
Özet

 Son yıllarda mikrobiyotanın insan sağlığı üzerine olan potansiyel etkileri hakkında çok daha fazla veri elde edilmekte ve 
bazı hastalıkların patofi zyolojisinde mikrobiyotanın rol oynadığına dair güçlü bulgulara ulaşılmaktadır. Bu durum, birçok 
farklı tıp branşının insan mikrobiyotomuna ilgi duymasına neden olmuş ve bu konudaki çalışmalar önemli düzeyde 
artmıştır. Böylelikle; günümüze kadar genellikle sadece patojen-odaklı olarak çalışan tıbbi mikrobiyoloji laboratuvarları 
için insan fl orasında bulunan ve patojen olmayan yüzlerce bakteri, mantar ve virüsün tanımlanması gerekliliği ortaya 
çıkmıştır. Sahip olduğumuz tanı yöntemleri içinde kültür ve moleküler temelli yöntemlerin bu alanda etkili olarak 
kullanılması ile mikrobiyotomun sırları açıklanmaya başlanmıştır. Bu derlemede, mikrobiyota çalışmalarında kullanılan 
laboratuvar tanı yöntemleri değerlendirilerek moleküler esaslı inceleme araçları hakkındaki güncel verilerin paylaşılması 
amaçlanmıştır.. 
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Abstract

 In the recent years, a plenty of data has been acquired about the potential effects of the microbiota on the human 
health, and strong evidences have been appeared related to the roles of the microbiota on the pathophysiology of 
some diseases. This situation has led many medical disciplines to pay attention to the human microbiome, and the 
number of researches on this topic has signifi cantly increased. Therefore, a requirement has emerged for the medical 
microbiology laboratories that previously used to work on the pathogen-based identifi cations, to identify hundreds of 
non-pathogenic bacteria, fungi and viruses present in the human body fl oras. The secrets of microbiome have been 
expressed as we have effectively used the available techniques among the culture-based and molecular-based identifi -
cation methods. In this review, it is aimed to share the recent knowledge about the molecular-based investigation tools 
with evaluating the available laboratory research methods that can be utilized in the microbiota studies.
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Giriş

Doğduğumuz anda sadece kendi ökaryotik hücrelerimizden ibaret 

olan vücudumuzun özellikle cilt yüzeyi, ağız boşluğu ve bağırsak 

gibi kısımları hayatımızın ilk birkaç yılı içerisinde çok sayıda bakteri, 

arke, mantar ve virüsler ile kolonize olmaktadır.  Bu hücrelerin ta-

mamının oluşturduğu topluluk insan mikrobiyomu olarak adlandı-

rılır ki neredeyse vücudumuzun geri kalanındaki hücrelerin 10 katı 

kadar hücre içermekte, insan genomundan çok daha fazla sayıda 

gene sahip olmakta ve vücut ağırlığının birkaç kilosunu oluştur-

maktadır1,2. 

Mikrobiyotanın insan sağlığı ve hastalıkları üzerindeki etkisi uzun 

süredir bilinmekle birlikte, kültür bağımsız tekniklerin kullanılma-

ya başladığı 1990’lı yıllardan itibaren mikrobiyota-konak etkileşimi 

ve mikrobiyota-hastalık ilişkisi ile ilgili bilgilerimizde çok önem-

li artışlar olmuştur. Elde edilen bu yoğun bilgi sonrasında klasik 

yöntemlerin bu nişin sadece temsili bir ‘enstantanesini’ verebildiği 

düşünülmeye başlanmıştır (3). Mikrobiyota çalışmalarında kullanılan 

mikrobiyolojik yöntemlerin tarihsel gelişimine bakıldığında; genel 

olarak kültür-temelli yöntemler ve kültür-bağımsız yöntemler ola-

rak iki grupta incelenebilir. Bu yöntemlerin sağladığı avantajlar ve 

dezavantajlar Tablo’da gösterilmiştir. Bu derlemede, insan mikrobi-

yom araştırmalarında kullanılan kültür temelli yöntemler üzerinde 

kısaca durulduktan sonra moleküler esaslı metotlar hakkında son 

yıllarda elde edilen verilerin özetlenmesi amaçlanmıştır. 

Kültür-Temelli Yöntemler 

İlk bakteriyel kültür ortamı, ya infüzyon ile ya da çeşitli kaynaklar-

dan elde edilen etin enzimatik sindirimi ile hazırlanan sıvı ortamlar 

olmuştur. Aslen Spallanzani tarafından 18. yüzyılda geliştirilmiş ve 

daha sonra 19. yüzyılda Pasteur tarafından saflaştırılmış olan bu 

maddeler, insan hastalık bölgelerinden alınan klinik numuneler 

içindeki bakterilerin laboratuvar ortamında üretilmelerine olanak 

vermiştir. Robert Koch, bakteriyel kolonilerin üreme ve morfolojik 

özelliklerine göre ayrımını sağlayacak katı kültür ortamlarına ihtiyaç 

olduğunu belirtmiş ve patates dilimleri üzerinde ilk kez koloni olu-

şumunu tanımlamıştır. Koch aynı zamanda, patates dilimleri üze-

rinde sınırlı sayıda mikroorganizmanın üreyebildiğini belirtmiş ve 

büyük olasılıkla in-vitro kültüre edilemeyen organizma fenomeni 

ilk kez bu tarihte ortaya çıkmıştır (4). Üretilen mikroorganizmaların 

tanımlanması için günümüze kadar izolatların in vitro üreme özel-

liklerinin temel alındığı fenotipik tanımlama tekniklerinde önemli 

gelişmeler yaşanmıştır. Ancak son yıllarda, “jel mikrodamla” ve 

“mikrobiyal kültür çipleri” (microPetri dishes) gibi geliştirilen kül-

tür yöntemleri ve ko-kültür gibi yeni yaklaşımların da kullanıma 

girmesiyle kültür-temelli yöntemler daha da sofistike hale gelmiş-

tir (5, 6, 7). Yirminci yüzyılın başına kadar spesifik mikrobiyal türler; 

organizmanın seçilerek üretilmesini sağlayan bir takım özel kültür 

ortamlarına ekilmesi ile tespit edilebiliyor; ya da Gram boyama gibi 

fizyolojik özelliklerinin hedef alındığı boyama yöntemleri, morfo-

lojik koloni özellikleri, farklı kültür ortamlarında üreme özellikleri 

ve organizmanın oluşturduğu veya tükettiği metabolit özelliklerine 

bakılarak tanımlanabiliyordu. Bu yaklaşımlarla ancak Escherichia 

coli ve Staphylococcus aureus gibi laboratuvar ortamında kültürü 

kolaylıkla yapılabilen sınırlı sayıda ve bilinen mikroorganizmanın ta-

nımlanması mümkün olmaktaydı (2). Geliştirilen kültür teknikleriyle 

bakteriyel identifikasyon son derece ucuz olsa da; emek ve zaman 

yoğun yöntemler olduğundan ve doğada var olan toplam bakteri 

çeşidinin yalnızca küçük bir bölümü laboratuvar ortamında üretile-

bildiğinden dolayı mikrobiyal çeşitlilik açısından sınırlı bir bilgi sağ-

lanabilmiştir (7, 8). Yakın zamanda yapılan bir çalışmada pirodizileme 

ile tespit edilmiş tüm fekal bakteri cinslerinin neredeyse %70’inin, 

ticari bazlı büyüme faktörlerinin de eklenmesiyle hazırlanan kültür 

ortamlarında üretilebildiği gösterilmiş olsa da (9), yapılan araştırma-

ların çoğunda gastrointestinal mikrobiyota üyelerinin neredeyse 

%99’unun kültüre edilemediği belirtilmektedir (2).

