Stewart, 2000; Picioreanu, van Loosdrecht, & 

Heijnen, 2001; Campanac & ark., 2002; Drenkard, 2003; Thormann 

& ark., 2006; Reichhardt & Parsek, 2019). Biyofilm tedavisinin 
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etkinliği, antimikrobiyal ajanın biyofilme nüfuz etme kabiliyetine 

bağlıdır. Bu da biyofilm yapısı ve kalınlığı, bakteri cinsi/suşu, 

uygulanan antimikrobiyalin konsantrasyonu ve süresi gibi pek çok 

faktörden etkilenmektedir (Singh & ark., 2016; Hall & Mah, 2017; 

Grooters & ark., 2024; Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei, 

2024). Bu bağlamda yapılan çalışmalarda, P. aeruginosa 

biyofilmlerine antimikrobiyal ajanların nüfuz etme süresinin 40 ila 

21 dakika arasında gecikebildiği ve S. epidermidis'in biyofilm içinde 

tobramisine karşı duyarlılığında azalma görüldüğü rapor edilmiştir 

(Duguid & ark., 1992; Suci & ark., 1994). 

Biyofilmlerde gözlemlenen heterojen bakteri popülasyonu 

metabolik olarak farklı mikrokolonilerin oluşmasına ve aynı 

biyofilm içinde çeşitli fizyolojik durumlara yol açar (Kirketerp-

Møller, Stewart, & Bjarnsholt, 2020). Örneğin; biyofilmlerin en 

derin katmanları, biyofilmlerin üst katmanlarına kıyasla besin 

eksikliğine maruz kalır, bu durum da açlığa bağlı yavaş büyüme ile 

metabolik hızın düşmesini, ribozom hibernasyon faktörlerinin ifade 

edilmesini ve antimikrobiyallere direnç gösteren uyku halindeki 

(dormant) inatçı hücrelerin ortaya çıkmasını teşvik eder (Anwar & 

ark.,1992; Sternberg & ark.,1999; Anderl & ark., 2003; Fux & ark., 

2004; Nguyen & ark., 2011; Williamson & ark., 2012; Liu & ark., 

2015; Olsen, 2015; Miyaue & ark., 2018). Çeşitli fizyolojik özelliğe 

sahip bölgelerin varlığı, aynı ortamda bir arada bulunan çok sayıda 

genotip ve fenotip ile sonuçlanır. Bu olgu, ilaç direncine katkıda 

bulunan benzersiz metabolik yolların ortaya çıkmasını açıklar 

(Grooters & ark., 2024). 

Biyofilm içindeki mikrobiyal hücre popülasyonu 104-108 

hücre/cm2 arasındadır (Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei, 

2024). Ancak bu popülasyon farklı türleri içerebilir. Bu tarz 

bakteriyel komplekslik içeren biyofilmlerin neden olduğu 

enfeksiyonlar, tedavi sürecini daha da karmaşık hale getirebilirler 

(Cavallo & ark., 2024). Çalışmalar, S. aureus ve P. aeruginosa 

arasındaki sinerjik etkileşimler sayesinde bakterilerin 

kolonizasyonu, virülansı veya kalıcılıklarının artabildiğini 

göstermiştir. Özellikle, P. aeruginosa tarafından üretilen birçok 
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madde S. aureus için koruyucu bir rol oynayabilir (Fazli & ark., 

2009).  

Biyofilm toplulukları, dışa atım (efflux) pompaları ve farklı 

dışarı gönderme sistemleri sayesinde antimikrobiyaller dahil olmak 

üzere çeşitli ksenobiyotiklere karşı çoklu ilaç direnci sergileyebilir 

(Liao, Schurr, & Sauer, 2013; Chua & ark., 2014; Chambers, 

Cherny, & Sauer, 2017; Nishino & ark., 2021). Ancak biyofilm 

içindeki hücrelerde bu sistemleri kodlayan genlerin ifadesinin aynı 

olmadığı belirlenmiştir. Örneğin, biyofilmlerin üst katmanlarında 

belirli antibiyotik direnç pompalarının artışına yönelik bir genetik 

düzenleme olurken, orta katmanlarda aynı genlerin ifadesi azalabilir 

ya da değişmeyebilir (Babin & ark., 2017).  

