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Molecular detection of Eimeria stiedae in an Angora rabbit

Armağan Erdem ÜTÜK1, Fatma Çiğdem PİŞKİN2, İbrahim BALKAYA3, 
Mehmet Çağrı KARAKURUM4
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4 Mehmet Akif Ersoy University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Internal Medicine, Burdur, Turkey

Geliş Tarihi / Received: 04.09.2015, Kabul Tarihi / Accepted: 16.10.2015

Abstract: Hepatic coccidiosis caused by Eimeria stiedae, results in severe infection, outbreaks and deaths in young 
rabbits. Disease is diagnosed by time consuming methods like fecal examination, oocyst sporulation and necropsy. The 
aim of this study was to detect E.stiedae with species specific Polymerase Chain Reaction (PCR), without waiting oocyst 
sporulation and necropsy. Impression smears were prepared from liver nodules and stained with giemsa. Fecal samples 
were collected from the intestines and examined by centrifugal flotation with salt solution to detect Eimeria spp. oocysts. 
Then oocysts were sporulated in 2.5% (w/v) aqueous potassium dichromate (K2Cr207). Primers specific to E.stiedae 
were used in PCR reaction. Eimeria spp. oocysts were detected after the examination of impression smears and bowel 
content. E.stiedae was diagnosed after the measurement of sporulated oocyst and PCR. At the end of the study, we think 
that; PCR will be very valuable for the rapid and true diagnosis of hepatic coccidiosis in rabbits.
Key words: Angora rabbit, Eimeria stiedae, Molecular detection, Turkey.

Bir Ankara tavşanında Eimeria stiedae’nin moleküler tanısı
Özet: Eimeria stiedae’nin neden olduğu karaciğer coccidiosisi, genç tavşanlarda ciddi enfeksiyon, salgın ve ölümlerle 
sonuçlanır. Hastalık dışkı muayenesi, oocyst sporlandırma ve nekropsi gibi zaman alıcı yöntemlerle teşhis edilir. Bu 
çalışmanın amacı, E.stiedae’yı oocyst sporlandırma ve nekropsiyi beklemeden türe özgü Poimeraz Zincir Reaksiyonu 
(PZR) ile teşhis etmekti. Organ tuşeleri, karaciğer nodüllerinden hazırlanarak giemsa ile boyandı. Dışkı örnekleri bağır-
saktan alınarak Eimeria spp. oocystlerini belirlemek için tuzlu su-flotasyon yöntemi ile incelendi. Elde edilen oocystler 
%2.5’lik potasyum dikromat (K2Cr207) çözeltisinde sporlandırıldı. PZR’de ise E.stiedae için tür spesifik primerler kul-
lanıldı. Organ tuşeleri ve bağırsak içeriğinin incelenmesi neticesinde Eimeria spp. oocystleri, PZR ve sporlandırılmış 
oocystlerin ölçümü sonucunda E.stiedae tespit edildi. Çalışma sonucunda PZR’nin tavşanlarda karaciğer coccidiosisi-
nin hızlı ve doğru bir şekilde teşhisinde etkili bir yöntem olduğu kanısına varıldı.
Anahtar Sözcükler: Ankara tavşanı, Eimeria stiedae, Moleküler tanı.

Introduction
Rabbits are raised for various commercial purposes 
such as wool, fur and meat production. Additionally, 
they are important laboratory animals. Coccidiosis 
is an important parasitic disease of rabbits and 
causes high incidence of morbidity and mortality. 
The disease occurs in hepatic and intestinal forms 
[1].

Hepatic coccidiosis caused by Eimeria stiedae, 
results in severe infection, outbreaks and deaths in 
young rabbits. The parasite completes its develop-
ment in bile ducts of liver. By time, bile ducts thick-
en and disrupt the liver function. Eventually, liver 
becomes markedly enlarged and irregular yellow-

ish and white nodules or cords develop on it, which 
later on tend to become integrated. Diarrhea and ic-
terus can be seen in infected animals [1,2].

To date, a few studies about microscopic and 
histopathologic diagnosis of rabbit coccidiosis have 
been published in Turkey [3,4,5,6,7]. The aim this 
study was to detect E.stiedae with species-specific 
Polymerase Chain Reaction (PCR), without waiting 
oocyst sporulation and necropsy.

Material and Method
Liver and bowels of a 4-month old dead Angora 
rabbit were sent to the Parasitology Department 
from a rabbit farm. At the anamnesis, we learned 
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that 50 rabbits were in the flock and infected 20 of 
them died.

At macroscopic examination, there were a lot 
of yellow-white nodules on the liver and many of 
these nodules contained caseous material (Fig. 1).

Fig. 1: Yellow nodules throughout the liver parenchyma.

Impression smears were prepared and stained 
with giemsa. Fecal samples were collected from 
the intestines and examined by centrifugal flotation 
with salt solution to detect Eimeria spp. oocysts. 
Fecal samples were put into a solution of 2.5% (w/v) 
aqueous potassium dichromate (K2Cr207) and were 
allowed to sporulate. Oocysts were concentrated by 
zinc sulphate flotation method [8]. 20 sporulated 
oocysts were measured by oil immersion lenses on 
a microscope. All measurements were done as µm. 
Oocyst identification was done according to related 
literatures [9,10,11].

Genomic DNA extraction was done from the 
nodules on the liver tissue and oocysts, using DNeasy 
TM Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) by fol-

lowing the manufacturer’s instructions. Before the 
extraction, liver tissue was broken into small piec-
es with a scalpel. Then, broken tissue and oocysts 
were washed with PBS for five times. Esti-ITS1-F 
(GTGGGTTTTCTGTGCCCTC) and Esti-ITS1-R 
(AAGGCTGCTGCTTTGCTTC) primer pair, spe-
cies specific for E.stiedae, was used to amplify par-
tial sequence of Internal Transcribed Spacer (ITS-1) 
fragment of ribosomal DNA (rDNA) repeats [12].

PCR reaction volumes of 50 μl contained 5 
μl of template DNA (50 ng), 80 μM of dNTP mix, 
2.5 mM of MgCl2, 50 pmol of each primer, 5 μl of 
10× PCR buffer and 1.25 U of TaqDNA polymerase 
(MBI, Fermentas, Lithuania) and 26 μl DNase, 
RNase free water (Biobasic, Inc). The PCR condi-
tions were: 2 min at 95 °C (initial denaturation), 35 
cycles of 1 min at 95 °C, 1 min at 50 °C and 1 min 
at 72 ◦C and finally 5 min at 72 °C (final extension). 
The PCR products were separated on agarose gels 
(1.5%), stained with ethidium bromide and visual-
ized on an UV transilluminator. DNase, RNase free 
steril distilled water (Biobasic, Inc), used as nega-
tive control.

Results

As a result of the microscopic examination of im-
pression smears of liver and bowel content, we de-
tected Eimeria spp. oocysts (Fig. 2). Oocysts, left in 
K2Cr207 for sporulation, were oval-ellipsoid; there 
was no oocyst residuum, but there was a micropil. 
Sizes of oocysts were 19.7 X 36.1 (17-21 X 34-38) 
µm. Sporocysts were ellipsoid; there was a stidea 
body and a sporocyst residuum. Sizes of sporocysts 
were 8.9 x 15.0 (8-10 X 12-17) µm. (Fig. 3). At the 
end of the PCR, we amplified 217 bp of ITS-1 of the 
ribosomal gene, specific for E.stiedae (Fig. 4).

Fig. 2: Impression smear of liver 
nodules (left) and unsporulated 
Eimeria spp. oocsyt from bowels 
content (right).
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rates [1,13]. Efficiency of some anticoccidial drugs 
has different effects on different Eimeria species in 
rabbits. According to Polozowski [15], robenidine 
was very effective against intestinal coccidiosis 
agents at the dose of 66 ppm, but it had weak effect 
on E.stiedae infections. From this point of view spe-
cies identification may be important in the epidemi-
ology and treatment of rabbit coccidiosis.

Species identification is based on the size of 
oocysts and sporocysts, morphological features, 
prepatent period, and site of colonization [9,10,13]. 
The sporulation time for E.stiedae is approximately 
2-3 days [16]. Even though oocyst morphology is 
useful for the diagnosis of Eimeria species, it is 
time consuming and requires specialist personnel. 
Especially in mix infections, when the number of 
oocysts of a certain species is not too many, it is very 
difficult to diagnose at species level [17]. Disease 
may spread in the flocks, while researchers waiting 
the sporulation for the diagnosis. The importance 
of rapid diagnosis becomes prominent in the early 
administration of medication for the preventation of 
the disease.

A few studies were published about rabbit coc-
cidiosis in Turkey [3,4,5,6,7]. Most of these studies 
were about the prevalence of intestinal coccidiosis 
[3,5,6,7], one of which was focused on the hepatic 
coccidiosis [4]. Common feature of these studies is 
that diagnosis of coccidiosis is based on such con-
ventional techniques as oocyst measurement, mor-
phology and histopathology.

Yan et al. [4], developed a multiplex PCR for the 
simultaneous detection of E.stiedae, E.intestinalis, 
and E.flavescens. Oliveira et al. [12], developed 11 
species specific PCR primers that discriminate etio-
logical agents of coccidiosis in rabbits.

Fig. 3: Sporulated E.stiedae oocysts.

Fig. 4: Amplification products separated by 1.5% agarose 
gels and stained with ethidium bromide. M: Marker, 1: 
Template DNA extracted from liver nodules, 2: Template 
DNA extracted from bowel content, 3: Negative control 
(distilled water).

Discussion

Eleven distinct Eimeria species were found in 
the domestic rabbits. While ten of these species 
cause intestinal coccidiosis, E.stiedae causes he-
patic coccidiosis. Agents of intestinal coccidiosis 
are classified as very pathogenic (E.intestinalis, 
E.flavescens), moderately pathogenic (E.irresidua, 
E.magna, E.piriformis) and slightly pathogenic 
(E.media, E.exigua, E.perforans, E.coecicola). 
Eimeria stiedae can be classified as moderately or 
very pathogenic [1,13,14]. These species affect the 
rabbit production and cause reduced growth rate, 
feed conversion and increased mortality at different 



44 Ütük AE et al. Molecular detection of Eimeria stiedae in an Angora rabbit

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx	 Cilt 26, Sayı 2, 2015, 41-44

In this study, we used Esti-ITS1-F and Esti-
ITS1-R primer pairs [12] in PCR, addition to oocyst 
measurement and morphology for the diagnosis 
of hepatic coccidiosis. According to Oliveira et al. 
[12], this primer pair was so specific to E.stiedae, 
and no cross-specific bands were observed. They 
mentioned the detection limit of the PCR as 0.8 
sporulated oocyst. With PCR, we got results in one 
day without waiting oocyst sporulation or histopa-
thology. We concluded that, in case of mix infec-
tions and inability to do necropsy, PCR will be very 
valuable for the rapid and true diagnosis of rabbit 
coccidiosis.
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Özet: Şap hastalığı, yalnızca çift tırnaklı hayvanları etkileyen bir hastalık olmayıp canlı hayvan ve hayvansal ürünlerin 
ticaretindeki uluslararası kısıtlamalar nedeniyle ekonomik önemide olan viral hastalıklardan birisidir. Şap virusunun 
etiyolojisi teşhis ve uygun aşıların üretiminde önemli bir etmendir. Hastalığın endemik olduğu ülkelerde uygun serotipte 
inaktif aşılarla koruyucu aşılamalar yapılmakta ve hastalığın prevalansının düşürülmesine yönelik önlemler alınmakta-
dır. Son yıllarda Şap hastalığının dünyada hızlı bir yayılım göstermesi ve çok sıkı tedbirler alan ülkelerde bile görülmesi, 
hastalığın epidemiyolojisinde her ülkeye özgü risk faktörlerinin belirlenmesinin önemini bir kez daha ortaya çıkarmıştır. 
Bu derlemede, Şap hastalığı virusunun etiyolojisi, Dünya’da ve Türkiye’de dağılımı, epidemiyolojisi, patogenezi, teşhis 
ve kontrolüne yönelik güncel bilgiler verildi.
Anahtar kelimeler: Şap hastalığı

Foot and Mouth Disease: A review
Abstract: Foot and mouth disease is not only a disease affecting cloven-hoofed livestock but also one of the economic 
important viral diseases due to international restrictions on trade of live animals and animal products.  The ethiology of 
Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) is a significant factor in the diagnosis and the production of suitable vaccines. 
In countries where the disease is endemic, protective vaccinations are performed with inactive vaccines of suitable 
serotype and measures are taken in order to reduce the prevalence of the disease. Rapid spreading of Food and Mouth 
Disease and its occurrence even in countries which take strict measures in recent years has once more brought forward 
the importance of the determination of risk factors which specific to each country in the epidemiology of the disease. In 
this review, about the distribution in the World and Turkey, epidemiology, pathogenesis, control, ethiology of FMDV 
was given the topical informations.
Key words: Foot and Mouth disease (FMDV)

Giriş

Şap hastalığı, ruminantları ve domuzları etkileyen, 
çok bulaşıcı, akut viral bir enfeksiyondur. Hasta-
lığın mortalitesi %2-5 düzeyinde olmakla birlikte 
genç hayvanlarda akut viral miyokarditise bağlı 
olarak bu oran %50-60’a ulaşabilmektedir. Hasta-
lıkta morbidite yüksek olup, duyarlı sığır popülas-
yonlarında %100’e yakındır. Etkilenen hayvanlarda 
iyileşme dönemi uzun sürmekte ve bu hayvanlar 
hastalığın daha önce görülmeyen bölgelere taşın-
masında önemli rol oynamaktadır [1,9,23]. Dünya-
da 19. yüzyılın sonları ile 20. yüzyılın başlarında 
Şap hastalığına bağlı ciddi kayıplar oluşmuş; Kuzey 
Amerika, Batı Avrupa ve İngiltere gibi ülkeler, has-
talığı endemik ülkelerden bulaşık hayvan ve ürün-
lerinin girişinin sık bir şekilde sınırlandırılmasıyla 
kontrol etmişlerdir [1,33].