Kültür-Bağımsız Yöntemler

Geçmişte bakterilerin kültürü temeline dayanan yöntemler saye-

sinde mikrobiyota hakkında önemli bilgiler elde edilmiş, ancak kül-

tür-bağımsız moleküler yaklaşımların kullanılmasıyla birlikte çoğu 

halen tespit edilememiş mikrobiyota bilgilerimizin aslında yanlış 

ve eksik olduğu görülmüştür (10). Tek tek kültüre edilen mikroorga-

nizmalardan çok direkt örnekten izole edilen DNA’nın analiz edil-

diği kültür-bağımsız teknikler; bize mikrobiyal toplulukların birden 

fazla açıdan araştırılmasına imkan vermektedir. Bunlar arasında bir 

toplulukta ne kadar mikroorganizma olduğu ve topluluktaki mikro-

organizmaların hangilerinin hangi biyolojik işlevlere katkı sağlaya-

bileceği, ya da sağladığını gösteren fonksiyonel metagenomikleri 

sayılabilir. Böylelikle insan mikrobiyota bozukluklarının; enflama-

tuvar bağırsak hastalıklarından diyabete, antbiyotik-dirençli en-

feksiyonlara kadar değişen hastalıklarla her geçen gün daha fazla 
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ilişkili olduğu görülmüş ve gerek hastalıkların erken tespitinde bir 

biyomarker gerekse tedavi alanında iyi bir hedef olarak insan mik-

robiyotası günümüzdeki araştırmaların canlı bir alanını oluşturmuş-

tur(11).

Yirmi birinci yüzyıla doğru ilerledikçe mikrobiyolojide kültür bağım-

lı yaklaşımlardan ziyade, özellikle 16S rRNA geninin dizilenmesi 

gibi modern gelişmelerin ardından, sağlam/canlı bakteri hücreleri-

ne ihtiyaç duymayan kültürden bağımsız teknikler ön plana çıkmış-

tır (12). Kültür yöntemlerinin aksine, moleküler yöntemlerde mikro-

organizmaların tanımlanması ve sınıflandırılmasında hücre içindeki 

DNA ve RNA gibi spesifik moleküllerin tespiti amaçlanmaktadır 
(13).Son derece yüksek özgüllük ve duyarlılığa sahip olan bu yön-

temler, özellikle de in vitro olarak üretilemeyen organizmalar için 

ekstra avantaj sağlamakta ve patojenler doğal ortamlarında veya 

patolojik materyalde kısa sürede tespit edilebilmektedir (12). 

Kullanılan ilk DNA-temelli yöntemler arasında; topluluktan izo-

le edilen DNA’lar içerisinde, ilgilenilen genlere spesifik probların 

kullanıldığı hibridizasyon teknikleri ya da dizileme öncesinde he-

deflenen özel genlerin PCR ile çoğaltılması gelmektedir. Bu çalış-

malar ile geniş bir düzeyde çeşitlilik tanımlanabilir ya da tek tek 

biyokimyasal fonksiyonların varlığı ya da yokluğu tespit edilebilir 

hale gelmiştir (11). Çoğunlukla ribozomal RNA’nın küçük bir alt-

birimi olan 16S rRNA’nın dizi farklılıklarını temel alan bu teknik-

lerle; öncelikle mikrobiyotaya ait mikrobik çeşitlilik, mikrobiyotayı 

oluşturan bakteri türlerinin kalitatif ve kantitatif verileri ve ayrıca 

hastalık durumlarıyla ilişkili mikrobiyota çeşitliliğindeki değişiklikler 

araştırılabilmiştir (14).

Mikrobiyota analizinde kültür-temelli ve moleküler-temelli yöntem-

lerin duyarlılığının karşılaştırıldığı araştırma sayısı oldukça sınırlıdır. 

Bunlar içinde Hayashi ve arkadaşlarının (15) yaptığı çalışma dikka-

te değer veriler sunmaktadır. Bu çalışmaya göre, anaerob kültür 

ve 16S rRNA klon kütüphane yöntemlerini karşılaştırmış; kültür 

yöntemi ile mikroskopta gözlenen bakteri hücrelerinin yaklaşık 

%30’unun tanımlanabildiğini ve dizi analizi ile tespit edilen bakteri-

lerin ise %75’inin kültür ile saptanamadığını bildirilmiştir.

16S rRNA Belirteç Geni

Tıpkı çok hücreli bir organizmada olduğu gibi; mikrobiyomu oluş-

turan mikroorganizma topluluğu da temelde her biri bağımsız bir 

genomik DNA taşıyan farklı hücrelerin bir araya gelmesiyle oluşur. 

Mikrobiyal topluluğu oluşturan hücreler tipik olarak klonal olarak 

kabul edilse de, birbirine eş genomlara sahip olmayabilmektedir. 

Her hücredeki her bir genomun tamamen dizilenmesi pratik olma-

yacağı için mikrobiyal ekolojilerin tanımlanmasında farklı genomları 

kolaylıkla ayırt edebilecek birkaç moleküler belirteç tanımlanmıştır. 

Bu belirteç, genomun tamamını dizilemeye gerek kalmadan geno-

mu temsil edebilecek özellikteki bir DNA dizisidir (11). Ribozomal 

RNA (5S, 16S ve 23S); bakteri türleri arasında yüksek oranda ko-

runurken, aynı zamanda filogenetik sinyaller içeren farklı bölgelere 

de sahiptir. Bu sayede ribozomal RNA molekülü bakterilerin filoge-

netik identifikasyonu için iyi bir çalışma laboratuvarı olma özelliğin-

dedir. Üç rRNA geni içerisinde 16S rRNA geni; PCR primerleri için 

en uygun kombinasyonların oluşturulabileceği korunmuş bölgeler 

taşıdığından ve ayrıca evrimsel kronometre gibi rol oynayan değiş-

ken bölgeler içerdiğinden, filogenetik identifikasyon için diğer iki 

rRNA genine kıyasla daha çok tercih edilmektedir. Ayrıca bakteri 

hücresi içerisinde binlerce kopya 16S rRNA bulunduğundan, bu 

gen bölgesini temel alan yöntemlerin duyarlılığının da yüksek ol-

duğu bildirilmektedir (16, 17). 

Çoğunlukla 16S rRNA (transkripsiyon sonrası) geni ya da bazen 

16S rDNA olarak adlandırılan yaklaşık 1,500 baz-çifti uzunluğun-

daki bu gen; bir taraftan tüm bakterilerde aynı diziye sahip ve son 

derece korunmuş bölgeler içermekle birlikte aynı zamanda bakte-

rilerin tür ve alt-tür seviyesinde flogenetik ayırımı ve sınıflandırıl-

masına imkan verecek şekilde farklı genomlar arasındaki evrimsel 

uzaklığa orantılı olarak farklılık gösteren değişken bölgelere sahip-

tir. Böylelikle 16S rDNA dizisi bir belirteçte olması istenen bir çok 

özelliği taşıyan optimal bir çalışma hedefi olarak görülmektedir 
(18). Bu şekilde gerek kültür izolatları gerekse çevresel izolatlara ait 

yapılmış olan sayısız seri bulunmakta ve bunlar GreenGenes (19), 

Ribosomal Veritabanı Projesi (20) ve Silva (21) da dahil olmak üzere 

daha bir çok veri tabanında kayıt altına alınmakta ve karşılaştırma 

yapılabilmektedir. 16S rRNA gen benzerliği ve DNA-DNA hibridi-

zasyon yüzdesi arasındaki ilişki logaritmik bir durum sergilemekte 

ve bir tür tanımlanırken (DNA hibridizasyon oranı %70) dizi ben-
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zerliğinin %98 olması beklenirken (22), aynı cins içerisindeki farklı 

türler arasındaki benzerliğin ise %93.3-%99.9 olması beklenmek-

tedir (23).