Bakterilerin biyofilm içinde iletişimlerini ve hayatta kalma 

başarısını artırmak için sinyal moleküllerini kullandıkları bir 

mekanizma olan QS’nin, antibiyotiklere karşı biyofilm direncinin 

düzenlenmesini doğrudan etkilediği gösterilmiştir. Bu 

düzenlenmeye çeşitli dışa atım pompalarının gen ifadesinin kontrolü 

ve biyofilm oluşumunun kontrolü dahildir (Wang & ark., 2019). 

Serbest yaşayan bakteri hücreleri belirli bir yoğunluğa ulaşırlarsa, 

küçük sinyalleme moleküllerinin üretimi ile hücreden hücreye 

bağlantılar oluştururarak, QS mekanizmaları aracılığıyla çok hücreli 

organizmalar olarak hayatta kalabilirler (Kalia, 2013). Sinyalleme 

molekülleri alıcı mikrobiyal hücrelerdeki reseptörlere bağlanarak bu 

moleküllerin üretiminden sorumlu olanlar da dahil olmak üzere 

birkaç genin aktive olmasına neden olur ve QS bu şekilde çalışır 

(Rutherford & Bassler, 2012). Gram negatif bakteriler sinyal 

molekülü olarak N-açil-homoserin laktonları kullanırken, Gram 

pozitif bakteriler daha büyük oligopeptitleri kullanırlar. Her iki 

molekül de biyofilm oluşumuna katkıda bulunarak antimikrobiyal 

madde geçişini kısıtlar (An & ark., 2019; Gimza & ark., 2019).  

Çok sayıda patojenik mikroorganizmada bulunan ökaryot 

benzeri Ser/Thr kinaz genleri, sinyal moleküllerinin biyosentezini 

düzenlemede ve biyofilm yaşam modunu düzenlemede rol alırlar 

(Cluzel & ark., 2010). Ser/Thr kinaz enzim sistemi aracılığıyla 

Bacillus subtilis ve S. aureus, biyofilm oluşumunu kontrol eder. 
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Biyofilmlerin gelişimi patojenik Mycobacterium ve Streptococcus'ta 

GroEL şaperonunun fosforilasyonu ile iken Bacillus anthracis'te 

PrkC tarafından kontrol edilir. Gram pozitif ve Gram negatif 

bakteriler, Vibrio harveyi'de bulunan AI-2 otoindüktör tabanlı bir QS 

yoluna sahiptir ve türler arası iletişime dalmışlardır (Kalia, 2013). 

QS, bakterilerin yanısıra ökaryotik mikroorganizmalar olan Candida 

ve Histoplasma'da ve ayrıca virüslerde de bulunmuştur (Whiteley, 

Diggle & Greenberg, 2017).  

Biyofilm içindeki dirençli hücreler, direnç genlerini yatay 

gen transferi aracılığı ile birbirlerine aktarırlar. Bu süreç, 

biyofilmleri oluşturan hücrelerin evrimine yardımcı olur (Keren & 

ark., 2004; Shah & ark., 2006; Zhu & ark., 2020). Biyofilm hücreleri 

arasındaki bu yatay iletim, önemli ölçüde QS kontrolündedir 

(Donlan, 2001). Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis 

ve Streptococcus pneumoniae'nin biyofilm kültürlerinde mutasyon 

sıklıklarının arttığı belirlenmiştir; bu da biyofilm matrisinin 

antimikrobiyallere karşı mutasyonel direnci teşvik etmek için uygun 

bir ortam olduğunu göstermektedir (Ryder, Chopra & O’Neill, 

2012). Başka bir çalışmada P. aeruginosa biyofilmlerinde imipenem 

ve piperasilin sonrasında beta-laktamaz ekspresyonunun arttığı 

belirlenmiştir. Kronik enfeksiyonlarda biyofilm kalıcılığının birincil 

nedeni, gelişmiş beta-laktamaz ekspresyonu ve biyofilm büyüme 

modunun diğer koruyucu özelliklerinin birleşimidir (Mah, 2012).  

Her biri belirli bir ajana karşı direnç kodlayan genin 

plazmidler veya transpozonlar üzerinde birikmesi çoklu ilaç 

direncinin bakterilerde ortaya çıkmasının nedenlerinden biridir. 