Hastalık ve virus hakkında çok fazla bilgi ol-
masına rağmen hastalık hala dünyanın büyük bir 
kısmında etkili olmakta ve en çok yayılan hastalık-
lardan biri olarak görülmektedir [40].

Dünyada Şap Hastalığı
Şap hastalığı, Afrika, Asya ve Güney Amerika’nın 
büyük bölümünde endemiktir. Sınıraşan bir hastalık 
olarak, duyarlı hayvan sayısının (antikor bulundur-
mayan) yüksek olduğu temiz bölgelerde de salgın-
lara neden olmaktadır. Bu durum, 2000 yılında Ja-
ponya ve Güney Kore, 2001 yılında ise İngiltere ve 
Avrupa’daki salgınlarda görülmektedir [27]. Dünya 
Hayvan Sağlığı Örgütünün haftalık hastalık bilgile-
rine göre 2010 yılında Japonya ve Güney Kore’de, 
2011 yılında ise Bulgaristan’da hastalık tekrar teş-
his edilmiştir [35]. 
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Afrika’da, Şap hastalığının yayılmasında; Af-
rika bufaloları ve impalaların önemli rol oynadığı 
bildirilmiştir. Güney Afrika’daki, Kruger Ulusal 
Parkı’nda, Şap hastalığı yönünden persiste enfekte 
bufalo oranı %60 olarak tespit edilmiştir [41]. Ku-
zey Afrika’da; Fas, Cezayir ve Tunus’da uygulanan 
koruma amaçlı aşılama ile 1999 yılından beri Şap 
hastalığı bildirilmemiştir [39]. Güney Afrika’da, 
2000 yılının sonlarında bir domuz çiftliğinden kö-
ken alan, O serotipi salgını ortaya çıkmış ve duyarlı 
hayvanların ring aşılama yöntemi ile aşılanmasıyla 
kontrol altına alınmıştır [41]. Zimbabve, Namibya, 
Botsvana ve Güney Afrika Cumhuriyeti hariç, geri 
kalan Afrika ülkelerinin çoğunda Şap hastalığı en-
demik olarak seyretmektedir [23]. 

Asya’nın birçok ülkesinde (Kamboçya, Laos, 
Malezya, Filipinler, Tayland ve Vietnam) Şap hasta-
lığı endemik olarak görülmektedir [39]. Hastalığın 
1929 yılından beri görülmediği Tayvan’da, 1997 
yılında ortaya çıkmıştır. Çin’in bazı bölgelerin-
de ve Tayland’da 1999 yılında Şap virusunun O 
serotipinin farklı bir türü (pan-Asya tip O) tes-
pit edilmiştir. 1908’den beri hastalık görülmeyen 
Japonya’da ve 1934’den beri hastalık görülmeyen 
Kore’de ise, 2000 yılında pan-Asya tip O serotipi 
belirlenmiştir [31]. Dünya Şap Hastalığı Referans 
Laboratuvarı’nda virusun O serotipi, pozitif klinik 
örneklerden en yaygın tespit edilen tiptir [14].

Türkiye’de Durum
Türkiye’de Şap hastalığı ile ilgili ilk istatiksel bilgi-
ler, 1914 yılında yayınlanmıştır. 1914 yılından beri 
değişik tarihlerde Şap virusunun; A, O, C, SAT-1 ve 
Asia-1 serotipleri izole ve identifiye edilmiştir. 1963 
yılında SAT-1 serotipi saptanmışken, 1973 yılında 
ilk defa Asia-1 serotipi tespit edilmiştir. 1984-1999 
yılları arasında sadece doğu illerinde sınırlı süreler-
de dolaşımda kalmış ve 2002 yılından 2006 yılına 
kadar görülmemiştir. A ve O serotipleri ise 1952 yı-
lından beri endemik olarak gözlenmektedir [2,44]. 

Ülkemizde halen seyretmekte olan A serotipi, 
ilk olarak 2005 yılı Ağustos ayında tespit edilen A/
IRN/2005 suşudur. Bu suş özellikle 2006 ilkbaha-
rında büyük problemlere sebep olmuştur [26]. Ül-
kemizde halen seyretmekte olan O serotipi suşu ise, 
2006 yılından beri ülkemizde sığır, koyun ve keçi-
lerde görülmekte olan ve 2007 yılı Şubat, Nisan ve 

Eylül aylarında Trakya’ya kadar ulaşan O serotip 
PanAsia-2 alt tipinin pandemik bir suşudur [29]. 

Tarım ve Köyişleri Bakanlığı tarafından, 2008 
yılında Avrupa Birliği destekli ve üç yıl süreli “Tür-
kiye’de Şap Hastalığı’nın Kontrolü Projesi” başla-
tılmıştır. Bu proje kapsamında; Türkiye genelinde 
sığır varlığının yılda iki kez, koyun varlığının ise 
yılda bir kez olmak üzere üç yıl süre ile yoğun aşı-
lanması, hastalığın surveyansının yapılması ile has-
talık takibi ve dezenfeksiyonu planlanmıştır. Büyük 
ruminantların Trakya’da ve Anadolu’da sınır ille-
rinde  (Ağrı, Ardahan, Artvin, Gaziantep, Hakkâri, 
Hatay, Iğdır, Kars, Kilis, Mardin, Şanlıurfa, Şırnak, 
Van) trivalan, diğer illerde ise bivalan Şap aşısı ile 
aşılanması kararlaştırılmıştır. Tüm bölgelerde has-
talık çıkması durumunda sıkı karantina yöntemleri 
ile bu bölgelerden canlı hayvan ve risk taşıyan ürün-
lerin çıkışına izin verilmemiş, ülkemizin Trakya 
Bölgesi’nde hasta ve hastalıktan şüpheli hayvanlara 
kesim metodu uygulanmıştır [43].

Trakya’da 2007 yılı Kasım ayından bu yana Şap 
hastalığı görülmediği için Trakya kesiminin “Aşılı 
Arilik”  statüsü için Dünya Hayvan Sağlığı Örgü-
tü’ne (Office International des Epizooties/World 
Organization for Animal Health, OIE) başvuru ya-
pılmıştır. Başvuru, 24-28 Mayıs 2010 tarihleri ara-
sında Fransa’da düzenlenen OIE Genel Kurulu’nda 
değerlendirilerek, Trakya “Şap Hastalığından Aşılı 
Arilik” statüsü kazanmıştır [42].

2015 yılı Eylül ayında sığır dil epiteli örnek-
lerinde A serotipinin alt tipi olarak nitelendirilen 
genotip 7 (medyada Nepal-84 adıyla yer alan)  su-
şunun tespit edildiği bildirilmiştir [45].

Etiyoloji
Şap hastalığı etkeni, Picornaviridae ailesinin Aphto-
virus altgrubu (genusu) içinde sınıflandırılır. Viru-
sun, 7 serotipi (A, O, Asia, C, SAT1, SAT2, SAT3) 
ve 67’ den fazla alt tipi vardır [6,22,44]. 

Şap virusu diğer Picornaviruslar gibi zarsız ve 
ikosahedral yapıdadır. Yaklaşık 40 nm çapındaki 
kapsid, 42 kapsomerden oluşmuştur [8]. Şap virü-
sü, hücrelere reseptör-aracılı endositozun bir meka-
nizması ile girer [16]. Şap virüsünün temel yapısal 
proteinleri (VP1, VP2, VP3, VP4), Picornaviridae 
ailesinde yer alan diğer viruslarındaki karşılıkların-
dan daha küçüktür [19].
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Virus genomu, yapısal ve yapısal olmayan pro-
teinlerin oluşturduğu tek bir polipeptit yapısındadır. 
Bu proteinlerden 4 tanesi, Şap virusunun kapsitini 
oluşturan yapısal proteinler, 8 tanesi (L, 2A, 2B, 2C, 
3A, 3B, 3C ve 3D) ise yapısal olmayan proteinlerdir 
[5,16].

Şap virusu, pH 7-9 arasında stabil olmakla 
birlikte en dayanıklı olduğu pH değerleri 7.2 ile 
7.6 arasıdır. Bunun dışındaki pH değerlerinde ve 
50°C’ın üzerinde süratle inaktive olur. Asit (asetik, 
formik, sitrik, sülfürik asitler) ve alkali (sodyum 
karbonat, sodyum hidroksit) pH değerlerindeki çe-
şitli kimyasal maddeler Şap virusunu inaktive eder-
ler. Saha şartlarında, Şap virusunun inaktivasyonu 
için %4’lük sodyum karbonat ve %1’lik sodyum 
hidroksit kullanılabilir [1,36].

Etken, in vivo olarak sığır dilinde, süt emen 
yavru farelerde, hamsterlerde, kobay ayak taban-
larında ve in vitro olarak dana böbrek, dana tiroid, 
dana testis, domuz böbrek, kuzu böbrek primer ve 
BHK 21, IBRS-2, MVPK- 1 HmLu devamlı hücre 
kültürlerinde üretilebilmektedir [18].

Şap hastalığının moleküler epidemiyolojisi, 
1987’den beri, virus izolatları arasındaki genetik 
uzaklığın karşılaştırılması temeline dayanmaktadır. 
Serotip A’nın, Avrupa ve Asya serotipleri içerisin-
de antijenik olarak en değişken serotip olduğu dü-
şünülmektedir. Şap viruslarının genetik farklılığını 
belirlemek amacıyla genetik haritalarının çıkarıl-
masında antijenik anlamda değişkenlik gösteren ge-
nomun VP1 bölgesi kullanılmaktadır [28].

Epidemiyoloji
Hastalığın doğal epidemiyolojisinde sığır, domuz, 
koyun ve keçi, özellikle Asya ve Güney Amerika’da 
mandalar, Afrika’da Afrika bufaloları ve impalalar 
büyük öneme sahiptirler [2]. 

Şap hastalığı direkt ve indirekt olarak yayıl-
maktadır. Şap hastalığından etkilenen hayvanlar, so-
lunum, deri, sekret ve ekstrektleri ile virus saçarlar. 
Hasta veya inkubasyon periyodundaki hayvanlar 
dokularında, süt, sperma veya ovumlarında virusu 
bulundururlar. Sperma, boğalarda klinik belirti orta-
ya çıkmadan da enfektiftir ve suni tohumlama ile vi-
rus yayılabilir. Süt bezleri önemli bir virus çoğalma 
bölgesi olup, klinik belirtiler ortaya çıkmadan önce 
sütte virus bulunur. Klinik belirti gösteren hayvan-

lar enfeksiyonun ana kaynağı olarak kabul edilir. Bu 
hayvanlar klinik belirtiler ortaya çıkmadan 4-7 gün 
önce virus saçmaya başlar ve genellikle enfeksiyo-
nu izleyen iki hafta içerisinde organ ve dokulardan 
virus temizlenir [9].

Şap virusunun özellikle serotip ya da topotip 
düzeyinde konakçı spesifitesi hakkında yeterli bil-
giler olmamasına rağmen, konakçı spesifitesinin, 
Şap virusunun yayılımı ve persistensini anlamada 
en önemli epidemiyolojik faktör olduğu belirtilmek-
tedir. İnkübasyon periyodu, hastalık sırasında dışarı 
saçılan virus partikül miktarı, virusun hava yolu ile 
yayılma özelliği, virusun dışkı ve karkasta canlılığı-
nı sürdürebilmesi, taşıyıcılık özelliği ve duyarlı ko-
nakçı türünün fazlalığı gibi faktörler, hastalığın epi-
demiyolojisini belirlemektedir. Şap virusunun sahip 
olduğu yüksek mutasyon hızı ve populasyon yapısı 
onun hızlı evrimini bir ölçüde açıklayabilmektedir. 
Ayrıca virusun genomunda oluşan minor yapısal 
değişikliklerin konakçı özgüllüğünde değişime yol 
açtığı bilinmektedir. Ancak konakçı özgüllüğü, Tür-
kiye’de Asia-1 serotipinin epidemileri sonrasında 
neden dolaşımda kalmadığını (persistensi) ya da A 
serotipinin O serotipine göre daha kısa süre dola-
şımda kalabildiğini tam olarak açıklayamamasına 
rağmen, topotipin sahip olduğu virulens ve konakçı 
aralığına bağlı olarak dolaşımda kaldığı düşünül-
mektedir  [7,11].

Şap hastalığı mihraklarının yaklaşık %95’ inde 
bulaşma direk temasla olur [23]. Ancak hastalığın 
önemli yayılma yolları hayvan hareketleri ve konta-
mine hayvan ürünleridir. Veziküllerin oluşmasından 
önce enfekte hayvanlardan virus saçılımı epidemi-
yolojik yönden önemlidir. Bu süre, sığır ve koyun-
larda 5 gün, domuzlarda 10 güne kadar uzayabilir. 
Hastalık ayrıca, enfekte hayvanların dışkıları, araç-
lar, insanlar ve daha birçok cansız vektörle yayıla-
bilir. Virusun özellikle deniz üzerinde, rüzgârla 100 
km’ ye kadar taşınabileceği ileri sürülmüştür [17].