Floresan İn-Situ Hibridizasyon (FISH)

Kültürü yapılamayan toplulukların çalışılmasında kullanılan ilk meta-

genomik analizlerden biri floresan in-situ hibridizasyon yöntemidir. 

Bu yöntemde DNA izolasyonu yapılmadan bir mikrobiyal topluluk-

taki hedef genlere spesifik floresan işaretli oligonükleotid probların 

kullanılarak floresan in situ hibridizasyon (FISH) gerçekleştirilir (24). 

İlk olarak bir in-situ hibridizasyon (ISH) olarak geliştirilen yöntem, 

Giovannoni ve arkadaşları (25) tarafından rRNA’ya komplementer 

radyoaktif işaretli oligonükleotid problar kullanılarak bakterilerin 

mikroskobik tespiti ile bakteriyolojide kullanılmaya başlanmıştır. 

Daha sonra geliştirilen floresan boyaların kullanımı ile birlikte, son 

on yılda flogenetik, ekolojik, tanısal ve çevresel mikrobiyoloji çalış-

malarında duyarlılığı yüksek, hızlı ve güçlü bir moleküler yöntem 

olarak yerini almıştır (26).

 

İn situ hibridizasyon yöntemiyle DNA veya RNA dizilerinin tespi-

tinde ya klonlanmış genomik problar ya da oligonükleotid problar 

kullanılmaktadır.  Hedef 16S rRNA dizisine komplementer floresan 

işaretli oligonükleotid probların kullanıldığı yöntem doğrudan klinik 

örneğe uygulandığında düşük-çıktılı iken bu yöntem flow sitometri 

gibi sistemlerle kombine edildiğinde yüksek-çıktılı bir tanı metodu 

olarak kullanılabilmektedir (26). Yarı-kantitatif ve hızlı olan yöntemin 

en büyük dezavantajı; spesifik filum ya da türler hedef olarak seçi-

lerek prob dizaynı yapıldığından dolayı hiç bilinmeyen türlerin ta-

nımlanmasının mümkün olmamasıdır. Yöntemin minör sınırlılıkları 

ise şunlardır: I-Bazen bakterinin kendisinden kaynaklanabilen otof-

loresan materyale bağlı yanlış pozitiflikler, II-seçilen hedef bölgeye 

komplementer prob dizaynına bağlı düşük özgüllük, III-bakteriyel 

hücre duvar yapısına bağlı olarak düşük prob penetrasyonu so-

nucu yanlış negatiflikler ve IV-bakterinin üreme dönemi ve/veya 

bakteri türüne bağlı olarak yetersiz 16S rRNA kopya sayısı nede-

niyle gözlenen düşük duyarlılık (27). Günümüzde tanısal FISH tek-

niklerindeki yapılan yenilikler ile yöntemin güvenirliliği arttırılmış 

ve kullanıcı kaynaklı farklılıkların büyük ölçüde önüne geçilmiştir. 

FISH probları ile filumdan tür düzeyine kadar her türlü taksonomik 

seviye hedeflenebilmektedir.  Başlangıçta 16S rRNA geni nedeniy-

le bazı sınırlılıkları olan FISH, daha sonra topluluktaki spesifik en-

zimlerin tanımlanmasını sağlayan fonksiyonel gen problarına kadar 

geniş bir alanda çalışma olanağı sunmuştur (28). Özellikle, tek zincirli 

DNA probları yerine peptid-nükleik asit (PNA) problarının kullanı-

mı, permeabilizasyon adımlarını ortadan kaldırıp özgünlüğü artıran 

önemli bir gelişme olmuştur. Peptid-nükleik asit-FISH yönteminin 

yüksek derecede standardizasyonu sağlanmış ve klinik mikrobiyo-

lojik analizde kullanılması amacı için Birleşik Devletler Gıda ve İlaç 

İdaresi (US Food and Drug Administration; FDA) ve Avrupa İlaç 

Ajansı (European Medicines Agency; EMEA) onayı alınmıştır (29).

Bu yöntemle mikrobiyota konusunda yapılmış çalışma sayısı ha-

len yeterli değildir. Rochet ve arkadaşlarının (30) yaptıkları bir ça-

lışmada; insan dışkı mikrobiyotomu, in-situ hibridizasyon ve flow 

sitometri yöntemleri ile çalışmış ve 1. gün ve 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 

12. aylarda dondurulan fekal örneğin mikrobiyotasındaki kantitatif 

farklılığı araştırmışlardır. Bu araştırmada, FISH yöntemi ile dondu-

rulmuş fekal örneklerde dahi mikrobiyota kompozisyonlarının 8 

aya kadar saptanabildiği gösterilmiştir. 

  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, 1980’lerin başında ortaya çıktığı andan itibaren, mikrobik et-

kenlerin saptanmasında vazgeçilmez bir araç haline gelmiş ve klinik 

mikrobiyoloji laboratuvarlarında yaygın olarak kullanılmaya başlan-

mıştır. Termostabil polimerazların ve yeni cihazların geliştirilmesiyle 

tek bir hedef nükleik asidin bir saatten daha kısa sürede milyonlar-

ca kopyası elde edilebilmektedir (31). Mikroorganizmaların tanım-

lanmasında ve filogenetik araştırmalarda daha önce de bahsettiği-

miz mikrobiyal genomu temsil etmek üzere 16S rRNA geni hedef 

gen olarak kullanılmaktadır. Ancak tüm avantajlarının yanısıra 16S 

rRNA genini hedef alan tüm PCR-temelli yöntemlerin örnek alımı 

aşamasından PCR amplikonlarının değerlendirilmesi aşamasına ka-

dar tüm süreçlerini kapsayan ortak bazı sınırlılıkları söz konusudur. 

Uygun örnek alımı, transportu ve çalışma süresince örneğin ve/

veya ekstraksiyon ürünlerinin saklanma koşulları, tüm mikrobiyota 

analiz yöntemlerindeki en kritik basamaktır ve bu aşamalarda izle-

nen prosedür farklılıkları tüm sonuçları etkileyebilme potansiyeline 

sahiptir (32). Grønseth ve arkadaşları (33), solunum yolu mikrobiyota 

çalışmalarında örnek alımı sırasındaki orofaringeal kontaminasyo-

nun, özellikle alt solunum yolu mikrobiyal kompozisyonuna etki 

ettiğini ve bu sorunun korunmuş bronkoskopik örnek alımı kul-
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lanılarak minimize edilebileceğini belirtmişlerdir. Yine mikrobiyal 

hücrelerin farklı liziz prosedürleri nihai mikrobiyota kompozisyo-

nunu etkileyen temel basamaklardan bir diğerini oluşturmaktadır. 

Deiner ve arkadaşları (34), altı farklı ekstraksiyon protokolü ve DNA 

eldesinde farklı prosedürlerin kombinasyonlarını araştırmışlar ve 

çalışmanın sonucunda tekrarlanabilirliği ve güvenilirliği yüksek bir 

moleküler akış şeması uygulanması gerekliliğini vurgulamışlardır. 