Diğer ana neden ise birden fazla ilacı salgılayabilen çoklu ilaç dışa 

atım pompalarıdır. Çoklu ilaca direnç olgusu, birçok patojenik suşun 

antiseptik ve dezenfeksiyon kimyasalları da dahil olmak üzere çeşitli 

antimikrobiyallere ve kemoterapötik ilaçlara direnç geliştirmesine 

yol açmıştır. Çoklu ilaca dirençli suşların ortaya çıkması 

hastanelerde tedavi edilemeyen salgınlara yol açmaktadır. Bu 

nedenle biyofilmlerle mücadele etmek için bu sistemleri hedef alan 

yenilikçi yaklaşımlar gereklidir (Mishra & ark., 2023). 
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4. Biyofilm Kontrolü 

Biyofilm ilişkili kronik enfeksiyonlarda çok sayıda patojen 

rol oynar; bunlar arasında kronikleşen yaralarda P. aeruginosa ve S. 

aureus, kronik orta kulak iltihabına sebep olan S. pneumoniae ve 

Haemophilus influenzae, kistik fibrozis zatürresine neden olan P. 

aeruginosa ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarında 

enteropatojenik Escherichia coli bulunur (Costerton Montanaro, & 

Arciola, 2005; Burmølle & ark., 2010; Kalan & ark., 2019). Klinik 

biyomalzemeler ve protez eklemler ile ilişkili enfeksiyonlarda 

Mycobacterium tuberculosis ve S. epidermidis öne çıkar (Berbari & 

ark., 1998; Ha, Chung, & Ryoo, 2005). 

Biyofilm kontrolü, çözülmesi zor bir problemdir. 

Enfeksiyonların sıklığı ve şiddeti artabilir ve biyofilmlerle uygun 

şekilde mücadele edilmezse enfeksiyonla ilişkili hastalık ve ölüm 

oranları artabilir (Algburi & ark., 2017). Biyofilm ilişkili 

enfeksiyonların kontrolünde temel yaklaşım; oluşumun önlenmesi 

ve tedavidir. Önleyici stratejiler, biyofilm oluşum sürecini kesintiye 

uğratmaya odaklanırken; tedavi stratejilerinin hedefi halihazırda 

oluşmuş ve gelişmiş biyofilmlerdir (Damyanova & ark., 2024). 

Önleyici stratejilerin amacı biyofilm oluşumunu en başından 

engellemektir. Bunun için yapılacakların arasında bakteri 

hücrelerinin bir yere tutunmasını önlemek, biyofilm matrisinin 

sentezlenme aşamalarını bloke etmek, QS sinyal kaskadını inhibe 

ederek bakteri hücrelerinin birbirleri ile olan iletişimini bozmak 

gelmektedir (Damyanova & ark., 2024). Tedavide ise biyofilmi 

ortadan kaldırmak için yaygın olarak geleneksel antibiyotikler 

kullanılmaktadır. Ancak antibiyotiklerin sık kullanılması 

sonucunda, virülans etkisi daha yüksek, antibiyotik dirençli 

bakterilerin sayısı hızla artmaktadır. Artan antibiyotik direnci bilim 

dünyasını antibiyofilm etkisi olan yeni maddelerin arayışına ve yeni 

teknolojilerin kullanılmasına yönlendirmiştir.  

4.1 Nanomalzemeler 

ABD Ulusal Nanoteknoloji Girişimine göre en az bir boyutu 

1-100 nm (1 nm =10-9 m) aralığında olan yapılar nanoparçacık olarak 
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tanımlanır. Nanomalzemelerin küçük boyutları, benzersiz kimyasal 

ve fiziksel özellikleri ile birleştiğinde hücrelere kolayca girmelerini 

ve hücre içi bileşenlerle etkileşime geçmelerini sağlar. Bu yenilikçi 

yapılar başta kanser ve bulaşıcı olmayan hastalıklarla mücadele gibi 

farklı biyomedikal uygulamalarda dikkat çekmiştir (Mishra & ark., 

2023; Damyanova & ark., 2024). Ancak nanomalzemelerin 

çoğunlukla direnç oluşumuna sebebiyet vermeyecek şekilde 

tasarlanmaları araştırmacıları bunları antibakteriyel ajan olarak da 

kullanmaya yönlendirmiştir.  

