TEKNIK SARTNAME

Bu hizmet alim1 33 adet saf bakteri kiiltiiriiniin tiir tamimlamasi ve filogenetik agac olusturma hizmeti alimu ile
ilgili olup asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir:

A. Genel Sartlar

1. Tiim hizmetler eksizsiz bir sekilde ve teklif edilen ticrete dahil olarak yapilmalidir. Higbir ek {icret
talep edilmemelidir.

2. Bakterilerin hizmet saglayici firmaya uygun sekilde ulastirilmasi firmanin kendi sorumlulugundadir.
3. Tiim analizler elektronik ortamda uygun formatta teslim edilmelidir.

4, Biyoinformatik analizler sonucunda olusturulan sekil, grafik ve tablolar yliksek ¢oziiniirliiklii formatta

teslim edilmelidir. Talep edilmesi halinde firma sekil, grafik ve tablolarda gerekli revizyonlari iicretsiz
yapmalidir.

5. Analiz sonucunda elde edilen ve tiir tanimlamasinda kullanilan her bir tiire ait DNA dizileri de raporla
birlikte elektronik ortamda verilmelidir.

B. DNA izolasyonu

1. Hizmet kapsaminda DNA izolasyon kit kullanilarak firmaya gonderilecek olan kiiltiirden saf DNA
ornegi elde edilmelidir.

2. DNA izolasyonu isleminde hiicre parcalama tamponu ile birlikte proteinaz K ve lizozim enzimleri
kullanilmalidir.

3. Bakteri iizerinden tiir tayininde orneklerin DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial &
Yeast DNA izolasyon kiti kullanilmalidir.

4. DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek i¢in Thermo
Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik dl¢iim yapilmalidir.

5. Konsantrasyonu 10 ile 50 ng/ul olmalidir ve jel goriintiilemesi verilmesi gerekir.

6. Diisiik kalite ve konsantrasyondaki érneklerden iicretsiz tekrar DNA izolasyonu yapilmalidir.

C. PCR ve DNA Dizi Analizi

1. Bakteri tiir seviye de tanimi igin 16S rRNA veya ITS geni iiniversal primerleri ve 6zel primerler
kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmalidir. Multiplex PCR yapilabilmelidir.
2. PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE (New Bioscience markali

iiriin ile) tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiiliip ve
ethidium bromide boyas1 kullanilarak UV 1s181nda goriintiisii alinmali1 ve proje yiiriitiiciisii ile paylasilmalidir.

3. Floresan boyalar, ROX, VIC, NED, TAMRA, YAKIMA YELLOW, TEXAS RED ile primer sentezi
yapilmalidir.

4. PCR c¢alismalar i¢in optimizasyonu yapilmalidir ve her uygulamada pozitif, negatif ve blank kontrol
ornekleri kullanilmalidir.

5. PCR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle
gergeklestirilmelidir.

6. PCR iirlinii saflagtirma agamasinda, elde edilen tek bant drnekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR
Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilmalidir.

7. Sanger Dizileme 6rneklerimiz i¢in ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster

City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmahidir. (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

8. Elde edilen PCR iiriinleri ile DNA saflastirma isleminden sonra ¢ift yonlii Sanger DNA dizi analizi
gergeklestirilmelidir.

9. Tek yon okuma uzunlugu en az 1100bg¢ olmalidir.

10. Cikmayan sonuglar i¢in {icretsiz bastan 6rnek gonderilerek ¢alisma en bastan tekrar edilmelidir. Firma
sonuglar ¢ikana kadar iicretsiz tekrar hakki sunmalidir.

11. Elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmeli. Bu islemin

gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmalidir.



12. Elde edilen DNA dizi analiz sonuglarindan hizalama ve BLAST analizi yapilarak orneklerin tiirii
belirlenmelidir.

13. Hizmetin eksiksiz yerine getirilmesi i¢in gerekli olan her tiirli sarf malzeme ve techizat Firma
tarafindan temin edilmelidir.

14. Firmanin kendi Arastirma molekiiler biyoloji laboratuvari ve alt yapisi olmalidir ve burada analizleri
gergeklestirmelidir.

15. Ihale asamasinda teknik sartnameye madde madde cevap verilmis ve tiim maddelere uygun olmalidir.
16. Projede calisan ekip deney siiresince her asamay1 laboratuvara giderek izleyebilmelidir.

17. Ornekler elden teslim alinacaktir, kargo kabul edilmeyecektir.

18. Konuyla ilgili her tiirlii dokiimantasyon proje ekibine eksiksiz olarak teslim edilmelidir.

19. Odeme islem tamamlaninca ve gergeklesen hizmetler iizerinden yapilacaktir.

20. Ornek teslimi tarihi itibaren ¢alismanin 15 giin igerisinde tamamlanip sonuglarin rapor halinde teslim
edilmelidir.

D. Filogenetik Agac¢ Sartnamesi

Dizi hazirlanmasi (alignment) temeline dayanarak hesaplara dizi ¢iftleri arasindaki farklarin miktarina
ayanarak hazirlanmalidir.

Genis veri kiimeleri analizi Neighbor- Joining Yontemi ile yapilmalidir.

Filogenetik analizler MegaX yazilimi1 kullanilarak yapilmalidir.

UPGMA Metodu ile filogenetik agagta dallarin uzunlugu agagta goriilmelidir.

Analizler en az 1000 Bootstrop tekrar metodu ile yapilmalidir.

Evrimsel mesafe Maximum Composite likelihood metodu ile hesaplanmalidir.

Belirsiz niikleotidler dizilerden pairwise-deletion metodu ile ¢ikartilmalidir.

Ornekler aras1 genel mesafe degeri ikili sekilde yapilmalidir.

9. Ornekler arasi ve gruplar aras ortalama gesitlilik hesaplanmalidir.

10. Odeme islem tamamlaninca ve gergeklesen hizmetler iizerinden yapilacaktir.

11. Ornek teslimi tarihi itibaren ¢alismanin 15 giin icerisinde tamamlanip sonuglarin rapor halinde teslim
edilmelidir.
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