Örneğin; tipik olarak Gram pozitif organizmalar, bakteri hücre du-

varının (Gram negatif bakterilerden daha kalın olan) parçalanması 

için daha agresif koşullar gerektirirken, aynı koşullar Gram negatif 

kromozomal DNA’nın aşırı parçalanmasına neden olabilmektedir 
(32). Ayrıca, aynı türün üyelerinde bile bir bakterinin taşıdığı 16S 

rRNA gen kopya sayısı bir diğerinden her zaman farklı olabileceği 

için, bu genin kantitasyonu ile aslında tam olarak bakteri sayısı he-

saplamak her zaman doğru olamayabilmektedir (35, 36). İlginç olarak 

16S rRNA gen kopya sayısındaki bu farklılık, bakterilerin mevcut 

kaynak kullanılabilirliğine tepkisel olarak geliştirdiği bir ekolojik 

strateji olarak yorumlanmaktadır (37). Amplifikasyon aşamasında, 

özellikle de saf olmayan örneklerden mikrobiyal tanımlama yapı-

lacaksa, numunenin içerebileceği PCR inhibitörlerin varlığı, RNA 

ile çalışılacaksa, numunedeki RNase varlığı, PCR artefakt ve/veya 

spesifik olmayan PCR ürünlerinin oluşması, karmaşık mikrobiyo-

ta analizinde 16S rDNA’nın evrensel ya da taksona spesifik PCR 

amplifikasyonu için seçilecek primerin etkinlik ve özgüllüğü gibi bir 

dizi sınırlamalar karşılaşılabilecek temel sorunlardır (32). 

  

Parmak-İzi Analiz Yöntemleri (DGGE, TGGE, T-RFLP)

Çevresel mikrobiyal toplulukların araştırılmasında kullanılan en 

popüler yöntemler; Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

(DGGE), Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE) ve 

Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) gibi 

bir örnekteki DNA parçalarının karşılaştırılmasını sağlayan mole-

küler parmak-izi teknikleridir. Bu yöntemlerde farklı dizi ve/veya 

boyutlardaki PCR ürünleri bir jel veya kapiller üzerindeki farklı ha-

reketleriyle ayrılmaktadır (38). Her bir bandın veya pikin farklı mik-

robiyal bir türü temsil ettiği varsayılarak, oluşan DNA paternlerinin 

direkt olarak topluluğun çeşitliliğini yansıttığı kabul edilmektedir. 

Aynı zamanda ilgilenilen band veya piklere ait DNA fragmanlarının 

seçilip dizi analizlerinin yapılmasıyla dizinin uzunluğuna bağlı olarak 

değişen çözünürlüklerde elde edilen veriler filogenetik araştırmalar 

için kullanılabilir  (39). 

16S rRNA gen amplikon karışımı direkt olarak doğrusal artış gös-

teren formamid ve/veya üre gibi denatüre edici bir ajan gradyanı 

içeren poliakrilamid bir jele uygulanır. Elektroforetik bir akım uy-

gulandığında 16S rRNA gen amplikonları jelden aşağı doğru iler-

lemektedir. İlk olarak DNA parçacıkları yalnızca moleküler ağırlık-

larına göre hareket ederken, daha sonra artan denatürleyici ajanın 

etkisiyle DNA zinciri denatüre olmaya başlar. Neredeyse tamamen 

denatüre edildiğinde ise jeldeki hareketleri duracaktır. DNA dizili-

mine bağlı olarak farklı erime sıcaklıkları oluşacak, buna bağlı ola-

rak denatüre edici gradyanın farklı noktalarında hareket duracak ve 

böylece farklı diziye sahip DNA parçaları birbirinden ayrılarak bant 

oluşumu gözlenecektir. Türler arasında DNA dizilimi farklı olduğu 

için, bu şekilde tür ayrımı yapmak mümkündür. Bantların görüntü-

lenmesi için jel boyanıp daha sonra sekans ya da prob hibridizas-

yon için kullanılabilmektedir. Bu yöntemle karışık bir örnekten çok 

sayıda 16S tür ayrımı yapılabilmektedir (14).

DGGE yöntemi temelde bir hastalık ile bir diğerinin ya da sağlıklı 

bireylerin karşılaştırmalı çalışmalarında kullanılmıştır. DGGE dış-

kı gibi kompleks bir örnekte bulunan, aynı uzunlukta fakat farklı 

DNA dizilerine sahip 16S rRNA geni amplikonlarının ayrılmasında 

önemli avantajlar sağlamaktadır (40). Bu konuda yapılmış çalışmalar 

halen oldukça kısıtlıdır. Bir araştırmada, polikistik overli (PCOS) rat-

larda barsak mikrobiyotasının patogenezdeki rolünün araştırılması 

amacıyla PCR-DGGE kullanılmış ve PCOS’ lularda sağlıklı kont-

rollere kıyasla Lactobacillus, Ruminococcus ve Clostridium türleri 

daha düşük bulunmuş, Prevotella türlerinin ise daha fazla oranda 

olduğu tespit edilmiştir  (41). Ayrıca, PCOS’lu ratlara Lactobacillus 

ve fekal transplantasyon uygulaması sonrasında hem PCOS bulgu-

larının kaybolmaya başladığı ve hem de barsak mikrobiyota üyele-

rinin normal seviyelere eriştiği rapor edilmiştir. Çalışmada barsak 

mikrobiyota disbiyozunun PCOS patogenezi ile ilişkili olduğu ve 

tedavide fekal mikrobiyota ve Lactobacillus transplantasyonunun 

oldukça etkili olduğu vurgulanmıştır (41).

Alioua ve arkadaşları (42) bakteriyel vajinozisli ve sağlıklı gebelerde 

Lactobacillus türlerinin dağılımını karşılaştırmak amacıyla DGGE ve 

16S rRNA gen dizileme yöntemlerini kullanmışlar ve vajinal bakteri 
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florasında Lactobacillus baskınlığının bakteriyel vajinozis insidan-

sıyla negatif korelasyona sahip olduğunu saptamışlardır. Bu çalış-

mada ayrıca Enterococcus faecalis’in vajinal ekosistemdeki denge-

sizliğin bir göstergesi olduğu ve L. iners ve L. delbruekii türlerinin 

vajinanın savunması için kritik rol oynadığı vurgulanmıştır. 

Hem hızlı hem de çok sayıda örneğin analiz edilebildiği bir yöntem 

olan DGGE tekniğinin dezavantajları ise PCR temelli sıkıntılar ve 

dizileme veya prob hibridizasyon yapılmadan direkt filogenetik bir 

tanımlamanın mümkün olmamasıdır. TGGE yöntemi de DDGE’ye 

benzer bir mantıkla çalışan mikrobiyota analiz yöntemlerinden 

olup, denatüre edici gradyan jel yerine doğrusal bir sıcaklık grad-

yanı kullanılmaktadır (14).