Nanomalzemeler bakteri membranı ile temas ettiğinde farklı 

mekanizmalar aracılığı ile hücrenin ölümüne neden olabilirler: 

Bunlar ya membrandaki fosfolipidler arasına yerleşerek ya da DNA, 

ribozom ve enzimler gibi hücre içi moleküllerle etkileşime geçerek 

oksidatif strese, elektrolit dengesizliğine ve enzim inhibisyonuna yol 

açarlar (Gupta & ark., 2019). Tablo 1’de bakteriyel biyofilmlerin 

tedavisi ve önlenmesi için kullanılan nanomalzemelerin ve tıbbi 

cihazların yapımında kullanılan nanomalzemelerin özeti, 

mekanizmaları ve çeşitli bakteri suşları üzerindeki etkileriyle birlikte 

verilmiştir (Damyanova & ark., 2024). 

Çoğu nanomalzemenin diğer bir avantajı da ilaç taşıyıcıları 

olarak başarılı bir şekilde kullanılabilmeleridir (Gupta & ark., 2019). 

Antibakteriyel maddelerin kapsüllenebilmesi, doğru hedefe 

ulşabilmelerini sağlar. Ayrıca ilaç iletimini gerçekleştiren 

nanosistemler, taşıdıkları maddelerin kontrollü veya uzun süreli bir 

şekilde salınmasını sağlayabilir. Bu yaklaşımla, çok düşük 

konsantrasyonlarda bile antibakteriyel maddelerin etki etmesi 

sağlanabilir (Damyanova & ark., 2024). Eritromisin, klindamisin, 

amoksisilin ve vankomisinin antibiyotikleri gümüş nanoparçaçıklar 

ile birleştirildiğinde E. coli ve S. aureus'a karşı gelişmiş etki 

göstermişlerdir (Mishra & ark., 2023). Ayrıca bPEI kaplı poliakrilik 

kopolimer nanojeller, katyonik antibiyotikler olan tetrasiklin ve 

linkomisini belirli yerlere iletmek için kullanılmıştır (Weldrick & 

ark., 2019). 
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Tablo 1: Bakteriyel biyofilmlere karşı geliştirilen nanomalzemeler 

ve etki mekanizmaları 

Nanomalzeme Mekanizma ve Etki Bakteri Kaynak 

Klaritromisin 

yüklü lipit 

polimer *NPlar 

EPS’nin yıkımı; Biyofilm 

bakterileri üzerinde 

antibakteriyel etki; 

bakteri tutunmasının ve 

biyofilm oluşmasının 

engellenmesi 

Helicobacter 

pylori 

Li & ark., 

2019 

Berberin yüklü 

kitosan NPlar 

(BBR-CSNPS) 

Biyofilm oluşumunun 

konsantrasyona bağlı 

olarak engellenmesi; 

hücre duvarı ve membran 

bütünlüğünün bozulması 

Candida 

albicans 

Lin & ark., 

2023 

Biguanid türevi 

polimerik NPlar 

(PMET) 

Biyofilmin dağılması; 

hücre yüzey bozunumu 

Metisiline 

dirençli S. 

aureus (MRSA) 

Li & ark., 

2020 

Tarçın yağı 

yüklü 

nanolipozomlar 

Biyofilm oluşumunun 

engellenmesi; hücre 

yüzey emilimi, nüfuz 

etme ve hücre tahribatı 

S. aureus, P. 

aeruginosa 

Ellboudy 

& ark., 

2023 

Çinko oksit 

(zno) ve çinko 

sülfür (zns) 

NPları 

Planktonik bakteri 

hücrelerinin ölmesi; 

biyofilm oluşumunun 

engellenmesi 

S. aureus, 

Klebsiella 

oxytoca, P. 

aeruginosa 

Bianchini 

& ark., 

2023 

Kitosan kaplı 

demir oksit 

NPlar 

Elektrostatik etkileşimler 

yoluyla bakteri 

membranına bağlanarak 

bakteri hücrelerinin 

rahatsız edilmesi 

E. coli, S. 

epidermidis, 

Bacillus cereus  

Saravanak

umar & 

ark., 2022 
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Tablo 1’in devamı; 