Hayvanların temas yolu ile Şap virusuna maruz 
kalmasından sonra subklinik bir enfeksiyon oluşabi-
lir. Enfeksiyondan sonra 4 hafta içerisinde farinkste 
virus çoğalması gerçekleşir ve virus saçılır, ancak 
klinik belirti görülmez [3,15]. Taşıyıcı hayvanlarda 
Şap virusu yumuşak damağın dorsalinde stratum 
germinativumda, farinkste ve tonsillerde persiste 
kalır, çoğalır ve taşıyıcılık süresince devamlı olarak 
düşük düzeyde saçılır [23].
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Klinik Belirtiler ve Patogenez
Hayvanlar prodromal ve enfeksiyonun klinik olarak 
seyrettiği dönemlerde yüksek titreli virus taşıyarak, 
salya ile virusu saçmaktadır. Virusun respiratorik 
bölge duvarından girişi ve primer enfeksiyon oluşu-
mu inhalasyon yolu ile alınan virus miktarına bağ-
lıdır. Yumuşak damağın dorsal yüzü, üst solunum 
yolları ve nazofarinksten giren virüs replike olarak 
[3,6], lenfatik sistem ve kan dolaşımına geçer. Virus 
viremi ile başta sindirim sisteminin üst kısmı olmak 
üzere değişik organ ve dokulara yayılarak çoğalır. 
Meme bezleri, deri, tükrük bezleri, tiroid, adrenal 
bezler ve kas dokuları, özellikle kalp kası başlıca 
virus çoğalma bölgeleridir [13].

Hastalığı atlatan hayvanlarda yüksek düzeyde 
antikor olmasına rağmen, virus farengiyal bölgede 
barınarak persiste enfeksiyona yol açabilir [46]. 

Şap hastalığı, virusun dozuna, suşuna, giriş 
yerine bağlı olarak klinik veya subklinik belirtiler 
gösterir. Hastalığın inkubasyon süresi virus dozuna 
bağlı olup [12], 2-15 gün arasındadır [46].

Sığırlarda hastalık yüksek ateş ve iştahsızlık ile 
başlar, ayrıca depresyon ve süt veriminde azalma 
görülür. Ateş iki gün içinde normale döner.  İkin-
ci ve üçüncü günlerde virüs, ağız boşluğu özellikle 
dil, meme derisi ve interdigital dokulara yerleşerek 
burada 0,5-10 cm çapındaki veziküllerin oluşumuna 
neden olur. Bu bölgelerde virusun damarlara etki-
siyle interstitisyel dokuya seröz bir eksudat sızar. 
Bu eksudat epitel tabakaya geçerek str. spinozum 
hücrelerinin tonofibrillerini ayırır (spongiozis) ve 
spinozum hücreleri şişer. Bu hücrelerin sitoplazma-
ları eozinofilik bir hal alır ve hücrelerin akantolizisi 
sonucu mikroskobik veziküller, bunların birleşmesi 
ile de gözle görülebilen veziküller oluşur. Bu aşa-
mada ağızdan ip tarzında uzayarak akan salya baş-
lar [6,13,20]. Bu veziküllere dilde, dilin özellikle 
dorsal ve dorsolateralinde, yanak ve dudakların iç 
kısımlarında, sert damakta, diş etlerinde, burun, 
merme ve burun delikleri çevresinde, memede, tır-
nak bölgesinin korium koronariyumunda ve ön mi-
delerde rastlanır [2,20]. Vezikülerden başka rumen 
ve abomazumda peteşiyel kanama ve ülserler, ba-
ğırsaklarda peteşiler, akciğer ve karaciğerde ödem, 
dalakta büyüme, epikartta kanama ve hidroperikar-
diyum da gözlenebilir [6].

Kısa sürede sindirim hareketleri ile veziküller 
patlar ve yerlerinde erozyonlar kalır. Erozyonların 
üzerini 24 saat içerisinde gri-beyaz kataral-irinli bir 
eksudat örter ve sekonder bakteriyel bir enfeksiyon 
şekillenmezse 5 günde iyileşebilirler. Erozyonla-
rın yerlerinde 6 ay kadar gözlenebilen lökoplaklar 
oluşur. Ağız mukozasındaki lezyonların benzerine 
rumenin pila ruminislerinde de belirgin olarak rast-
lanır [6, 20].

Genç hayvanlarda özellikle daha önce hasta-
lığın gözlenmediği bölgelerde vezikül oluşmadan 
akut miyokarditis oluşabilir. Bazen vezikülasyon 
ve miyokarditis birlikte gözlenebilir. Miyokarditise 
ilişkin lezyonlar, ventriküler kaslarda, özelliklede 
Musculus papillaris’lerde, etrafı hiperemik bir çizgi 
ile çevrili soluk alanlar şeklinde oluşabilir. Kalpteki 
lezyonların bu görünüşü genel olarak kaplan postu 
manzarası olarak tanımlanır. Kalp kasında mikros-
kobik olarak hiyalin dejenerasyonu ve nekroz ile 
birlikte özellikle lenfosit ve histiyositlerden oluşan 
mononükleer hücre infiltrasyou görülür [2,6,20].

Koyunlarda belirtiler sığırlardakine benzemek-
tedir, fakat daha hafif seyreder ve bazen varlığı bile 
anlaşılamaz. Lezyonlar özellikle diş dipleri ile dilin 
arka ve dorsal bölgesinde olup, genellikle vezikül 
oluşmadan eroziv-ülsreatif bir hal alır. Ağızdaki 
lezyonlar küçük ve çabuk kaybolan niteliktedir. 
Çoğu zaman ayaklar daha duyarlıdır, topallık klinik 
belirtilerin başında gelir [6,20,24].

Domuzlarda ise lezyonlar özellikle ayaklarda 
oluşur ve ilk klinik belirti topallıktır. İnkübasyon 
süresi sığırlara göre daha uzundur. Domuz yavrula-
rında akut miyokarditis ve buna bağlı ölümler görü-
lür [6,13,20].

Teşhis
OIE tarafından dört virolojik teşhis metodu tanım-
lamıştır. Bu metodlar; virus izolasyonu, antijen 
ELISA, komplement fikzasyon testi ve nükleik 
asit tanımlama metodlarıdır [5]. Spesifik antikor 
yanıtlarının belirlenmesi ile Şap hastalığının teşhi-
sinde OIE tarafından tanımlanan serolojik metotlar 
kullanılmaktadır [38]. Şap virusunun tip tayininin; 
Hastalığın teşhisi dışında epizootioloji ve aşılama 
açısından da çok büyük önemi vardır. Bu açıdan kli-
nik olarak hastalığın teşhisi yapılsa bile kesinlikle 
tip tayini için laboratuara numune gönderilmelidir. 
Ayrıca, gelen serumlarda antikor prevalansı araştı-



İnce ÖB ve Kanat Ö. Şap hastalığı 49

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx	 Cilt 26, Sayı 2, 2015, 45-51

rılarak hastalığın teşhisi ve antikor seviyeleri tespit 
edilmelidir. Belirlenen antikor düzeyleri ışığında 
aşılama stratejisi belirlenmelidir [34]. 

Tanı amacı ile hasta hayvanların açılmamış 
veya yeni açılmış veziküllerin sıvısı, epitel dokusu, 
O/P (özofagofarengiyal) sıvısı, kan veya süt, ölen 
hayvanların ise kalp kası, kan veya diğer organları 
kullanılabilirse de en uygun materyal epitel doku-
sudur [33].

Şap hastalığının tanısı ve saha suşlarının tiplen-
dirilmesinde komplement fikzasyon, hemaglütinas-
yon inhibisyon, koaglütinasyon, mikronötralizas-
yon gibi testler kullanılabilmektedir. Şap virusunun 
tespitinde, referenz standart metot olarak kabul edi-
len virus izolasyonu oldukça duyarlı bir metot olsa 
da, fazla iş gücü gerektirmesi, pahalı olması, örnek 
kontaminasyonu gibi bir takım olumsuzluklar nede-
niyle çok pratik olmamaktadır. Ayrıca, canlı virus 
ile çalışılması dolayısıyla çevrenin kontaminasyon 
riski testin en önemli olumsuz yanı olarak bildiril-
mektedir [25].

Şap virusunun yapısal olmayan virus prote-
inlerine karşı oluşan antikorların tespit edilmesini 
tanımlamak amacıyla NSP ELISA kitleri hazırlan-
mıştır. NSP ELISA’lar, özellikle epidemiyolojik 
amaçlı araştırmalarda, hastalık geçirmiş hayvanları 
aşılanmış hayvanlardan ayırt etmede ve sahadaki ta-
şıyıcılık durumunun tespitine yönelik olarak eradi-
kasyon ve kontrol çalışmalarında kullanılmaktadır 
[4,34]. NSP antikor testlerinde, Şap virusunun farklı 
7 serotipinin antijenlerine ihtiyaç duyulmamaktadır. 
Testler sadece enfeksiyon için spesifiktir [37].

Son yıllarda yüksek spesifite ve duyarlılığa 
sahip serotip spesifik PCR teknikleri ve duyarlılığı 
yükseltilmiş RT-PCR ELISA tekniği geliştirilmiştir. 
Viral antijenler ELISA ve RT-PCR ile belirlenmek-
tedir [1].

Ayırıcı Tanı
Gerek klinik muayenede gerekse laboratuarda, gön-
derilen numunede Şap hastalığı tespit edilemediği 
durumlarda, Şap hastalığı ile karışan hastalıklar 
göz önünde bulundurulmalıdır. Mukozal lezyonlar, 
ayak lezyonları, salivasyon ve burun akıntısı gibi 
lezyonların görüldüğü vakalarda ayırıcı tanı kriter-
leri gözden geçirilmelidir. Hastalık; Bovine viral 
diyare-mukozal hastalık, sığır vebası, mavi dil, ma-

lignant kataral fever ve papuler stomatitis ile meme 
lezyonları yönünden de çiçek ve herpestik mamilli-
tisle karışabilir [9,21].

Kontrol ve Mücadele
Şap hastalığının kontrolünde; enfekte ve taşıyıcı 
hayvanların kesimi ile Şap virusuna duyarlı hay-
vanların düzenli aşılanmasını kapsayan iki temel 
strateji vardır [11]. Bulaşma kaynakları çok fazla 
olduğundan hastalıktan korunma çok kolay olma-
maktadır [32].

Şap hastalığı ile mücadelede geçerli olan ku-
rallar OIE’nin “Hayvan Sağlığı Kodu”nda belirtil-
miştir. Bu kurallara göre ülkenin bir bölgesi, ülke 
geneli veya birkaç bölge birlikte değerlendirilebilir. 
Hastalık mücadelesinde uygulanan stratejiye göre 
bölgeler; aşılamanın olmadığı hastalıktan temiz böl-
ge, gözetim altındaki bölge, aşılama ile hastalıktan 
arındırılmış bölge, tampon bölge ve enfekte bölge 
şeklinde tanımlanmaktadır.

Şap hastalığının kontrolü, ülkenin hastalık 
kontrol politikaları ve epidemiyolojik durumuna 
bağlıdır. Hastalığın görülmediği ülkelerde kontrol, 
hastalığın varolduğu ülkelerden hayvan ve hayvan-
sal ürünlere uygulanan sıkı sınırlamalar ile hasta-
lığın ülkeye girişinin önlenmesine yöneliktir. Bu 
ülkelerde karantina ve salgın görülmesi durumunda 
zorunlu kesim uygulanır. Hastalığın endemik ol-
duğu ülkelerde ise uygun serotipte inaktif aşılarla 
yapılan koruyucu aşılamalar ve sağlık uygulamaları 
kombine edilerek hastalığın insidensinin düşürül-
mesine yönelik önlemler alınmaktadır [10]. Aşıla-
ma ile oluşan koruyucu bağışıklık, doğal enfeksiyon 
nedeniyle oluşan bağışıklıktan daha kısa sürelidir. 
Bu nedenle yılda iki veya daha fazla aşılamaya ihti-
yaç vardır [41].

Kontrol programlarında kullanılacak ve aşı an-
tijen rezervlerinde saklanacak aşı suşlarının seçimi, 
salgınlardan toplanan saha izolatlarının uygun aşı 
suşları ile uyumlu olması temeline dayanır [30].

Sonuç

Şap hastalığı dünyanın birçok bölgesinde endemik-
tir ve canlı hayvan/hayvan ürünlerinin uluslararası 
ticaretinde her zaman önemli ölçüde sınırlamaya 
neden olmaktadır. Dünya Ticaret Örgütü’nün bir-
çok sınırlamayı kaldırması ile Şap hastalığı daha da 
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büyük bir önem kazanmıştır. Hastalığın yayılması-
nı önlemek için yapılan yasal düzenlemelerin de-
netiminin sıkı tutulması, hayvancılık endüstrisinin 
uyumunu zorlaştırarak yasal olmayan ticarete ivme 
kazandırmış ve bu da hastalığın yayılmasını arttırıcı 
bir etki yapmıştır.

Şap hastalığının kontrolü; etkili ve iyi des-
teklenmiş bir devlet veteriner servisine bağımlı-
dır. Ancak, Şap hastalığı kontrolünün sağlayacağı 
ekonomik faydanın bilincinde ve iyi eğitilmiş bir 
yetiştirici toplumu olmadan bunu gerçekleştirmek 
imkânsızdır.