T-RFLP yöntemi restriksiyon endonükleaz enzimleriyle kesilen 

16S rRNA gen amplikonlarının oluşturduğu parçacıkların analizi 

temeline dayanır. Her bakteri taksonu için belli bir moleküler ağır-

lığa sahip bir terminal restriksiyon fragmanı oluşur ve dolayısıyla 

kompleks bir bakteri topluluğu analiz edildiğinde boyutu farklı olan 

bir dizi DNA fragmanı elde edilmiş olur. Bu terminal fragmanın 

PCR sırasında floresan ile işaretlenmesiyle mikrobiyal topluluk-

taki çeşitlilik karşılaştırılabilmekte ve mikrobiyotadaki değişkenlik 

analiz edilebilmektedir (43). Yarı-kantitatif, hızlı ve ucuz bir yöntem 

olan T-RFLP’de filogenetik tanımlamanın yapılamaması en önemli 

dezavantajı oluşturmaktadır. Ancak T-RFLP; fragman boyutunun 

hangi cins ya da türe ait olduğunu tespit edebilmek için 16S rRNA 

klon kütüphane analizi ile kombine olarak uygulanabilmekte ve bu 

kısıtlama bertaraf edilebilmektedir (44). Zakharkina ve arkadaşları 
(45) sağlıklı bireylerin ve kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) 

olan kişilerin akciğerlerindeki mikrobiyota kompozisyonunu ana-

liz etmek amacıyla; T-RFLP ve klon kütüphane analizi yöntemle-

rini birlikte kullanmışlar ve üst ve alt solunum yollarının benzer 

mikrobiyota kompozisyonuna sahip olduğunu ve gerek sağlıklı 

populasyonda gerekse KOAH hastalarında ağırlıklı olarak Prevotel-

la, Sphingomonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Fusobacterium, 

Veillonella, Staphylococcus, ve Streptococcus türlerinin bulundu-

ğunu bildirmişlerdir.

Kantitatif PCR (qPCR)

Nükleik asitlerin tespiti ve kantitasyonunda kullanılan DGGE ve 

T-RFLP gibi yarı-kantitatif geleneksel PCR-temelli yöntemler bir 

örnekteki mevcut DNA’nın gerçek kantitasyonunda yeterli değil-

dir. Bu amaçla geliştirilen kantitatif PCR (qPCR=gerçek-zamanlı 

PCR) ile klinik örnekteki hedef nükleik asitlerin tespitine ek olarak 

kantitasyonu da yapılabilmektedir (14). Standart PCR yönteminde 

elde edilen amplikonların agaroz jel üzerinde elektroforetik olarak 

ayrıştırıldığında oluşan bantlar sayesinde sadece hedef DNA’ nın 

varlığı veya yokluğu belirlenebilmektedir. Standart klasik PCR ile 

benzer bir teknik olan qPCR yönteminde farklı olarak PCR karı-

şımına çift zincirli DNA’ya (PCR ürününe) bağlandığında floresan 

ışıma yapan floresan boyalar veya floresan boya işaretli problar ek-

lenmekte ve bilgisayar kontrollü bir ortamda amplifikasyon süreci 

gerçek zamanlı olarak izlenebilmektedir. qPCR’ ın geliştirilmesiy-

le PCR’ ın klinik kullanımı daha da artmıştır. Bu yöntemde kısaca; 

miktarı bilinen hedefe sahip örneğin belli bir eşik değerde floresan 

verdiği PCR siklusu tespit edilip CT (CT=the threshold cycle) bir 

referans değer belirlenir ve buna göre bir standart eğri oluşturu-

lur. Klinik örneğin CT değeri standart eğriyle karşılaştırılarak hedef 

nükleik asit miktarı hesaplanmaktadır (46). Örnekteki floresan mik-

tarı ile PCR siklus sayısı logaritmik bir ölçek kullanılarak kıyaslanır 

ve örnekteki DNA miktarı, kopya sayısı bilinen pozitif kontrol ile 

oluşturulan standart eğri referans alınarak kantitatif olarak belir-

lenebilir (47). Floresan sinyal yoğunluğu örnekteki DNA miktarı ile 

orantılıdır. Aday primerler, toplam bakteri yükü bilgisi gerekiyor-

sa, tüm bakteri filumlarını kapsayacak şekilde veya tek bir filum 

ya da bakteri türünü hedef alacak şekilde tasarlanabilmektedir (14). 

Geniş kantitasyon aralığı, yüksek tekrarlanabilirlik (<% 2 standart 

sapma), yüksek duyarlılık (<5 kopya) ve yüksek özgüllük özellikleri 

nedeniyle qPCR atık su sistemleri gibi karmaşık ekosistemler de 

dahi mikrobiyal ekoloji ve mikrobiyota çalışmalarında sıklıkla tercih 

edilmektedir (39).

Yöntemin diğer avantajları arasında; filogenetik ayırım, hız ve spe-

sifik türleri hedefleyen primer dizayn edilebilme imkanı bulunmak-

tadır. Toplam mikrobiyal yükün ölçülebildiği ve doğruya en yakın 

sonuç verebilen kültür-bağımsız bir yöntemdir. Ayrıca ticari ola-

rak qPCR kitleri kolaylıkla temin edilebilmekte ve diğer teknikleri 

kullanma imkanı olmayan laboratuvarlarda da kullanılabilmektedir 
(14). Burada bahsedilmesi gereken qPCR yöntemine ait en önemli 

dezavantajlar ise elde edilecek kantitasyon verilerinin geçerliliği-
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ni etkileyebilecek PCR yönteminin genel kısıtlamalarının yanısıra, 

kapsamlı bir ön analiz yapılmadığı sürece belirli bir primer kombi-

nasyonunun olmaması ve yeni türlerin tanımlanamamasıdır. Ayrı-

ca; emek yoğun, primer/prob dizaynına zorlayıcı ve uzmanlaşma 

gerektiren bir tekniktir (39).

qPCR ile yapılan mikrobiyota çalışmalarına bakıldığında Shukla ve 

arkadaşlarının (48) araştırması dikkat çekicidir. Bu çalışmada, irritabl 

barsak sendromlu (IBS) hastalar ile sağlıklı bireylerin belirli fekal 

mikrobiyota üyelerinin kantitasyonu amacıyla qPCR yöntemi kulla-

nılmış ve çalışmanın sonuçlarına göre; genel olarak IBS hastaların-

da sağlıklı bireylere kıyasla Gram-pozitif bakterilerin azaldığı, ancak 

diğer taraftan özellikle Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides the-

taiotamicron ve Veillonella türlerinin artış gösterdiği saptanmıştır. 

Çalışılan tüm IBS hastalarında P. aeruginosa’nın artış göstermesi, 

hastalığın patofizyolojisinde bu bakterinin önemli rol oynayabile-

ceği fikrini doğurmuştur (48).

DDGE veya DNA mikrodizi gibi yarı-kantitatif sonuç veren yön-

temler ile qPCR kombinasyonu kullanılarak mikrobiyota çeşitliliği 

ve sayısal analizi konusunda çok daha detaylı bilgi elde edilebilir. 

Örneğin, Murri ve arkadaşları (49) tip 1 diyabetli çocuklar ile sağ-

lıklı çocukların barsak mikrobiyota kompozisyonundaki farklılığı 

ve kantitasyonlarını değerlendirmek amacıyla qPCR ve DDGE 

yöntemlerini birlikte kullanmışlardır. Bu çalışma tip 1 diyabet ile 

barsak mikrobiyotasının kompozisyonel değişikliğini ilişkilendiren 

ilk çalışma olup, ayrıca Firmicutes/Bacteroidetes oranının diyabetli 

gruptaki glisemik düzeyle ilişkili olduğu vurgulanmıştır. Yine aynı 

çalışmada barsak bütünlüğünün korunmasında önemli olan bak-

teri türlerinin diyabetli çocuklarda oldukça düşük sayıda olduğu ve 

dolayısıyla tip 1 diyabet gelişiminin kontrolü için barsak mikrobiyo-

tasının modifikasyonu temeline dayalı yeni stratejiler geliştirilebile-

ceği belirtilmiştir (49).