Hausmannite 

NPları 

Biyofilm oluşumunun 

engellenmesi 
P. aeruginosa 

Brindhad

evi & 

ark., 2024 

Bitkisel uçucu 

yağlarla yüklenen 

kitosan NPları 

EPS sentezinin 

durdurulması; düzensiz 

hücre şekli; hücre 

virülansının kaybı 

Acinetobacter 

baumannii 

Govindan 

& ark., 

2022 

Niozom yüklü 

selenyum NPları 

Biyofilm oluşumunun 

engellenmesi 

S. aureus, E. 

faecalis, P. 

aeruginosa, E. 

coli 

Haddadia

n & ark., 

2022 

Tıbbi cihazlar için nanomalzemeler 

Jellan zamkı 

içeren titanyum 

dioksit NPları 

Biyofilm oluşumunun 

engellenmesi 

S. aureus,  

E. coli 

Ismail & 

ark., 2019 

Akrilik reçine 

içeren Ag NPları 

Biyofilm oluşumunun 

engellenmesi 
C. albicans 

Takamiya 

& ark., 

2021 

Kurkumin–grafen 

oksit (GO/Cu) 

yüzey kaplaması 

Hücre tutunmasının 

engellenmesi; reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) 

üretiminin indüklenmesi 

Candida 

parapsilosis 

Cacaci & 

ark., 2023 

Grafen oksit 

(GO)/polidimetils

iloksan (PDMS) 

kompozitleri 

Membran 

geçirgenliğinin, 

metabolik aktivitenin ve 

endojen ROS sentezinin 

artması 

S. aureus 
Belo & 

ark., 2023 

*NP: Nanoparçacık 

Kaynak: Damyanova & ark., 2024 
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4.2 Doğal bileşikler 

Doğal ürünler her zaman ilaç gelişimi için değerli bir kaynak 

olmuştur. Günümüzde kullanımda olan farmasötiklerin %80'inden 

fazlası ya doğrudan doğal kaynaklardan elde edilmiştir ya da doğal 

bileşiklerden esinlenenerek geliştirilmiştir (Ravichandran & ark., 

2018; Machado & ark., 2020). Bitkiler, deniz canlıları ve 

mikroorganizmalar biyofilm oluşumunu engelleyen veya doğrudan 

biyofilme zarar veren, ya da QS mekanizmasını baskılayan çeşitli 

metabolitleri içeren doğal kaynaklardır (Behzadnia, Moosavi-Nasab 

& Oliyaei, 2024; Damyanova & ark., 2024). Bitkilerin tedavi edici 

etkileri temel olarak sekonder metabolitlere dayanır. Sekonder 

metabolitlerin türü ve miktarı bitkiden bitkiye değişmekle birlikte 

biyolojik aktiviteleri de geniş kapsamlıdır (Doğan & ark., 2019; 

Melander, Basak & Melander, 2020). Fitokimyasal olarak 

adlandırılan bu metabolitler nispeten toksik olmamaları, 

biyouyumlulukları ve kolay erişilebilir olmaları nedeniyle 

antibiyofilm ve antimikrobiyal ajanlar olarak tercih edilirler (Ghosh 

& ark., 2022). Fitokimyasalların S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae 

gibi çoklu ilaca dirençli bakterilere karşı hem planktonik hem de 

biyofilm formlarında etkili olabildiği gösterilmiştir (Hrynyshyn, 

Simões & Borges, 2022). Birçok fitokimyasal, sinyal moleküllerinin 

antagonistleri olarak reseptörlerle rekabetçi inhibisyona girer ve QS 

kaskadını inhibe eder. QS sinyal mekanizmasına müdahale etmek, 

adhezinlerin salgılanmasını ve EPS'lerin sentezini inhibe ederek, 

biyofilm oluşumunun baskılanmasına neden olabilir (Uddin 

Mahamud & ark., 2024). Dahası, fitokimyasallar; mikrobiyal istilası, 

konak dokunun hasarı ve konak bağışıklığından kaçınma için önemli 

olan bakteriyel virülans faktörlerini de azaltma kabiliyetindedirler 

(Ali & Neelakantan, 2022). Yapılan çalışmalar sonunda altı ana 

fitokimyasal grup önemli antibiyofilm özellikleriyle öne çıkmıştır: 

fenoller, alkaloidler, terpenoidler, poliasetilenler, lektinler ve 

polipeptitler (Uddin Mahamud & ark., 2024).  