Son yıllarda, Şap hastalığının dünyada hızlı bir 
yayılım göstermesi ve çok sıkı tedbirler alan ülke-
lerde bile görülmesi, hastalıkta alınan önlemlerin 
yeniden gözden geçirilmesi gerekliliğini ortaya çı-
karmıştır. Şap hastalığının kontrolü, ülkenin hasta-
lık kontrol politikaları ve epidemiyolojik durumu-
na bağlıdır. Hastalıktan temiz ülkelerde kontrol, 
hastalığın var olduğu ülkelerden yapılan hayvan ve 
hayvansal ürünlere uygulanan sınırlamalar ile has-
talığın ülkeye girişinin önlenmesine yöneliktir [41]. 
Bu ülkelerde bir salgının görülmesi durumunda, zo-
runlu kesim ya da karantina ve enfekte bölgesinin 
çevresinde aşılama uygulanır. Hastalığın endemik 
olduğu ülkelerde ise uygun serotipte inaktif aşılarla 
yapılan koruyucu aşılamalar ile sağlık uygulama-
ları kombine edilerek hastalığın insidensinin düşü-
rülmesine yönelik önlemler alınmaktadır. Aşılama 
hastalığın kontrolünde önemli bir araç olmasına 
rağmen, aşılamanın başarısına birçok faktör etki 
eder ve bu yüzden tek başına hastalığın kontrolün-
de başarılı olması beklenemez. Aşılama ile birlikte 
mutlaka hayvan hareketlerinin de kontrol edilmesi 
ve sınırlandırılması (karantina) gerekmektedir.
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Özet: Nanoteknoloji, nanometre ölçeğindeki materyal, sistem ve cihazların geliştirilmesi ile ilgilenen bilim ve teknoloji 
alanıdır. Nanoteknoloji tıp, tekstil kozmetik, elektronik, ilaç, ziraat ve gıda sanayi gibi birçok sektörlerde uygulama 
alanı bulmuştur. Son yıllarda gıda nanoteknolojisi alanındaki gelişmeler, yenilikçi ve daha sağlıklı gıdaların geliştirilme-
sine olanaklar sağlamaktadır. Gıda nanoteknolojisi, gıda endüstrisi sektöründe özellikle gıda işleme, muhafaza, amba-
lajlama, nano katkı maddeleri ve nanosensörlerinin geliştirilmesi gibi birçok alanda araştırma alanlarını kapsamaktadır.
Anahtar kelimeler: Nanoteknoloji, gıda endüstrisi, biyoaktif maddeler, nanosistemler

Nanotechnology Applications In The Food Industry
Abstract: Nanotechnology, a science and technology branch concerning with developing of material, is a system and 
devices in nanometer scale. Nanotechnology has found field of application in so many sectors like medicine, textile, cos-
metics, electronics, medication, agriculture and food industry. In recent years, improvements on field of food technology 
provide opportunity for further development of innovative and healthier food. Food nanotechnology covers resarch 
fields in so many fields like especially development of food processing, preservation, packaging, nano additive agents 
and nanosensors in sector of food industry.
Key words: Nanotechnology, food indusrty, bioactive substances, nanosystems

Giriş

Nanoteknoloji günümüzde tekstil, elektronik ve 
ilaç sanayinden gıda ve ziraat alanına kadar birçok 
alanda önemli araştırma ve uygulama alanı bulmuş-
tur. Son yıllarda tüketiciler yüksek kalitede, doğal, 
taze, mikrobiyolojik açıdan güvenli, koruyucu ve 
katkı maddesi içermeyen, raf ömrü uzun gıdaları tü-
ketmek istemektedirler. Bu nedenle gıdaların daha 
uzun ömürlü ve kaliteli olmasını sağlamak amacıy-
la günümüzde nanoteknoloji alanındaki çalışmalara 
ağırlık verilmiştir [36, 37].

Nanoteknoloji uygulamaları kullanılarak üreti-
len nanoparçacıklar ile gıda maddelerine tekstür ve 
aroma gibi istenilen özelliklerin kazandırılması sağ-
lanabilmektedir. Özellikle antimikrobiyal paketle-
me, biyobozunur malzemeler ve yenilebilir filmler 
ile gıdaların güvenilirliği ve raf ömrü güvence altına 
alınmaktadır. Akıllı ambalajlar ve nanosensörler ile 
gıdalardaki bozulma belirtileri önceden tespit edile-
bilmektedir [36,37].

Bu derlemede nanoteknolojinin gıda endüstri-
sinde kullanım alanları gıdaların işlenmesi ve fonk-
siyonel ürünlerin geliştirilmesi amacıyla kullanılan 
nanoemülsiyonlar, biyoaktif maddelerin taşınması 
ve kontrollü salınımını sağlayan nanokapsüller, 
patojenlerin tespiti ve gıda güvenliğinin artırılması 
amacıyla kullanılan nanosensörler ve yeni paketle-
me sistemlerinin geliştirilmesi başlıkları altında ele 
alınmıştır.

Nanoteknolojinin Tanımı
“Nano” kelimesi Yunanca ve Latince kökenli bir 
sözcük olup, cüce, bodur anlamına gelmektedir. 
“Nanoteknoloji”, terimi “nanometre” teriminden 
gelmektedir. Nanometre temel olarak bir ölçüm ska-
lasıdır ve metrik sistem içinde bir metrenin milyar-
da biri veya bir milimetrenin milyonda biri olarak 
ifade edilmektedir [22]. Amerika Birleşik Devletle-
ri Ulusal Nanoteknoloji Girişimi (NNI) tarafından 
yapılan tanıma göre nanoteknoloji 1-100 nanometre 
arasındaki boyutlara sahip maddelerin incelenmesi 
ve işlenmesi olarak tanımlanmaktadır [1].



Saka E ve Gülel Terzi G. Gıda endüstrisinde nanoteknoloji uygulamaları 53

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx	 Cilt 26, Sayı 2, 2015, 52-57

Nanoteknolojinin Genel Kullanım Alanları
Nanoteknoloji tıbbi uygulamalardan biyotekno-
lojiye, elektronikten gıdaya kadar pek çok alanda 
kullanılmaktadır. Nanoteknoloji tekstil alanında ço-
rap ipliğine gümüş nano parçacıkların uygulanma-
sı ile bakteri barındırmayan ve kokuyu engelleyen 
çorapların üretimi sağlamaktadır. Bunun yanında 
sensörlerin kullanıldığı kumaşlar ile komut veren, 
hisseden ve enerji üretebilen giysilerin yapımı sağ-
lanmıştır. Suyu itebilen kumaşların kullanılmasıyla 
kirlenmeyen, yıkama ve ütülemeye ihtiyaç duyul-
mayan elbiseler üretilmiştir. Elektronik ve optik 
özelliğe sahip kumaş ipliğinin kullanılmasıyla ay-
dınlatma özelliğine sahip giysilerin üretilmesi sağ-
lanmıştır [3,6]. Nanoteknoloji tarım alanında bitki 
ve hayvan ıslahının sağlanması, bitki hastalıklarının 
önlenmesi, zirai ilaç kullanımının azaltılması ve 
hastalıkların tespiti gibi alanlarda kullanılmaktadır 
[22]. Nanoteknoloji kozmetik sanayinde; nano-kap-
süller içeren aktif malzemelerden üretilmiş kırışık 
önleyici kremlerin yapımı, kimya sanayinde; nano-
parçacıkların fotokatalitik etkileri ile optimum yü-
zey temizleme özelliğine sahip boyaların üretimi ve 
kendi kendini temizleyebilen binaların yapımında 
kullanılmaktadır. Elektronik alanında nanotekno-
loji; mevcut hafıza aygıtlarından 10-100 kat fazla 
kalıcı belleğe sahip bilgisayarlar ve karbon nanotüp 
transistörler ile geleceğin ultra hızlı ve küçük bilgi-
sayarlarının üretiminde kullanılmaktadır [2,4].

Nanoteknolojinin Gıda Endüstrisinde Kullanım 
Alanları
Nano gıda; gıdaların üretimi, işlenmesi ve amba-
lajlanması sırasında nanoteknoloji tekniklerinin 
kullanılması olarak tanımlanmaktadır. Bu teknik, 
gıdaların nanomakineler tarafından üretildiği veya 
modifiye edildiği anlamına gelmemektedir Gıda na-
noteknolojisi basit anlamda gıda sektörü için nano-
bilim uygulamalarını kapsamaktadır. Daha spesifik 
anlamda ise nano bilim ve mühendislik ile gıdaların 
yapısı, dokusu ve kalitesi üzerinde yeni atılımlar ve 
uygulamalar geliştirmek olarak tanımlanmaktadır 
[22].

Gıda endüstrisinde nanoteknoloji uygulamaları 
kaliteleri ve güvenilir gıda üretimi için gıda paket-
leme sistemlerini geliştirmek, biyosensörler kulla-
nılarak gıdaların izlenebilirliğini sağlamak, aktif ve 
akıllı paketleme sistemleri geliştirerek bakterilerin 

tanımlanması sağlamak gibi bazı uygulamaları içer-
mektedir [22,41]. 

Gıda katkı maddeleri, besin takviyeleri, hafif 
ve antibakteriyel özellikte yiyecek ve içecek kap-
larının yapılması gıda nanoteknolojisinin asıl odak 
noktasını oluşturmaktadır. Nanoparçacıkların gıda 
ambalajlarında kullanılması ile ambalajların çev-
re koşullarına karşı daha dayanıklı, esnek, ışığa ve 
gazlara karşı koruyucu özellik kazanması sağlan-
maktadır [32].

Nanoteknolojinin gıda alanındaki uygulama 
alanları dört ana başlık altında toplanmaktadır. Bun-
lar:

a) Gıdaların işlenmesi ve fonksiyonel ürünlerin 
geliştirilmesi,

b) Biyoaktif maddelerin taşınması ve kontrollü 
salınımı, 

c) Patojenlerin tespiti ve gıda güvenliğinin ar-
tırılması,

d) Paketleme sistemlerinin geliştirilmesi’dir.

Gıdaların İşlenmesi ve Fonksiyonel Ürünlerin 
Geliştirilmesi
Nanoemülsiyonlar: Mekanik kesme kuvveti kulla-
nılarak, birbiri içinde çözünmeyen ya da kısmi ola-
rak çözülen su ve yağ gibi iki sıvı fazın damlacıklar 
halinde dağılmasıyla oluşan karışıma emülsiyon adı 
verilmektedir. Damlacık çaplarının ortalama 20-100 
nm olduğu sıvı fazdaki ve nano ölçekteki yapılar, 
nanoemülsiyonlar olarak ifade edilmektedir [28, 
29].

Nanoemülsiyonlar yapılarını oluşturan ve say-
dam görünmelerini sağlayan nanodamlacıklar vası-
tasıyla sedimentasyon ve kremleşmeyi engelleyerek 
biyoaktif ürünlerin transportunun gerçekleştirilmesi 
amacıyla geliştirilen önemli sistemlerden biridir. 
Nanoemülsiyonların, lipaz gibi yüzey aktif madde-
ler için substratların erişilebilirliklerini artırdıkları 
belirtilmiştir. Nanoemülsiyonlar ürün görünümünü 
iyileştirmekle birlikte nanokapsülleme ile yağların 
biyoyararlanımı ve yağda çözünebilen besinlerin 
sindirimini artırmaktadır [28].

Nanoemülsiyonların, bağırsaklarda biyoya-
rarlılığı çok düşük olan koenzim Q10’in (CoQ10) 
nanoemülsifiye edilmiş formlarının kullanımı ile 
biyoyararlılığı önemli ölçüde artırdığı bildirilmek-
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tedir [44]. β-karoten içeren nanodispersiyonların 
kullanımı ile karoteoidlerin sindirim sisteminden 
geçişleri süresince suda çözünmelerinin sağlandığı 
ve biyoyararlıklarının artırıldığı bildirilmiştir [31]. 
E vitamini yağda çözünür özellikte olmasından do-
layı meyve sularına katıldığında ürünün görünümü-
nü olumsuz etkiler. Bu olumsuzluğun giderilmesi 
amacıyla nanoemülsiyonlar kullanılarak meyve 
sularınının daha berrak olması sağlanmaktadır [13].

Biyoaktif Maddelerin Taşınması ve Kontrollü 
Salınımı
Nanokapsüller: Proteinler, vitaminler, esansiyel 
yağlar, antioksidanlar ve mineraller gibi çeşitli be-
sin öğelerinin biyoyararlılığını artıran, onları olum-
suz çevre şartlarından koruyarak vücutta hedeflenen 
dokulara taşınmasını sağlayan taşıma sistemleridir. 
Nanokapsüller gıdaların işlenmesi ve muhafazası 
esnasında depolama koşullarının etkisi ile biyoaktif 
maddelerin zararlı bileşenlere dönüşmelerini engel-
lenmektedirler [17].

Gıdalarda mikroenkapsülasyon teknolojisinin 
kullanımı ile, koruyucu bir bariyer sağlanması, hoş 
olmayan lezzet ve tadın maskelenmesi, biyoyarar-
lanımın arttırılması, kontrollü salınım, suda çözün-
meyen gıda ve katkı maddeleri için sulu bir ortam 
içinde dağılımın sağlanması gibi etkiler sağlanmak-
tadır [12]. Gıda alanında yapılan çalışmalarda mik-
rokapsüllenmiş balık yağının ekmeklere eklenmesi 
ile balık yağının hoş olmayan kokusu ve tadının 
maskelendiği bildirilmiştir [34]. Mısır içerisinde 
bulunan başlıca protein olan zein nanomalzemesi, 
aroma maddesi olarak ve diyet takviyelerinde kul-
lanılmaktadır [40].