Dijital PCR (dPCR)

Digital PCR (dPCR) üçüncü jenerasyon PCR teknolojisi olarak ta-

nımlanan ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarında kullanılan yeni bir 

yöntemdir. Standart bir eğri olmadan mutlak kantifikasyon yapı-

labilmesi, artmış duyarlılık, inhibitör varlığında artmış doğruluk ve 

amplifikasyon verimliliği düşük olduğunda bile doğruya çok yakın 

kantitasyon yapılabilmesi gibi avantajları sayesinde qPCR yönte-

minde karşılaşılan kısıtlamaları bertaraf edeceği düşünülmekte-

dir(50, 51).

Dijital PCR yönteminde; bir örnekteki DNA moleküllerinin sayısı 

qPCR’ dan farklı olarak DNA amplifikasyon reaksiyonuna floresan 

bir boya eklenmeden ve PCR CT değeri ve standart eğri oluştu-

rulmadan elde edilmektedir. Bunun yerine dPCR’da amplifikasyon 

reaksiyonu; mikroplaytler, kapiller, yağ emülsiyonları veya diziler 

kullanılarak birbirinden bağımsız binlerce farklı bölmelere ayrılmış-

tır. Bölmeler oluşturulurken istenen durum her bir reaksiyon karışı-

mının ya tek bir hedef molekülü içermesi ya da hiçbirini içermeme-

sidir. Bölümlendirilmiş reaksiyonlar çoğaltılarak pozitif ve negatif 

bölmeler sayılır. Pozitif ve negatif bölme sayısına bağlı olarak da 

örnekteki hedef kopya sayısı hesaplanır (52, 53). Hedef konsantras-

yonu artınca, belirli bir bölmenin iki veya daha fazla kopya içerme 

ihtimali artacaktır ki bu durumda her bir bölmedeki hedef DNA 

sayısını ve orjinal numunedeki kopya sayısını doğru bir şekilde he-

saplamak için Poisson Yasası kullanılır (50, 54).

Bir dPCR karışımındaki DNA kopya sayısının sapmalar olmadan 

belirlenebilmesi için bazı şartların yerine getirilmesi gerekir. İlk ola-

rak hedef DNA bölmelere rastgele ve ideal olarak herbir bölmede 

birden fazla hedef molekül olmayacak şekilde dağıtılmalıdır. Buna 

bağlı olarak da klinik olarak yeterli sayıda hedef içeren örnekler 

için, Poisson Yasasına göre gerekli dilusyonların yapılabileceği 

kadar bölme (10,000 ila 100,000) gerekmektedir. Beklenen he-

def sayısı bölme sayısına eşit veya daha büyük olan örneklerde, 

doğru kantitasyon için örneğin dilusyonu gerekir. Herbirinin aynı 

sayıda hedef molekül içerebilmesi için bölmelerin aynı boyutta 

olması gerekmektedir. Son olarak da pozitif ve negatif bölmeler 

arasında net bir ayırım yapılabilmesini sağlayacak şekilde, hedef 

molekül içeren tüm bölmelerde yeterli verimlilikte amplifikasyon 

sağlanmalıdır(50,54).

Bu şartları sağlayacak çeşitli ticari dPCR platformları geliştirilmiş ve 

klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında yerini almıştır. Bunlar arasın-

da; çip üzerindeki reaksiyon kuyucuklarında örnekleri bölümlendi-

ren BioMark HD (Fluidigm, South San Francisco, CA), Clarity (JN 

Medsys, Singapore), ve QuantStudio 12K Flex and 3D Instruments 
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(Thermo Fisher, Waltham, MA) ve ayrıca yağ içinde su damlacıkları 

kullanarak örnekleri bölmelendiren RainDrop (RainDance, Billeri-

ca, MA) ile QX100 ve QX200 instruments (Bio-Rad, Hercules, CA) 

sistemleri sayılabilir. qPCR’da olduğu gibi, tüm dPCR platformla-

rında da farklı bir cihaz ile örnekten nükleik asit ekstraksiyonunun 

gerçekleştirilmesi ve PCR primer ve prob dizaynı ve konsantrasyo-

nunun optimizasyonu gerekmektedir (50, 51).

DNA Mikroarray

Mikrobiyal toplulukların profilinin çıkarılmasıyla ilgili ilk çalışmalar 

yeni nesil dizileme yöntemleri ve Sanger dizileme ile elde edilmiş 

olsa da, son yıllarda bu amaçla filogenetik mikrodizi ve DNA çip 

olarak da bilinen yüksek-çıktılı teknolojiler geliştirilmiştir. Topluluk 

üyelerinin 16S rRNA genine komplementer oligonükleotid probları 

içeren bu çipler ile örnekler ve örnek grupları arasında mikrobiyo-

ta kompozisyonunun direkt kantitatif karşılaştırılması yapılabilmek-

tedir. PhyloChip, Microbiota Array ve HITChip gibi bazı gelişmiş 

array’ler, aynı anda tek bir örnekteki yüzlerce ve binlerce filotip 

varlığını ve bolluğunu ölçebilmektedir (55). Günümüze kadarki sü-

reçte topluluk genom array’i, fonksiyonel gen array’i ve filogenetik 

mikroarray’ler de dahil olmak üzere mikrobiyal toplulukların fonk-

siyonunu ve kompozisyonunu tespit edebilecek çeşitli mikroarray 

sistemleri geliştirilmiştir (56). Topluluk genom array’leri saf kültür 

halindeki suşlardan izole edilmiş tüm genomik DNA’nın kullanılma-

sıyla oluşturulmuş ve basit ve kompleks topluluklardaki suşların ve 

tek başına türlerin tespitini sağlayacak şekilde dizayn edilmiştir (57). 

Fonksiyonel gen array’leri çeşitli biyokimyasal süreçlerde yer alan 

temel enzimleri kodlayan genlere özgü problar içermekte ve mik-

robiyal topluluklardaki fizyolojik değişikliklerin izlenmesine olanak 

sağlamaktadır (58). Fonksiyonel gen array’leri içerisinde mükemmel 

denilebilecek bir örnek GeoChip olup; karbon, azot, fosfor ve kü-

kürtün biyojeokimyasal döngüsünde yer alan genler, metal ve anti-

biyotik direnci için genler ve organik bileşiklerin biyoremidasyonu-

nu kodlayan genler için 84.000 oligonükleotid prob içermektedir 
(59, 60). Filogenetik oligonükleotid array’ler (filoarray’ler) 16S rRNA 

dizilerine komplementer problar içermekte ve böylelikle mikro-

biyota kompozisyonu yapı ve varyansının analizi için son derece 

uygundur (55). 

Yapılan çalışmalarda DNA mikrodizinin %0.00025 oranındaki bak-

teriyel DNA’yı saptayabilecek duyarlılıkta olduğu gösterilmiştir (55). 

Tekniğin avantajları hızlı, yarı-kantitatif ve örneğin aynı anda tüm 

türler için test edilebilmesidir. Aslında kalitatif olan yöntemde, hib-

ridize dizilerin yoğunluğu nicelenir ve elde edilen veriler, ayrıntılı 

istatistiki veya kantitatif analizlere tabi tutulur. Yöntemin en önemli 

dezavantajı çapraz-hibridizasyon (çok sayıda probun tek hedefe 

hibridizasyonu) ihtimalidir (14). 