Deniz algleri de antibiyofilm aktivitesine sahip geniş çaplı 

yeni bileşiklerin kaynağı olarak umut vaadetmektedir. Alg özütleri 

ve metabolitleri hücre tutunmasını engelleyebilir, hücre büyümesini 

azaltabilir, QS metabolizmasına müdahele edebilir ya da EPS’yi 
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bozabilir. Bu metabolitlere örnek olarak sülfatlanmış polisakkaritler 

(fukoidan), karotenoidler (zeaksantin ve lutein), lipid ve yağ asitleri 

(γ-linolenik asit ve linoleik asit) ve florotaninler verilebilir 

(Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei, 2024). 

4.3 Parçalayıcı enzimler ve QS inhibitörleri 

Bir diğer etkili antibiyofilm stratejisi, biyofilm matrisini 

parçalayan enzimlerin kullanılmasıdır. Biyofilmlerin yapısal bir 

bileşeni parçalandığında, daha fazla antibiyotik nüfuz ederek 

etkinliklerini artıracaktır. Örneğin; Dispersin B ekzopolisakkaritleri, 

DNazI eDNA’yı, alfa-amilaz ise biyofilm matrisini parçalar (Tetz & 

ark., 2009; Sun & ark., 2013).  

QS inhibitörleri ökaryotlar ve/veya prokaryotlar tarafından 

üretilen ve QS sistemlerini engelleyebilen bileşiklerdir (Hemmati & 

ark., 2020) ve biyofilm enfeksiyonunu önlemek ve biyofilm 

yayılmasını engellemek için kullanılırlar (Taylor, Yeung, & 

Hancock, 2014). Doğal kimyasallar, sentetik maddeler ve 

antibiyotiklerin QS inhibitör potansiyeli vardır. Örneğin, steroid 

olmayan anti-inflamatuar ilaçlardan aspirin, meloksikam ve 

piroksikam, P. aeruginosa’nın QS sinyal moleküllerini inhibe etmek 

ve biyofilm büyümesini azaltmak için kullanılabilir (Almeida & ark., 

2018). Antibiyotiklerden azitromisin, eritromisin, siprofloksasin, 

seftazidim, gentamisin, tikarsilin, spektinomisin ve streptomisin 

yüksek QS inhibitör aktivitesine sahiptirler (Sofer & ark., 1999). 

Aminoglikozit antibiyotikler ve resveratrol kombinasyonunun 

biyolojik sıvıların oluşumunu önemli ölçüde azalttığı bildirilmiştir 

(Zhou & ark., 2018). Kurkuminin; siprofloksasin, gentamisin, 

seftazidim ve azitromisin ile birlikte P. aeruginosa üzerindeki 

sinerjik etkinliği de rapor edilmiştir (Sofer & ark., 1999). Bunların 

dışında gentamisin ve çinko oksit (ZnO) nanopartikülleri ile kitosan 

ve kitosan-ZnO nanokompozitinin birlikte S. aureus ve P. 

aeruginosa'nın biyofilm oluşumunu önemli ölçüde azalttığı bir 

deiğer çalışma ile gösterilmiştir (Hemmati & ark., 2020).  

Ayrıca, dışa atım pompası inhibitörlerinin de biyofilmlerin 

antibiyotik toleransını bloke ettiği ve biyofilm oluşumunu tamamen 
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ortadan kaldırdığı görülmüştür (Kvist, Hancock, & Klemm, 2008; 

Zimmermann & ark., 2019). 

4.4 Gen düzenleme 

Genetik değişiklik/düzenleme tekniklerinin uygulanması, 

patojenik bakterilerin virülansını azaltmanın yeni bir yoludur. 