Lipozomlar: Lipozomlar polimer esaslı nano-
partiküller içerisinde üstün avantajlar sunan, tek 
veya birçok tabakadan oluşmuş veziküler yapıdaki 
taşıma sistemleri olarak tanımlanmaktadır [18]. Li-
pozomlar toksik yapıda olmayan, biyolojik olarak 
parçalanabilen ve immunojenik karakterde olmayan 
maddelerdir. Lipozomlar ilaç taşıyıcı özelikleri ile 
tıp ve biyomühendislik alanında, bunun yanında su 
içerisinde çözünebilen ve çözünemeyen molekülleri 
tutabilme fonksiyonları ile gıda ve tarım endüstri-
sinde kullanılmaktadır [25].

Gıda sektöründe yapılan çalışmalarda, kapsüle 
edilmiş enzimlerin kullanılması ile ürünlerin kali-
tesinin arttırılması, fermentasyon süresininin kı-

saltılması ve kimyasallara karşı korunma amaçlan-
maktadır [20]. Laktoz intoleransı olan hastalar için 
geliştirilen ürünlerde, laktozun glikoz ve galaktoza 
parçalanması ile oluşan yüksek şekerli tadın önlen-
mesi amacıyla lipozomlara kapsüllenen β-galakto-
sidaz enziminin +5°C’de 20 gün ile 1 ay arasında 
enzim aktivitesini koruduğu belirtilmektedir [23].

Patojenlerin Tespiti ve Gıda Güvenliğinin 
Artırılması
Nanosensörler: Gıda işleme zinciri boyunca gıdanın 
bozulması ya da tahribatına neden olan patojenle-
rin veya kimyasal kirleticilerin tespitine yönelik ve 
ürünlerin takip edilmesi amacıyla nano bazlı sen-
sörler kullanılmaktadır. Bu amaçla yüksek işlem 
algılama özelliğinde, basit, düşük maliyetli, kolay 
geri dönüşümlü ve etikete ihtiyaç duyulmayan çok 
duyarlı karbon nanotüp tabanlı biyosensörler geliş-
tirilmiştir. Geliştirilen bu sensörler ile gıdalar üze-
rindeki mikroorganizma, toksik proteinler ve bozul-
muş ürünlerin tespitine yönelik çalışmalar devam 
etmektedir [15].

Gıda mikrobiyolojisi için zaman faktörünün 
önemi düşünüldüğünde patojenleri gün, saat hatta 
dakikalar ile tespit edebilen nanosensörlerin geliş-
tirilmesi hayati önem taşımaktadır. Bu tür nanosen-
sörler gıda maddeleri içerisine doğrudan yerleştiri-
lerek, gıda bozulmaları sırasında açığa çıkan kimya-
salları tespit edebilen “elektronik dil” ya da “burun” 
olarak adlandırılan sistemler geliştirilmiştir [19]. 
Nanopartiküller, ambalaj malzemelerinde reaktif 
partiküller olarak kullanılmaktadır. Nanosensör ola-
rak adlandırılan bu malzemeler sayesinde, çevresel 
değişikliklerin (oksijen, sıcaklık, nem vs.) gıda üze-
rinde şekillendirdiği yıkım ürünlerinin oluşturduğu 
gıda bozulmalarının tespit edilmesi mümkündür [8].

Gıdaların son kullanma tarihleri, maruz kal-
dıkları dağıtım ve saklama koşulları dikkate alına-
rak belirlenmektedir. Özellikle taşıma ve muhafaza 
aşamaları sırasında soğuk zincir kurallarına dikkat 
edilmediği durumlarda şekillenen ısı değişikleri ne-
deniyle gıdalar patojenler açısından risk taşımakta-
dır. Ambalaj sistemleri üzerindeki mikrogözenekler 
ve kusurlar, gıdanın yüksek oranda oksijene maruz 
kalmasına ve istenmeyen değişikliklerin ortaya çık-
masına neden olmaktadır. Bazı kimyasal bileşikler, 
patojenler ve toksinleri tespit edebilen nanosensör-
lerin gıda ambalajlarına entegre edilmesi ile gıdala-
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rın tazeliklerinin korunması ve son kullanma tarih-
lerinin belirlenmesindeki hataların ortadan kaldırıl-
ması sağlanmaktadır. [32]. 

Gıdalar üzerinde bakteri, virüs ve toksin gibi 
alerjenlerin algılanmasına yönelik nanosensörlerin 
kullanılmasına ilişkin çok sayıda araştırma yapıl-
maktadır [14,39]. Bu konuda poli (dimetil-siloksan) 
çipleri üzerinde 0.5 ng/ml’lik limitlerde S.aureus 
enterotoksin B antikorlarını tespit edebilen biyosen-
sörler, ayrıca aynı anda Salmonella spp. L.monocy-
togenes ve E.coli O157’yi tespit edebilen nanove-
ziküller geliştirilmiştir [14]. Nano titanyum dioksit 
(TiO2) ile kapsüllenmiş ambalaj filmlerinin taze 
meyve ve sebzelerin yüzeyinde E. coli kontaminas-
yonunu azaltmak amacıyla kullanılabileceği bildi-
rilmektedir [39].

Paketleme Sistemlerinin Geliştirilmesi
Gıdalar fiziksel, kimyasal ve biyolojik tehlikelerle 
kontaminasyonun engellenmesi, bunun yanında ok-
sijen, su buharı ve ışık gibi dış etkilerden korunması 
amacıyla ambalajlanmaktadır. Kullanılan ambalaj-
ların özellikleri gıdanın kalitesi ve raf ömrünün be-
lirlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Kullanılan 
materyalin gözenek sayısı, genişliği, dış ortamdan 
gelebilecek nem ve değişik gazlar, ürün kalitesi üze-
rine etki etmektedir. Gıda ambalajlarında nanotek-
nolojiye dayalı malzemelerin kullanımı ile üretim 
için enerji girişinin azaltılması, taşıma ve depolama 
aşamalarında gaz ve ışık girişine karşı bariyer koru-
masının artırılması, CO2 emisyonunun azaltılması 
ve insan sağlığını tehdit eden tüm etkileşimlerin en 
düşük düzeylere indirilmesi gibi çevresel ve ekono-
mik avantajlar sağlamaktadır [9,11]. 

Nanoteknoloji gıda ambalajlaması alanında 
nanokompozit ambalaj malzemeleri, biyobozunur 
nanokompozit ambalaj malzemeleri, aktif ve akıllı 
nano ambalajlar olmak üzere üç farklı kategoride 
kullanılmaktadır [7]. 

Nanokompozit Ambalaj Malzemeleri: Günü-
müzde gıda ambalaj sanayinde kullanılan malzeme-
lerin büyük bir bölümünün fosil yakıtlarından elde 
edilen ve biyo bozunurluğu pratik olmayan ürünler 
olması nedeniyle, ambalaj malzemelerinin ciddi 
çevresel sorunlar meydana getirdiği belirtilmektedir 
[24]. Gıdaların kalitesini artırmak, raf ömrünü uzat-
mak ve ambalaj atıklarının azaltılmasını sağlamak 
için sentetik ve yenilebilir (biyobozunur) ambalaj 

malzemelerinin üretimi yönünde çalışmalar yapıl-
maktadır [38]. 

Nanokompozitler bir ya da daha fazla boyutlu, 
100 nanometreden (nm) daha küçük nano-malzeme 
içeren polimerlerdir [27]. Bu polimer nanokompo-
zitler ısıya dayanıklı, güçlü ve yüksek bariyer mal-
zemeleri içeren ürünlerdir [21]. Nano parçacıklar 
plastik veya film içinde yayılarak nem, oksijen ve 
karbondioksitin gıdaya temasını engelleyecek şe-
kilde bariyer oluştururlar. Plastik malzemelere en 
çok eklenen nanokil malzemesi montmorillonite 
(MMT)’dir. Nanokompozitler düşük yoğunlukta, 
şeffaf yapıda, koku, oksijen ve su buharı geçirgenli-
ği düşük, iyi yüzey özelliğine sahip ve geri dönüşüm 
sağlayan ambalajların geliştirilmesini sağlamakta-
dır. Bütün bu nanokompozit özelliklerin geliştiril-
mesi için genellikle %5’ten az oranda nanopartikül 
kullanılmaktadır [5]. Gıda ambalajında en sık kul-
lanılan polimerler arasında polietilen, polipropilen, 
polistiren, polivinil klorür (PVC) ve polietilen teref-
talat (PET) yer almaktadır [26]. 

Biyobozunur Nanokompozit Ambalaj Malze-
meleri: Biyobozunur polimerler yenilenebilir tarım-
sal hammadeler, hayvansal kaynaklar, deniz, gıda 
sanayi işleme atıkları ya da mikrobiyal kaynaklar-
dan elde edilmektedir. Yenilenebilir hammaddelerin 
yanı sıra bu ambalaj malzemelerinde karbondioksit, 
su ve kaliteli gübre gibi çevre dostu biyolojik ürün-
ler de kullanılmaktadır [38]. Artan çevre bilincinin 
etkisiyle biyolojik olarak parçalanmayan ambalaj 
malzemelerinin çevresel atık sorunlarına neden ol-
ması biyobozunur ambalajlama materyallerinin ge-
liştirilmesini gündeme getirmiştir [30]. 

Gıda ambalajlama sektöründe biyopolimerlerin 
kulanımı ile, plastik bazlı ambalajlamaya bağımlı-
lık azalmakta ve yenilenebilir tarımsal kaynakların 
değerlendirilmesi mümkün olmaktadır. Biyopoli-
mer kategorisinde değerlendirilen polisakkaritler, 
proteinler ve lipidlerden üretilen yenilebilir film ve 
kaplamaların kullanımı gün geçtikçe yaygınlaşmak-
tadır [10,16].

Son yıllarda biyobozunur nanokompozitler 
arasında polilaktik asit (PLA), polihidroksibütirat 
(PHB), polikaprolakton (PCL), polibütilensüksinat 
(PBS), nişasta ve derivatları gibi alifatik polyes-
terler üzerinde çalışmalar devam etmektedir. Bu 
maddeler biyobozunurdur ve gıdaların tat, koku ve 
görünüş gibi organoleptik karakteristiklerini geliş-
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tirirler. Ambalaj materyalinin hacmini ve ağırlığını 
azaltırlar, gıdanın raf ömrünü uzatarak, iç bileşenle-
rini kontrol altında tutarlar [35,43]. Aktif ve Akıllı 
Paketleme Sistemleri: Aktif paketleme sistemleri 
gıdaların yüksek kaliteli olmasını sağlamak, mu-
hafaza sürelerini artırarak raf ömürlerini uzatmak 
amacı ile geliştirilmiştir. Aktif ambalajlama gıdayı 
dış etkilerden koruyan bir bariyer olmanın yanı sıra 
ambalaj içindeki ortamı kontrol edebilen ve tepki 
veren ambalaj sistemidir. Aktif paketleme teknolo-
jisi, oksijen yakalayıcılar, nem düzenleyiciler, kar-
bondioksit düzenleyiciler, etilen yakalayıcılar ve 
antimikrobiyal paketleme sistemlerinden oluşmak-
tadır [42]

Akıllı paketleme sistemleri, depolama ve taşın-
ma esnasında paketlenmiş gıdanın kalitesi hakkın-
da bilgi vermek için gıdanın durumunun izlemeye 
alındığı paketleme sistemleridir. Akıllı ambalajlama 
teknolojisinde kullanılan çeşitli indikatörler (tazelik 
indikatörleri, zaman-sıcaklık indikatörleri), ve sen-
sörler (gaz sensörleri, floresan esaslı oksijen sen-
sörleri, biyosensörler) sayesinde tüketiciye amba-
laj içindeki gıdanın kalitesi hakkında bilgi sağlanır 
[33].

Sonuç
Nanoteknoloji yakın gelecekte başta gıda endüstrisi 
olmak üzere pek çok endüstri alanında yeni ufuklar 
açacaktır. Nanoteknoloji gıda sanayinde yeni gıda 
ürünlerinin geliştirilmesi, gıdaların besin değerleri-
nin artırılması, patojenlerin tespiti, gıda kalitesinin 
izlenmesi gibi pek çok faydalar sağlamaktadır. Na-
noteknoloji uygulamaları ile geleneksel paketleme 
teknikleri yerini akıllı ambalajlara bırakacaktır. Bu 
şekilde gıdaların bozulma belirtilerinin önceden tes-
pit edilmesi, gıda güvenilirliği ve raf ömrünün gü-
vence altına alınması sağlanacaktır.

Nanopartiküllerin gıda alanında kullanımı tü-
keticilerde endişe yaratmaktadır. Nanopartiküllerin 
insan sağlığı üzerine nasıl bir etkisinin olacağı ve 
maruz kalabilecekleri maksimum limitlerin bilin-
memesi nedeniyle tüketiciler nanoteknoloji uygu-
lamalarına karşı temkinli yaklaşmaktadır. Gıdaların 
işlenmesi ve ambalajlanması aşamalarında nano-
materyallerin kullanımı konusundaki bu endişelerin 
yapılan araştırmaların artırılması, yeni yaklaşımlar, 
ulusal ve uluslararası yasal ve bilimsel düzenleme-
ler ile giderilebileceği düşünülmektedir.