Dizi Analiz Yöntemleri

Bir örnekteki 16S rRNA gen amplikonunun tanımlanması ancak 

baz çiftleri sırasının çeşitli yöntemlerle tahmin edilmesi (dizileme) 

ile sağlanabilir. Dizileme yöntemi tür seviyesindeki identifikasyon 

için altın standart yöntem olarak kabul görmektedir. Geleneksel 

yöntemlerle dizi analizi yapılırken, fosfodiester bağının oluşması 

için gerekli olan 3’-hidroksil grubu çıkarılmış nükleotid baz analog-

ları (dideoksinükleotid) kullanılmaktadır. Zincir sonlandırma yön-

temi olarak da bilinen klasik dizilemede, modifiye nükleotidler sa-

yesinde DNA polimeraz enzimi ile daha fazla nükleotid eklenmesi 

engellenmiş olmaktadır (61). Sanger dizileme yöntemi az sayıda ör-

nek çalışan çoğu laboratuvarda halen rutin olarak kullanılmaktadır. 

Ancak sindirim sistemi gibi milyonlarca sayıdaki mikroorganizmayı 

barındıran kompleks mikrobiyal ekosistemler çalışılırken, mikrobi-

yal kompozisyonun temsili bir görünümünü elde etmek için binler-

ce PCR amplikonunu tek tek klonlamak ve dizilemek gerekecektir 

ki bu da sık uygulanabilir pratik bir yaklaşım olmayacaktır. 

Mikrobiyal toplulukların etkin oranda araştırılmasında kullanılan 

mevcut çalışmaların neredeyse tamamı, çoğunlukla proteomik 

ve metabolomik gibi diğer genom ölçekli platformlar ile kombine 

edilen yüksek-çıktılı DNA dizileme çalışmalarından oluşmaktadır. 

Bin dokuz yüz yetmişlerden beri var olan DNA dizileme yöntemi; 

mikrobiyota ve/veya çevresel DNA dizilemede ek zamana ve klon 

kütüphanelerinin oluşturulmasında ekstra maliyete gerek duyuldu-

ğundan bu tarihsel süreçte yaygın olarak kullanılamamıştır (11). Mik-

robiyota çalışmalarının hızlanması için gerekli olan, tüm genom, 

shotgun ve de nova dizilemenin geliştirilmesi için ise 50 yıl daha 

beklenmesi gerekmiştir. Bu gecikmenin nedenlerinin başında, tüm 

genom dizilemesinin ve matagenomik çalışmaların yaklaşılamaz 

bir hedef olarak düşünülmesi gelmektedir. Ancak mikroelektronik 

ve yazılım alanındaki gelişmelerle birlikte insan genom projesinin 
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başlaması bu alandaki itici güç olmuştur. Yeni nesil yüksek-çıktı-

lı dizileme teknikleri 2005’den itibaren yaygınlaşmış, kompleks 

DNA içeren örneklerdeki tüm DNA’ ların hızlı ve ekonomik olarak 

dizilenmesi yapılabilir hale gelmiş ve metagenomik çalışmalar bu 

tarihten itibaren yaygınlaşmıştır (11). Bu teknolojik gelişmeler; insa-

na olan ilgiyi arttırmış ve sürekli etkileşim içerisinde olan insan ve 

mikrobiyal bileşenlerinin bir süper-organizma olarak görülmesini 

sağlamıştır. Bu tür etkileşimler karmaşık olabilmekte ve gelenek-

sel konak-patojen ve bağışıklık-virülans modellerinin çok ötesinde 

birçok seviyede ortaya çıkabilmektedir (62). Örneğin, insan geno-

munun %5-8’inin endojen retrovirüslerden oluştuğu (63), bağırsak 

bakterilerinin L-karnitin’in metabolik bozunumu yoluyla kardiyo-

vasküler hastalık riskini artırabildiği (64) ve bağırsak mikrobiyotası-

nın henüz bilinmeyen mekanizmalarla yaşlılarda daha sağlıklı bir 

hayat sağlayabildiği görülmüştür (65). Böylece insan sağlığının pek 

çok açıdan, bizimle bütünsel olan, sürekli etkileşim içerisinde ol-

duğumuz ve her yerde bulunabileceği görülen mikrobiyotamızdan 

etkilenebileceği görülmeye başlanmıştır. 

16S rRNA’nın yeni nesil dizileme teknikleriyle birleştirilmesi çok 

sayıda örneğin uygun maliyetle çalışılabilirliğini sağlamıştır. Ancak 

yine daha önce de bahsettiğimiz üzere 16S rRNA dizilenmesi ile 

ilgili; gerek primer dizaynında yaşanan zorluklar veya PCR işlemi 

sırasındaki kontaminasyon gibi sıkıntılar ve gerekse 16S rRNA 

operonunun kopya sayısının sabit olmaması gibi kısıtlamalarla 

karşılaşılmıştır. Bu kısıtlamalar 16S rRNA dizilemesinin doğruluk, 

özgüllük ve duyarlılıklarını önemli oranda etkilemiştir. 

rRNA gen analizlerinde “benzersiz” bir dizinin kesin olarak ta-

nımlanabilmesinde biyoinformatik bazı sorunlar çıkmaktadır. 16S 

rRNA geninin büyük bir bölümü son derece korunmuş dizilerden 

oluşmuş, ancak bu diziler arasında değişken ya da hiper-değişken 

diziler de bulunmaktadır ki oldukça küçük baz çiftinden oluşmuş 

bu bölgeler evrimsel süreçte çok kısa zaman diliminde değişime 

uğrayabilmektedir. Horizontal transfer, çoklu kopya veya belirsiz 

rDNA markırları ve diğer kafa karışıklığına yol açacak durumlar, 

“tür”ün biyolojik anlamını bulanıklaştırdığı gibi teknik olarak bu tarz 

problemleri çözmeyi de zorlaştırmaktadır (66). Bunun dışında, 16S 

bölgeleri tipik olarak sadece tek bir geçişle dizilenir. Bu nedenle 

de en azından bir dizileme hatası içerecek şansları vardır. Bunun 

anlamı %100 uyumlu dizilerin etiketlendirilmesi son derece tutu-

cu bir yaklaşım olup, bu tür bir yaklaşımla klonal genomların farklı 

organizmalar olarak tanımlanması kaçınılmazdır. Bu nedenle de 

bir miktar dizi farklılığına göz yumulmakta, pratikte dizi benzerlik 

eşik değeri genellikle %95, %97 veya %99 olarak alınmakta (67) ve 

neredeyse özdeş etiketlerden oluşan (ve dolayısıyla aynı genom-

lar olduğu varsayılan) kümeler Operasyonel Taksonomik Birimler 

(Operational Taxonomic Units=OTUs) veya bazen filotip olarak 

kabul edilmektedir. Yaklaşık %99 dizi benzerliği çoğunlukla tür 

düzeyini ve %97 benzerlik seviyesi ise cins düzeyinde tanımlama 

için kullanılmakla birlikte bazı bakterilerde sadece familya seviye-

sinde filogenetik gruplandırma yapılabilmektedir (67). Belirlenen bu 

OTU’lar tanımlanmış organizmalara ait veritabanları ile karşılaştırıla-

rak etiketlenir ve filogenetik tanımlamanın doğruluğu seçilecek ve-

ritabanıyla doğrudan ilişkilidir. Gen bankasındaki (GenBank, NIH) 

16S rRNA dizilerinin %5 kadarının hatalı olabileceği bildirilmiştir 
(68). Dizilerin kalite değerlendirmesi ve hizalamalarının manuel ola-

rak optimize edildiği Ribozomal Veritabanı Projesi (20), GreenGenes 
(19) ve SILVA (21) gibi veritabanları, test edilen dizilerin optimal filo-

genetik yerleşimi için çok önemlidir (62). OTU’lar daha sonra varlık/

yokluk, bolluk veya filogenetik çeşitlilik açısından analiz edilebilir. 