CRISPR gibi gen düzenleme teknolojilerinden yararlanılarak, 

biyofilm patojenlerinin genetik yapısını değiştirmek mümkün 

olabilir ve bu da zamanla virülansını azaltabilir (Gholizadeh & ark., 

2017; Yao & ark., 2018). Doğru genlere odaklanılarak CRISPR-Cas, 

bakterilerin genetik yapısını değiştirmek ve antibiyotik direncini 

tersine çevirmek için kullanılmıştır (Jiang & ark., 2013; Goren, 

Yosef, & Qimron, 2017). Çalışmalar, antibiyotik direncine neden 

olan bakteri genlerinin CRISPR-Cas sistemi kullanılarak nötralize 

edilebileceğini göstermiştir (Hale & ark., 2012; Vercoe & ark., 

2013). Antibiyofilm amaçlı gen düzenleme yaklaşımları üzerine son 

araştırmalar arasında E. coli, S. mutans biyofilmlerinin büyümesini 

önlemek ve S. aureus biyofilmlerini canlı organizmada yok etmek 

için yapılanlar yer almaktadır (Zuberi, Misba, & Khan, 2017; Gong 

& ark., 2018; Garrido & ark., 2021). 

5. Sonuç 

Biyofilmler, başta bakteriler olmak üzere mantarlar, virüsler, 

protozoalar ve diğer mikroorganizmaların oluşturduğu karmaşık 

yapılar olarak enfeksiyon hastalıklarının seyrini önemli ölçüde 

etkilemektedir. Mikroorganizmaların birarada kalmasını sağlayan 

EPS matrisi, besin ve su geçişini kolaylaştırmakta, çevresel stres 

faktörlerine karşı koruma sağlayarak mikroorganizmalara yüksek 

düzeyde direnç kazandırmaktadır. Bu direnç, sadece antibiyotiklere 

karşı değil, aynı zamanda dezenfektanlara ve konak savunma 

mekanizmalarına karşı da etkilidir. Ayrıca QS yoluyla metabolik 

süreçler ve virülans faktörlerinin genetik ifadelerinin düzenlenmesi 

sağlanmaktadır (Flemming & ark., 2016; Karatan & Watnick, 2009; 

Rumbaugh & ark., 2009). 
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Antibiyotiklerin keşfinden önce, biyofilm enfeksiyonları 

insan sağlığı için ciddi bir tehdit oluşturmaktaydı. Fleming'in 

1928'de penisilini keşfetmesi bu alanda bir dönüm noktası olmuş ve 

o tarihten itibaren geliştirilen antibiyotikler, bakteriyel 

enfeksiyonları tedavisinde etkin bir şekilde kullanılmıştır (Crofts, 

Gasparrini, & Dantas, 2017). Ancak antibiyotiklerin sağlık dışı 

alanlar da dahil olmak üzere yaygın ve hatalı kullanımı, doğal direnç 

mekanizmalarının mutasyonlar ve genetik elementlerin yatay 

transferi yoluyla yayılmasına yol açmış, bu da bakteriyel direnç ve 

hatta çoklu ilaç direncini yaratmıştır. Günümüzde neredeyse tüm 

mevcut antibiyotiklere karşı dirençli bakteri türleri ve suşları 

bulunmaktadır (Alanis, 2005; Cox & Wright, 2013; Blair & ark., 

2015; Mishra & ark., 2023).  

Biyofilmler, enfeksiyon süreçlerinde sadece koruyucu bir 

kalkan görevi görmekle kalmayıp, aynı zamanda yeni direnç 

mekanizmalarının gelişmesini de tetiklemektedir. Bu durum, 

biyofilm ilişkili enfeksiyonların yüksek ölüm oranları ile 

sonuçlanmasına ve halk sağlığı ile ekonomik sistemler üzerinde 

uzun vadeli olumsuz etkiler yaratmasına yol açmaktadır (Jamal & 

ark., 2018). Tüm bu nedenler araştırmacıları güçlü antibakteriyel 

ajanlar oluşturmak için kullanılan çeşitli antimikrobiyal tedavi 

stratejileri geliştirmeye yöneltmiştir (Mishra & ark., 2023). 

Özellikle, biyofilmlerin oluşumunu engelleyen veya önceden var 

olan biyofilmleri yok edebilen yaklaşımlar umut vadetmektedir. 

Sonuç olarak, gelecekteki antibiyofilm stratejileri oldukça iyi 

görünse de bu yeni yaklaşımların gerçek potansiyelinin 

anlaşılabilmesi için laboratuvar düzeyindeki bulguların ötesine 

geçilerek, kapsamlı in vivo çalışmalar ile etkinlik, güvenlik ve 

uygulanabilirliklerinin doğrulanması gerekmektedir. 
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