Nanoteknolojinin gıda alanında uygulanmasına 
yönelik çalışmaların sürdürülmesi ve desteklenmesi 
için gerekli teşvikler sağlanmalıdır. Bu sayede daha 
az enerji kullanılarak daha verimli, ucuz ve güveni-
lir ürünlerin elde edilmesi mümkün olacaktır. 

Sonuç olarak nanoteknoloji alanında yapılan 
çalışmalar ile mevcut gıda işleme sistemleri değişti-
rilerek gıdaların besleyici değerinin artırılması, sağ-
lıklı ve güvenilir gıda tüketimi sağlanacaktır.

Kaynaklar
1. Anonim, (2005). U.S. National nanotechnology initiative, 

the national nanotechnology initiative strategic plan. 
Erişim Adresi: http://www. nanoscience.gatech.edu/news/
news/05_05_18_NNI.pdf. Erişim Tarihi:14.02.2015.

2. Anonim, (2008). Risk governance of nanotechnology ap-
plications in food and cosmetics. Erişim Adresi: http://
www.nanowerk.com/nanotechnology/reports/reportpdf/re-
port125.pdf, Erişim Tarihi: 14.02.2015.

3. Anonim, (2010). Report on Nanotechnology & Textiles 
Medical Textiles, Sport/OutdoorTextiles. Erişim Adresi: 
http://www.nanotec.it/public/wp-content/ uploads/2014/04/
ObservatoryNano_FocusReport2010_MedicalTextiles_ 
Sport_OutdoorTextilesv2.pdf, Erişim Tarihi: 12.02.2015.

4. Anonim, (2015). Action plan nanotechnology federal minis-
try of education and research. Erişim Adresi: http://www.
lai.fuberlin.de/homepages/nitsch/publikationen/Germa-
ny_ActionPlanNanotechnology_2015.pdf, Erişim Tarihi: 
10.02.2015.

5. Arora A, Padua GW, (2010). Review: Nanocomposites in 
food Packaging. J Food Sci. 75(1), 43-49.

6. Bayındır M, (2006). Nano teknoloji tekstilin emrinde, Bilim 
ve Teknik Aralık/2006:1.

7. Bente F, Hellstorm T, Henrysdotter G, Hjulmand-Lassen 
M, Rüdinger J, Sipilainen Malm T, Solli E, Svensson K, 
Tharkelsson EA, Tuomaala V, (2000). Active and intelli-
gent food packaging, a nordic report on legislative aspects. 
Nordic Concil of Ministers, Copenhagen. 13-21.

8. Bouwmeester H, Dekkers S, Noordam MY, Hagens WI, 
Bulder AS, de Heer C, Wijnhoven SW, Marvin HJ, Sips 
AJ, (2009). Review of health safety aspects of nanotech-
nologies in food production. Regul Toxicol Pharm. 53(1), 
52-62.

9. Buzby JC, (2010). Nanotechnology for food applications. 
More questions than answers. J Consum Aff. 44(3),528-
545.

10. Cha DS, Chinnan MS, (2004). Biopolymer-based antimi-
crobial packaging: a review. Crit Rev Food Sci Nutr. 44(4), 
223-37.

11. Chau CF, Wu SH, Yen GC, (2007). The development 
of regulations for food nanotechnology. Trends Food Sci 
Technol. 18, 169-280.

12. Chaudhry Q, Scotter M, Blackburn J, Ross B, Boxall A, 
Castle L, Aitken R, Watkins R, (2008). Applications and 



Saka E ve Gülel Terzi G. Gıda endüstrisinde nanoteknoloji uygulamaları 57

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx	 Cilt 26, Sayı 2, 2015, 52-57

implications of nanotechnologies for the food sector. Food 
Addit Contam. 25(3), 241-258.

13. Chen CC, Wagner G, (2004). Vitamin E nanoparticle for 
beverage applications. Chem Eng Res Des. 82,1432- 1437. 

14. Chen CS, Durst RA, (2006). Simultaneous detection of 
Escherichia coli O157:H7 Salmonella spp. and Listeria 
monocytogenes with an array-based immunosorbent assay 
using universal protein Gliposomal nanovesicles. Talanta. 
(69), 232–238.

15. Cui Y, Wei Q, Park H, Lieber CM, (2001). Nanowire 
nanosensors for highly Sensitive And selective detection of 
biological and chemical species. Science. 293, 1289–1292. 

16. Dawson LP, Acton JC, Ogale AA, (2002). Biopolymer 
films and potential applications to meat and poultry prod-
ucts. Fresh Meat / Packaging II. Proceedings of the 55th 
Annual Reciprocal Meat Conference, 75-82. Michigan-
USA.

17. Dion M, Luykx AM, Peters RJB, Van Ruth SM, Bou-
wmeester H, (2008). A review of analytical methods for 
the identification and characterization of nano delivery sys-
tems in food. J Agric Food Chem. 56: 8231-8247.

18. Fenske, DB, Chonn A, Cullis PR, (2008). Liposomal 
nanomedicines: an emerging field. Toxicol Pathol. 36 (1), 
21–29.

19. Garcia M, Aleixandre M, Gutiérrez J, Horrillo MC, 
(2006). Electronic nose for wine discrimination. Sens Ac-
tuators B Chem. 113, 911-916.

20. Gomes-Hens A, Fenandez-Romero JM, (2006). Analyti-
cal methods for the control of Liposomal deliver system. 
Trends Anal Chem. 25(2), 167-168.

21. Henriette MC, (2009). Nanocomposites for food packag-
ing applications. Food Res Int. 42, 1240–53.

22. Joseph T, Morrison M, (2006). Nanotechnology in ag-
riculture and food. Erişim Adresi: http://www.nanowerk.
com/nanotechnology/reports/reportpdf/report61.pdf, 
Erişim tarihi: 27.02.2015.

23. Rao DR, Chawan CB, Veeramachaneni R, (1995). Lipo-
somal encapsulation of betagalactosidase comparison of 2 
methods of encapsulation and invitro lactose digestibility. J 
Food Biochem. 18(4): 239-251.

24. Kirwan MJ, Strawbridge JW, (2003). Plastics in food 
packaging. R Coles, D McDowell and MJ Kirwan eds. 
Food Packaging Technology. CRC Press Inc, Oxford Lon-
don. p.174-240.

25. Lasic DD, (1998). Novel applications of liposomes. Trends 
Biotechnol. 16, 307–321.

26. Marsh K, Bugusu B, (2007). Food packaging-roles, mate-
rials, and environmental issues. J Food Sci. 72(3), 39-55.

27. Matthews FL, Rawlings RD, (1999). Composite materi-
als: Enginering and science. First Edition. Oxford London: 
CRC Press LLC,p.168.

28. McClements DJ, (2011). Food-grade nanoemulsions: 
Formulation, fabrication, properties, performance, bio-
logical fate, and potential toxicity. Crit Rev Food Sci Nutr. 
51:285–330.

29. McClements DJ, (2010). Emulsion design to improve the 
delivery of functional lipophilic components. Annu Rev 
Food Sci Technol. 1, 241-269. 

30. Rhim JW, Hong SI, Park HM, Ng KW, (2006). Prepa-
ration and characterizationof chitosan-based nanocom-
posite films with antimicrobial activity. J Agric Food 
Chem.54(16),5814-5822.

31. Ribeiro HS, Chu BS, Ichikawa S, Nakajima M, (2008). 
Preparation of nanodispersions containing β carotene by 
solvent displacement method. Food Hydrocolloids.(22) 
1,12-17.

32. Robinson DKR, Morrison MJ, (2009). Nanotechnology 
developments for the agrifood sector - report of the obser-
vatory NANO. Erişim Adresi : http://nanopinion.eu/sites/
default/files/full_report_nanotechnology_in_agrifood_
may_2009pdf, Erişim Tarihi 05.03.2015.

33. Robertson GL, (2006). Active and intelligent packaging. 
In food packaging: principles and practice 2nd ed. CRC 
Press, Boca Raton, Fl. 1-550.

34. Serfert Y, Drucsh S, Schwarz K, (2010). Sensory odour 
profiling and lipid oxidation status of fish oil and microen-
capsulated fish oil. Food Chem. 4 , 968-975.

35. Sorrentino A, Gorrasi G, Vittoria V, (2007). Potential 
perspectives of bio nanocomposites for food packaging ap-
plications. Trends Food Sci Technol. 18, 84-95.

36. Sürengil ve Kılınç, (2011). Gıda - ambalaj sektöründe nan-
oteknolojik uygulamalarve su ürünleri açısından önemi. J 
FisheriesSciences.com. 5(4), 317-325.

37. Tarhan Ö, Gökmen V, Harsa Ş, (2010). Nanoteknolojinin 
gıda bilim ve teknolojisi alanındaki uygulamaları. Gıda. 35 
(3), 219-225.

38. Tharanathan RN, (2003). Biodegradable films and com-
posite coatings: past, present and future. Trends Food Sci 
Technol. 14(3), 71-78.

39.Theinsathid P, Visessanguan W, Kingcha Y, Keeratipi-
bul S, (2011). Antimicrobial effectivenessof biobased film 
against Escherichia coli 0157:H7,Listeria monocytogenes 
and Salmonella typhimurium. Adv J Food Sci Technol. 3 
(4): 294-302.

40. Torres-Giner S, Gimenez E, Lagaron JM, (2007). Char-
acterization of the morphology and thermal properties of 
Zein Prolamine nanostructures obtained by electrospin-
ning. Food Hydrocolloids. 22, 601–614.

41. Valdes MG, Gonzalez ACV, Calzon JAG, Diaz-Garcia 
ME, (2009). Analytical nanotechnology for food analysis. 
Microchim Acta.166, 1-19.

42.Vermeiren L, Devlieghere F, Beest VM, de Kruijf N, De-
bevere J, (1999). Developments in the active packaging of 
foods. Trends Food Sci Technol. 10(3):77-86.

43. Zhao R, Torley P, Halley PJ, (2008). Emerging biodegrad-
able materials: Starchand protein based bio-nanocompos-
ites. J Mater Sci. 43(9),3058-3071. 

44. Zulli F, Belser E, Schmid D, Liechti C, Suter F, (2006). 
Preparation and properties of Coenzyme Q10 nanoemul-
sions. Cosmet Sci Technol. 40-46.



Yazışma adresi / Correspondence: Seyyide Sarıçam, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, 
Ankara, Türkiye     E-posta: s.saricam-92@hotmail.com

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2015; 26 (2): 58-64	 Derleme / Review Article

Filogenetik Ağaçlandırma Metotları

Seyyide SARIÇAM, H. Kaan MÜŞTAK

Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı

Geliş Tarihi / Received: 02.09.2015, Kabul Tarihi / Accepted: 19.11.2015

Özet: Bu derlemede; filogenetik bilimi ve esasları, temel terminolojisi, ağaç gösterim şekilleri hakkında bilgi verilip, 
bir filogenetik analizde izlenmesi gereken adımlar anlatıldı. Analizde kullanılacak verinin taşıması gereken başlıca 
kriterler, veri tabanlarından referans birimlerin elde edilmesi ve genlerin analiz süreci ele alındı. Filogenetik ağaç oluş-
turmada kullanılan bilgisayar tabanlı metotların başlıca özellikleri ve üstünlükleri belirtildi. Analiz sonucu elde edilen 
ağacın güvenilirliği ve bu değerin yorumlanması üzerinde duruldu. Özetle bu derlemede temel filogenetik bilgisinin 
verilmesi amaçlandı.
Anahtar kelimeler: Ağaçlandırma metotları, filogenetik, takson

Phylogenetic Tree Construction Methods
Abstract: In this review; the knowledge about the phylogenetic science and its principles, basic phylogeny terminology, 
type of phylogenetic tree presentations were given and also the steps that must be followed in a phylogenetic analysis 
was mentioned. The main criteria for the data to be used in analysis, obtaining the reference units from databanks and 
the process of data analysis were described. The main features and advantages of the computer-based methods that were 
used to create phylogenetic trees were also showed. The reliability of the phylogenetic tree obtained from the results of 
analysis and the interpretation of these values were described. In summary it was aimed to give the basic phylogenetic 
knowledge.
Key words: Tree construction methods, phylogenetic, taxa

Giriş

“Filogenetik”, tüm organizma grupları arasındaki 
evrimsel ilişkiyi ata-soy ilişkileri şeklinde ortaya 
çıkarmayı amaçlar. Organizmaların sahip olduğu 
moleküler mekanizmalar, tek bir ataya sahip olduk-
larını göstermektedir. Ortak atadan evrimleşmeleri 
sayesinde türler, birbirleriyle ilişkilendirilebilirler 
[6,7]. Filogenetik sistematiğinin kurucularından 
Alman biyolog Emil Hans Willi Hennig, bu iliş-
kilendirmenin; türler arası morfolojik, fizyolojik, 
genetik, coğrafik ve ekolojik farklılıklar dikkate 
alınarak gerçekleştirilebileceğini ortaya koymuştur 
[12]. Saptanan filogenetik ilişkinin, grafiksel olarak 
gösterimi ise “filogenetik ağaçlar” aracılığıyla olur. 
Organizmalar arası evrimsel ilişkileri gösteren bu fi-
logeniler, “evrim ağacı” ya da “yaşam ağacı” olarak 
da bilinmektedir. Yaşam ağacı kavramı, tek atadan 
köken almış ve dallanarak farklılaşmış türleri tek bir 
konsept halinde göstermek için, ilk kez İngiliz biyo-
log Charles Darwin tarafından (1809-1882) evrim 
teorisi kapsamında kullanılmıştır (Şekil 1) [1].

Şekil 1. Charles Darwin’in “Türlerin kökeni (1859)” bö-
lüm IV’de kullandığı yaşam ağacı.

Alman biyolog Ernst Haeckel, Darwin’in gö-
rüşlerini benimseyerek biyogenetiğin temelini attığı 
çalışmalarında (1834-1919) daha kapsamlı ve ay-
rıntılı yaşam ağaçları oluşturmuştur (Şekil 2).
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denir. Diğer taksonlar, dış grupla kıyaslanınca bir-
biriyle daha yakından ilişkilidir. Bu nedenle ağacın 
köküne yakın bulunur (Şekil 4).

Şekil 4. Filogenetik ağaç birimleri

Klan
Ortak bir atadan gelen takson grubuna (Tür ya da 
popülasyonlar) “klan” ya da “monofiletik” denir. 
Bir monofiletik gruptaki taksonların paylaştığı bir 
ata, başka herhangi bir takson tarafından paylaşıla-
maz. Bu nedenle “tek kökenlilik” olarak da bilin-
mektedir (Şekil 5) [7].

Polifiletik ve Parafiletik grup
Birden fazla atadan oluşan türlere “polifiletik grup” 
ya da “çok kökenlilik” denir. Ortak atanın bütün tü-
revlerini içermeyen bazı gruplara ise “parafiletik” 
grup denir (Şekil 5) [3].

Soy
Bir filogenetik ağaçta ata-torun ilişkisini tanımla-
yan ve monofiletik gruba giden dala denir.

Düğüm noktası
Filogenetik ağaçta komşu iki taksonun kesiştiği 
noktadır. Her düğüm bir taksonomik birimdir. “Hi-

Şekil 2. a) Ernst Haeckel; 
1866’da bitki, protista ve hay-
vanları kapsayan yaşam ağacını, 
b) 1879’da ise insan yaşam ağa-
cını oluşturmuştur [18].

1970’lerin sonunda ise Carl Woese ve George 
Fox, prokaryot ve ökaryot ayrımını 16S rRNA ana-
lizleriyle ortaya koymuş ve filogenetik ağacın üç 
parçalı evrensel halini önermiştir (Şekil 3) [1].

Şekil 3. Carl Woese tarafından ortaya konan “Yaşamın 
filogenetik ağacı”

Filogenetik’te Kullanılan Temel Terminoloji
Takson
Canlıların sınıflandırılmasında, alemden türe kadar 
bir hiyerarşi içinde düzenlenmiş birimlerin (şube, 
sınıf, takım, familya, cins) her birine “takson” denir. 
Bir gruba takson denilebilmesi için, belirli bir kate-
goriye girebilecek derecede ayırt edici farklılıklara 
sahip olması gerekir. En üst kategorilerde yer alan 
taksonlar, daha aşağıdaki taksonları içine alan basa-
maklar şeklinde gösterilirler. Filogenetik ağaçlarda 
dallanma noktalarında bulunurlar (Şekil 5) [20]. Fi-
logenetik ağaçta ortak bir atadan köken alan, birbi-
riyle yakın ilişkili taksonlara da “kardeş taksonlar” 
denir (Şekil 4) [6].

Dış Grup
Filogenetik ağaçta diğer tüm taksonlardan evrimsel 
süreçte açık bir biçimde en erken ayrılan taksona 
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potetik taksonlar “ya da “çatallanma noktası” olarak 
da adlandırılabilirler (Şekil 5).

Şekil 5. Filogenetik ağaç birimleri

Diktomi ve Politomi
Filogenetik ağacın dallanama modeline ya da de-
senine denir. Bu model ayrık iki ana dal üzerinde 
oluştuğunda “diktomi”; tek bir düğüm noktasından 
köken alan ikiden fazla ana dal üzerinde oluştuğun-
da “politomi” adını alır (Şekil 6) [7].

Şekil 6. Filogenetik ağaç birimleri

1962 yılında Emile Zuckerkandl ve Linus Pa-
uling tarafından ortaya konulan “Moleküler Saat 
Hipotezi” (MSH); jeolojik geçmişte iki türün veya 
taksonların birbirinden ne zaman ayrıldıklarını tes-
pit etmek için, moleküler değişim oranlarının kulla-
nıldığı bir tekniktir. Moleküler saat belirlemede kul-
lanılan moleküler veriler, nükleik asitlerde nükleo-
tid dizileri veya proteinlerdeki aminoasit dizileridir 
[21]. “Gen saati, genetik saat ya da evrimsel saat” 
dendiği de olur [1].

Filogenetik Ağaç Gösterim Şekilleri
Köklü ve Köksüz Ağaçlar
Filogenetik ağaçlar, köklü ya da köksüz formatlar-
da hazırlanabilir. Köksüz ağaçta, her bir taksonun 
diğeriyle ilişkisi görülür ancak ortak ata tahmin 
edilemediği için evrimsel yönü yoktur. Bu evrimsel 
ilişkiyi belirlemek için kullanılan köklü ağaçlarda 
ise taksonlar, ortak bir atadan köken alarak yerleşti-
rilir. Bundan dolayı köklü ağaç, köksüz filogenetik 
ağaçlara oranla daha fazla bilgi sağlamaktadır (Şe-
kil 7) [7].

Şekil 7. a) Köksüz, b) Köklü filogenetik ağaç

Dendrogram, Kladogram ve Filogram
Filogenetik ağaçlarda, taksonlar arası ilişkiler ta-
nımlanır. Bu gösterim, dendrogram, kladogram ve 
filogram gibi farklı yollarla gerçekleştirilebilir.

“Dendrogram”, yunanca ağaç (dendro) ve çi-
zim (gramma) kelimelerinden köken almaktadır. 
Kümeleme ile hiyerarşik düzen halinde ele alınan 
verileri bir araya getiren en temel gösterimdir. Öbek 
ağacı olarak da bilinmektedir [23].

“Kladogram”, dal uzunluklarının önemli ol-
madığı filogenetik ağaç şekilleridir. Bu nedenle dal 
uzunlukları farklı değildir ve evrimsel yakınlık için 
bir anlamı yoktur. “Filogram”, ise dal uzunlukları-
nın önemli olduğu filogenetik ağaç şekilleridir. Dal 
uzunlukları ile evrimsel uzaklıkların doğru orantılı 
olarak ifade edildiği gösterimdir (Şekil 8) [9].

Şekil 8. Kladogram ve Filogram

Şekil 9. Newick formatı.

Kladogram ve filogram çizimleri için geliştiril-
miş bir format olan “Newick Formatı” ile taksonlar, 
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iç içe parantezler şeklinde yazılır. Bir monofiloge-
netik gruba ait taksonlar virgül ile ayrılarak parantez 
içinde belirtilir. Filogramlar ölçekli ağaçlar olduğu 
için, uzaklık önemini vurgulamak için de sayılardan 
yararlanılır (Şekil 9) [7].

Filogenetik Analizde İzlenecek Adımlar
Gen seçimi ve gene ait özellikler
Karşılaştırma yapmak için analiz edilecek örneklere 
ait genomik ya da proteomik veriler (DNA, RNA ya 
da aminoasit dizileri) toplanır. Bu aşamada referans 
birimin (Örn; belirli genler) seçilmesinde dikkat 
edilmesi gereken noktalar vardır. Bazı diziler di-
ğerlerinden birkaç noktayla öne çıkar ve filogenide 
daha kullanışlı hale gelir.

Ele alınacak dizi tüm organizmalarda yapı ve 
fonksiyonunu korumuş olmalıdır. Örneğin; 16S 
rRNA, ribozomal küçük alt birimin yapısına katılan 
16S ribozomal RNA molekülünün sentezinde kalıp 
olarak kullanılarak, tüm hücrelerde aynı fonksiyon-
da bulunur. Aynı zamanda kompleks sekonder ya-
pısını da koruduğundan filogenetik ağaçlandırmada 
sıklıkla tercih edilir. Ökaryotik hücrelerde ise fonk-
siyonel olmayan diziler yani intronlar, çok yakın 
akrabaların filogenetik analizini saptırdığı için kul-
lanılmamaktadır.

Elde edilen sekans verisi, yeteri kadar var-
yasyon göstermesinin yanında kolay sıralamanın 
mümkün olabilmesi için benzer diziler de -homolog 
kalıntılar- içermelidir. Örneğin; 16S rRNA, diğer 
iki ribozomal RNA molekülü ve pek çok şaperon 
protein ile katlanmış kendine özgü bir kuaternar ya-
pıya sahip olduğundan; yapısında tüm bakterilerde 
korunmuş dizileri bulundururken, yakın türler ara-
sında bile değişebilen ve değişken bölgeler olarak 
bilinen dizileri de içerir. Bu da, hem dizileri ben-
zerliklerine göre sıralamanın hem de farklılıklarına 
göre tür ye da başka bir taksonomik birim düzeyin-
de ayırt edebilmenin mümkün olmasını sağlar.

Soylar arası ilişkilendirmede kriter olabilmesi 
için ağaçlandırmada kullanılacak dizi, horizontal 
olarak aktarılmamalı yani yalnızca ata bireyden 
yeni nesle vertikal olarak aktarılmalıdır. Organiz-
malar arasında horizontal gen alışverişinin olması, 
onların evrimsel açıdan ata-soy ilişkisinde gösteril-
mesini engeller [7,24].

Seçilen genin karşılaştırılması için kullanılan 
veri tabanları
Seçilen sekans verisinin karşılaştırılması ve filoge-
netik ağaçlandırma için kullanılacak olan “referans 
diziler” çeşitli veri tabanları aracığıyla elde edilir.

Amerikan Ulusal Kütüphanesinin bir parçası 
olarak oluşturulmuş NCBI (National Center for Bi-
otechnology Information); yerel veritabanları, bilgi-
sayar destekli araştırmalar, dizi analizi yapan yazı-
lımlara odaklanmış bir kuruluştur. Yapısına BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), GenBank ve 
Pubmed gibi uygulamaları ekleyerek daha kapsamlı 
hale gelmiştir. INSDC’nin (International Nucleo-
tide Sequence Databases) bir parçası olarak DNA 
dizilerini toplayan GenBank; DDBJ ve EMBL ile 
işbirliği içerisindedir [13].

EMBL (European Molecular Biology Labora-
tory), Avrupa Birliği üyesi devletlerin bilimsel top-
luluklarına eğitim ve hizmet vermektedir. Avrupa’yı 
bir uçtan diğer uca kapsayan; ana laboratuvar, Avru-
pa Biyoinformatik Enstitüsü (EMBL-EBI), yapısal 
biyoloji araştırmaları üzerine ve fare biyolojisi üze-
rine çalışan 5 enstitüden oluşturmaktadır [14]. 

DDBJ (DNA Data Bank of Japan), nükleotid 
dizi verilerini toplayarak; yaşam bilimleri araştırma 
aktivitelerine, süper bilgisayar sistemleri ve serbest-
çe kullanılabilir verileri ile destek sağlamaktadır 
[15].

PDB (Protein Data Bank), nükleik asitler ve 
proteinleri kapsayan biyolojik moleküllerin üç bo-
yutlu yapılarını araştırmakta ve bunları toplamak-
tadır [13].

Genlerin analizi
Hizalama: Ele alınan dizileri karşılaştırmak için ilk 
olarak hizalama yapılır. Dizilerin hizalanması, fi-
logenetik analiz sürecindeki en kritik adımdır. Çün-
kü evrimsel süreçte dizinin uygun pozisyonlarını 
saptamak, yalnızca doğru hizalama ile doğru filoge-
netik çıkarım elde edildiği için oldukça önemlidir. 
Yanlış hizalama, final ağacında sistematik hatalara 
ya da tamamen yanlış bir ağaca neden olmaktadır. 
Bu nedenle diziler doğru bir şekilde hizalanmalıdır. 
Genel olarak doğru bir hizalama, benzer kalıntıla-
rın eşleşmesini ve benzer fizikokimyasal özelliklere 
uymasını sağlamalıdır. Sekonder yapısal elementler 
bilinir ya da tahmin edilirse, bunlar hizalamaya reh-
berlik edebilir.
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Manuel düzenleme, hizalama kalitesinin yük-
seltilmesinde önemlidir. Belirsiz hizalanmış böl-
gelerin, filogenetik analizin öncesinde kaldırılması 
gerekir. Hizalamanın hangi bölümünde bunların 
kaldırılacağını, araştırmacının taktiği belirler. Bu 
nedenle oldukça sübjektif bir süreçtir. 

Bunlara ek olarak, hizalama hatalarının dü-
zeltilmesini ve ilişkisiz ya da yüksek derecede ba-
ğımsız dizilerin ortadan kaldırılmasını sağlayarak 
hizalama kalitesinin iyileştirilmesinde önemli olan 
otomatik yaklaşımlar vardır. Çeşitli programlar ile 
doğru hizalanmış diziler, filogenetik analize hazır 
hale gelir [7].

Çoklu Yer Değiştirmeler: İki dizi arası fark-
lılığın basit bir ölçümü, hizalamadaki yer değiştir-
melerin sayılmasıyla belirlenir. İki dizi arasındaki 
gözlenen uzaklığı, bu yer değiştirme oranı belirler. 
Ancak gözlenen bu sayı, gerçek evrimsel olayla-
rı yansıtmayıp rastgele bir mutasyon ile oluşmuş 
olabilir. Çoklu yer değiştirmeler ve bireysel pozis-
yonlarda değişimler diziler arası evrimsel uzaklığın 
saptanmasını zorlaştırır. Bu etki “homoplazi” olarak 
bilinir ve yanlış homoplazi, yanlış filogenetik ağaç 
oluşturmaya neden olur. Doğru homoplazi, yani di-
ziler arası uzaklığı evrimsel olarak doğru şekilde 
bulmak için çeşitli istatiksel modellere ihtiyaç du-
yulur.

Yer Değiştirme Modellerinin Seçimi: Doğru 
homoplazi için, yer değiştirme modelleri veya ev-
rimsel modeller olarak da bilinen istatiksel model-
ler kullanılır. DNA filogenileri oluşturmak için, çok 
sayıda yer değiştirme modeli vardır. Bu modellerde, 
her bir nükleotid için uygulanan çoklu yer değiştir-
meler yani mutasyonlar farklıdır. Birbirinden çok 
uzaklaşmış dizilerde, çok sayıda çoklu yer değiştir-
me tespit edilir. Yer değiştirme modelleri ile bu po-
zisyonlar doğru olarak saptanır. Bu, evrimsel uzak-
lığın istatiksel metodun doğruluğuna bağlı olduğu 
anlamına gelir. Bu nedenle, yalnızca uygun diziler 
filogenetik ağaçlandırmada kullanılabilir [7].

Jukes-Cantor Modeli (JC Modeli): 1969 yı-
lında oluşturulan ve tek parametreli model olarak 
adlandırılan bu yer değiştirme modelinde; DNA 
dizilerinin, eşit olasılıkla birbirine dönüştüğü var-
sayılır. Bu nedenle eşit olasılıkla nükleotidlerin yer-
leştirilmesine dayanır. En basit nükleotid yer değiş-
tirme modelidir. Evrimsel uzaklıkları kullanan bir 
formülle çalışır.

Kimura Modeli (K2P Modeli): 1980 yılında 
oluşturulan ve iki parametreli model olarak adlandı-
rılan bu yer değiştirme modelinde; DNA dizilerinin, 
transisyonlar ve transversiyonlar için farklı olasılık-
larda birbirine dönüştüğünü yani yer değiştirdiğini 
varsayar. Bu nedenle daha karmaşık ama daha ger-
çekçi bir modeldir. Bu modele göre, transisyonlar 
transversiyonlardan daha sık meydana gelir ve bu 
da evrimsel uzaklıkların saptanmasında önemli bir 
kriterdir. Model, daha kapsamlı bir formüle dayan-
maktadır [7,16].

Filogenetik Ağaçlandırma Metotları
Filogenetik ağaçlandırma metotları, dayandıkları 
esaslara göre “uzaklık tabanlı” ve “karakter tabanlı” 
olmak üzere ikiye ayrılırlar. Uzaklık tabanlı metot-
lar, taksonların aralarındaki uzaklıklara göre küme-
lendirilerek yerleştirilmesi ya da oluşturulan birden 
fazla ağaçtan optimal olanın seçilmesine göre kendi 
içerisinde ikiye ayrılırken; karakter tabanlı metotlar 
tek başlık altında toplanabilen metotlardır (Şekil 10).

Şekil 10. Filogenetik ağaçlandırma metotları

Uzaklık Tabanlı Metotlar
Tüm taksonların, aralarındaki uzaklıklar dikkate 
alınarak yerleştirildiği filogenetik ağaçlardır. Ge-
netik uzaklık yöntemi, filogenetik ağacı oluşturmak 
için dizi grubunda her bir çift arasında değişiklikle-
rin sayısını temel alır. Birbirlerine genetik uzaklığı 
en az olan türler birleştirilerek bir ağaç oluşturulur. 
Uzaklık metotları ile hizalanan diziler arasındaki 
farklılıkların miktarına göre ağaç oluşturulur [10]. 
Uzaklık metotları, diğer yöntemlerden daha kolay 
ve hızlıdır [3].

Kümeleme tabanlı metotlar (Unweighted 
Pair Group Method Using Arithmetic Average 
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(UPGMA)): “Aritmetik Ortalama ile Ağırlıksız Çift 
Grup Metodu” olarak çevrilir. Kümelemenin en ba-
sit ve en hızlı metodudur. Köklü ağaçlar oluşturan 
ultrametrik (kökten tüm uçlara eşit uzunlukta dalları 
olan) bir ağaçlandırma bir metottur. Verileri uzak-
lık bakımından algoritmik olarak düzenleyerek tak-
sonları kümeleyen bu metot, bu uzaklığı elde eder-
ken bir formül kullanır [7]. En yakın iki taksonun 
gruplandırılmasından başlar. Artan uzaklık dikkate 
alınarak, tüm taksonları gruplamaya dayanır. Kade-
meli olarak uzaklık arttıkça taksonlar yeni gruplara 
girmeye ve birbirinden farklılaşmaya başlar [2]. Ne-
ighbor Joining (NJ) “Komşu Birleştirme Metodu” 
olarak çevrilen bu metot, 1987’de Saitou ve Nei ta-
rafından önerilmiştir [11]. Verileri, genetik uzaklık 
bakımından kümeleyerek analiz eden bu kümelen-
dirme metodu, evrimsel saate dayandırılmadığı için 
köksüz ağaçlar oluşturulur. Köksüz filogenetik ağaç 
oluşturan en basit metottur [7].

Sonuç olarak algoritmik uzaklık metotları; op-
timal ağacı bulamaz çünkü alternatif ağaçlar oluş-
turmaz tek tip ağaç oluşturur, oluşturulan ağaçta her 
hangi bir dal değiştirilemez, hızlı ve kolay olduğu 
için başlangıç analizleri için kullanışlıdır. UPGMA 
köklü ve dal uzunlukları eşit ağaçlar oluşturan en 
hızlı ve basit yöntemken, bu metodun köksüz ve dal 
uzunlukları farklı ağaçlar oluşturan formatı ise Nei-
ghbor Joining metodudur [22].

Tablo 1. Kümeleme tabanlı metotların karşılaştırılması
UPGMA NJ

Esas Uzaklık, kümeleme Uzaklık, kümeleme

Ağaç sayısı Tek Tek

Formatı Köklü, kladogram Köksüz, filogram

Neden
bu metot?

Başlangıç analizi
yapılacaksa köklü basit bir
ağaç elde etmek istenirse

Başlangıç analizi
yapılacaksa köksüz basit bir
ağaç elde etmek istenirse

Optimalite tabanlı metotlar: Özellikle geniş 
veri setleri kullanılarak filogenetik ağaçlandırma 
yapılacağında tercih edilen metotlardır. Bu nedenle 
kapsamlı ve daha yavaş bir hesaplama ile ayrıntılı 
araştırma gerektirir. Fitch-Margoliash ve Minimum 
Evolution olmak üzere iki temel metottan oluşur.

Fitch-Margoliash: Orijinal veri kümesi içinde 
uzaklıkları ve ağacın tüm dal uzaklıklarında mini-
mum sapmaya dayanarak muhtemel ağaçlardan en 
iyisini seçer. İki taksonun rastgele bir düğüm nok-
tasında kümelendirilmesiyle başlar ve uzaklıkları 

tanımlamak için eşitlikler oluşturur. Kümelenen iki 
takson, yeni bir matriks oluşturmaya yardım eder. 
Bu işlem, ağaç tamamlanıncaya kadar devam eder. 
Tüm ağaç topolojilerini araştırır ve gerçek uzaklık-
lardan en küçük sapmayla dal uzunluklarını hesap-
lar. 

Minimum Evolution: Minimum Evrim yön-
temi, benzer bir prosedür ile ağaç oluşturur ama 
muhtemel ağaçlar arasından en uygun olanı seçer-
ken farklı bir optimalite kriteri kullanır. Farkı, dal 
uzunluğunu bulurken kullandığı cebirsel eşitliğe 
dayanır [19].

Sonuç olarak Fitch-Margoliash ve Minimum 
evolution metodu, farklı aritmetiklerle uzaklığa da-
yalı birden fazla ağaç oluşturan optimalite metotla-
rıdır.

Tablo 2. Optimalite tabanlı metotların karşılaştırılması,
Fitch-Margoliash Minimum evolution

Esas Uzaklık, optimalite Uzaklık, optimalite
Ağaç sayısı Çok Çok
Formatı İlaveli İlaveli
Neden
bu metot?

Daha geniş veri setlerinde,
daha yavaş bir hesaplama

Daha geniş veri setlerinde,
daha yavaş bir hesaplama

Farkları Cebirsel eşitlik

Karakter Dayalı Metotlar
Karakter dayalı metotlar, daha karmaşık olduğu 
için daha fazla emek ve zaman isteyen metotlardır. 
Bunlar Maksimum parsimoni (MP), Maksimum li-
kelihood (ML) ve Bayesian analizidir.

Maksimum Parsimoni: Bir gözlemin en az 
karmaşık olarak açıklanması “parsimoni” şeklinde 
tanımlanır. Bu nedenle bu ağaçlandırma yöntemi de 
incelenen diziler ile uyumlu bir ağaç elde etmek için 
gerekli en az mutasyonların saptanmasını esas alır. 
Başka bir deyişle “tutumluluk” olarak tanımlana-
bilme yani, biyolojik değişim süreci boyunca kar-
maşıklık yerine basit bir açıklama yaparak verilerin 
yorumlanmasıdır. MP yöntemi uygulanırken, dizi 
pozisyonlarının farklı puanlamaları tercih edilebilir. 
Örneğin; korunmuş bölgede gerçekleşen bazı mu-
tasyonlar, değişken bölgedeki mutasyonlardan daha 
çok vurgulanmak istenebilir. Ya da transversiyonlar 
transisyonlardan daha önemli olarak vurgulana-
bilir. MP ile ağaçların oluşturulmasında ‘kesin’ ve 
‘tahmini’ yaklaşımlar söz konusu olmaktadır. Çok 
zaman alıcıdır ve çok sayıda örnek ele alındığında 
kullanıma uygun değildir [3].
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Maksimum Likelihood: Joseph Felsenstein 
tarafından 1981 yılında MP’ye alternatif olarak or-
taya konulmuş bir yöntemdir [4]. Birçok olası ağaç 
içerisinden en iyi ağacı seçmede istatiksel testler 
kullanma olanağı ortaya konmuştur. Bu nedenle, 
maksimum likelihood metodu, her ağaç topolojisini 
değerlendirir veya gözlenen verinin oluşturulması 
olasılığını hesaplar. Eğer ağaç doğruysa her dalın 
oluşturulma olasılıkları toplamı, gözlenen veri-
nin oluşturması olasılığını temsil eder. Bu olasılık, 
ağaçların olasılığı olarak kabul edilir. [3].

Bayesian Analizi: İngiliz istatistikçi Thomas 
Bayes (1702-1761) tarafından oluşturulduğu için 

“Bayes Teoremi” olarak da bilinmektedir. Olasılık 
kuramı içinde incelenir ve bütün istatistikçiler için 
kabul edilir bir ilişkiyi açıklar. Bu teorem bir ras-
sal (rastgele) değişken için olasılık dağılımı içinde 
koşullu olasılıklar ile arasındaki ilişkiyi gösterir. 
Olasılık teorisi içinde incelenen bir olay olarak B 
olayına, koşullu bir A olayı (yani B olayı bilindiği 
durumdaki A olayı) için olasılık değeri; A olayına 
koşullu olarak B olayı (yani A olayı bilindiği du-
rumdaki B olayı) için olasılık değerinden farklıdır. 
Ayrıca Bayes teoremi, olasılık değeri hakkındaki 
subjektif inanışların güncelleştirilip değiştirilmesini 
sağlayan temel bir gereçtir [17].

Maksimum Parsimoni Minimum Evolution Bayesian Analizi

Esası Karakter Karakter Karakter
Ağaç sayısı Çok Çok Çok
Formatı İlaveli İlaveli İlaveli

Neden bu metot? Puanlama ile vurgulanmak
istenen nokta öne çıkarılır

Ağaçtaki her dalın
olasılığı görülür.

Daha geniş veri setlerinde
objektivite maksimum

Tablo 3. Karakter tabanlı 
metotların karşılaştırılması

Filogenetik Ağaç Doğruluk Ölçümü
Filogenetik ağaç oluşturduktan sonraki adım, ista-
tiksel olarak filogeninin güvenilirliğini değerlen-
dirmektir. Bu amaca hizmet eden çeşitli analizler 
mevcuttur. En çok kullanılan “Bootstrapping”, 
bilgisayar tabanlı tekniklerin doğruluklarını yansı-
tan istatiksel bir değer bulmaya yarayan bir analiz 
olarak tanımlanır. Bootstrap, elde edilen ağaçların 
dalları üzerinden parsimoni kriterini kullanarak is-
tatistiksel yönden en güvenilir olan dalları belirle-
mede kullanılır [5]. Bootstrap değeri %0 ile %100 
arasında değişir. Kress ve arkadaşlarının karakteri-
ze ettiği bootstrap destek değerlerine göre, %85’den 
büyükse çok güçlü, %70-85 arası güçlü, %50-70 
arası zayıf ve %50’den küçükse çok zayıf seklin-
de tanımlanmıştır. Bootstrap desteğinin %70 ya da 
daha büyük oluşu genellikle doğru filogeninin ta-
nımlanması ile ilişkilendirilir. Eğer belli bir dal için 
bootstrap desteği % 50’nin altında ise, dalı oluştu-
rulan taksonların birbiriyle doğru olarak ilişkilendi-
rilemediği düşünülür [8].
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