Topluluktaki biyomoleküler ve metabolik fonksiyonların belirlen-

mesi için, total metagenomik DNA dizilenip fonksiyona yönelik 

veritabanları ile karşılaştırılabilir veya dizilenen topluluk DNA’sı 

referans genomlar ile karşılaştırılabilir. Bu da mikrobiyal dizi var-

yantlarının ve polimorfizmlerin tanımlanmasına ve ayrıca spesifik 

organizmaların varlığı ve bolluğunun belirlenmesine olanak sağlar. 

Gelecekte, ortaya çıkacak metatranskriptomik, metaproteomik ve 

metametabolomik alanları; mikrobik topluluklardaki gen ekspres-

yonu ve etkileşimlerinin bütünsel bir resmini oluşturmaya yardımcı 

olacaktır (11).

Tüm genom dizileme, bir organizmanın fonksiyonunun kapsamlı 

bir şekilde anlaşılmasının temelini oluşturmaktadır. İlk olarak 1995 

yılında Haemophilus influenzae’nın tüm genom dizilemesi yapıl-

mış69 ve bugün Ulusal Biyoteknoloji Enstitüsü Bilgi Merkezi’nin 

(NCBI) mikrobiyal genom sitesinde listelenmiştir.

Dizileme yöntemi bazlı olarak geliştirilmiş dört ana yaklaşım şun-

lardır. 



GÜRSOY ve OTLU
Mikrobiyota Çalışmalarında Moleküler Tanı Yöntemleri 65188

Journal of BSHR
2017;1(Special Issue):56-67

Klonlanmış 16S rRNA Gen Amplikonlarının Dizilenmesi

Klonlanmış 16S rRNA geninin tamamının dizilenmesinde, dide-

oksinükleotidler ile zincir sonlandırma temeline dayanan Sanger 

yöntemi kullanılmaktadır (17). Bu şekilde mikrobiyotanın kantitatif 

ve filogenetik olarak tanımlanması ve kültürlenmemiş bakterilerin 

analiz edilmesi mümkündür. Ancak yöntemin en önemli sınırlama-

sı; çok sayıda klonun oluşturulması, işlenmesi ve analizi gerektiğin-

den pahalı ve emek-yoğun olmasıdır (14).

Yeni Nesil Dizileme

Yeni Nesil Dizileme yöntemleri, düşük maliyet ile ve hızlı bir şekilde 

dizilerin elde edildiği yöntemleri kapsamaktadır. Ticari olarak 454 

Pyrosequencing® (Roche Diagnostics GMBH Ltd, Mannheim, 

Germany), Illumina® (Illumina, San Diego, CA, USA) ve SOLiDTM 

(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) gibi versiyonları geliştiril-

miştir. Bu yeni nesil dizileme yöntemlerinde tipik olarak klonlan-

mış amplikonlar yerine, direkt DNA amplikonu ya da total topluluk 

DNA’sı kullanılır (14).

16S rRNA Gen Amplikonlarının Direkt Dizilenmesi

Çok sayıda kısmi 16S rRNA gen amplikonlarının masif paralel dizi-

lenmesinde, yani aynı anda ve aynı reaksiyon içerisinde dizilenebil-

mesi için, boncuklar (454 Pyrosequencing®), slaytlar (Illumina®) 

ve katı yüzeyler (SOLiD ™) kullanılır. Pyrosequencing ile tek sefer-

de %99 ve daha yüksek doğrulukta 500 milyon baz dizilenebil-

mektedir. Bu da Sanger dizilemenin yaklaşık iki bin katı kadar bir 

çıktı alınması demektir (14). Yöntemin diğer avantajları; filogenetik 

identifikasyon, bilinmeyen bakterilerin tespit ve/veya tanımlanma-

sı, hızlı olması ve kantitatif veri elde edilebilmesidir. Masif paralel 

dizileme orta derecede pahalı bir yöntemdir. Yeni bir mikrobiyal 

genomun yüksek standartta dizilenmesi yaklaşık 5,000$ olup, re-

ferans genomu bulunan bir türün dizilenmesi ise 500$’dan daha az 

maliyetlidir (14). 454 Pyrosequencing® yönteminin başlıca kullanım 

alanlarına; farklı hastalık durumlarındaki mikrobiyota karşılaştırma 

çalışmaları ve antibiyotiklerin mikrobiyota üzerindeki etkileri örnek 

olarak verilebilir.

Mikrobiyom shotgun dizileme ve metagenomik

16S rRNA temelli geliştirilen yöntemler sayesinde mikrobiyota 

kompozisyonuna dair bilgilerimiz artmış ve sağlıklı bireylerle çeşitli 

hastalık durumlarındaki mikrobiyota değişikliklerini görme imka-

nını yakalamış da olsak, elde edilen mikrobiyal patern ile hastalık 

arasındaki ilişkinin biyolojik ya da klinik önemi konusunda yeterli 

veri elde edilememiştir. Yani mikrobiyal patern hastalığın nedeni 

mi yoksa hastalığı etkileyen bir durum mu? Bu bağlamda bize yar-

dım edecek mikrobiyota analizindeki en yeni ve kapsamlı teknoloji 

metagenomik (çevresel genomik ya da topluluk genomiği) çalış-

malardır (14). 

Metagenomik tekniği ilk olarak 1998 yılında Handelsman tarafın-

dan toprak mikrobiyotasının araştırılması amacıyla kullanılmıştır. 

Bu tarihten itibaren de insan mikrobiyom projesi de dahil birçok 

çalışmada kullanılmaya başlamıştır. Bu teknik, örnekteki belirli 

DNA parçalarının dizilenmesi yerine tüm DNA fragmanlarının tem-

sili bir örneğinin dizilendiği tek yöntemdir (14).

Sonuç

Mikrobiyota çalışmalarının farklı uygulamaları için geliştirilmiş kan-

titatif, kalitatif veya her ikisinin bulunduğu sonuçlar verebilme po-

tansiyelinde çok sayıda moleküler teknik bulunmaktadır. Bir mikro-

biyota çalışması planlanacağı zaman, hangi tekniğin kullanılacağına 

karar verirken maliyetin ve ihtiyaç duyulan analiz derinliğinin göz 

önünde tutulması gerekmektedir. Son zamanlarda geliştirilen yük-

sek-çıktılı teknikler, mikrobiyota üyelerinin filogenetik karakterizas-

yonu ve mevcut organizmaların kantitasyonlarını sağlamaları açı-

sından avantajlıdır. Diğer yöntemlere kıyasla pahalı olmakla birlikte, 

tekniklerin maliyetleri geçmişe kıyasla düşmektedir.

İnsan mikrobiyotası ile ilgili mevcut moleküler çalışmaların çoğu, 

klinik ölçümlerle belirli OTU’ları veya organizmaları ilişkilendirmeye 

çalışan hipotezler üretmek üzere yapılmaktadır. Bunlar hastalıkların 

biyolojik belirteçleri olarak yararlı bilgiler vermektedir. Ancak 16S 

rRNA dizilemesi, tüm genom dizileme ve metagenomik çalışma-

lar ile metabolomik, metaproteomik ve metatranskriptomik gibi 

mikrobiyal topluluğun aktivitesinin ölçülmesine yönelik çalışmala-

rın kombine edilmesi ve böylece mikrobiyota-konak etkileşiminin 

gerçek anlamda ortaya konulması daha yararlı olacaktır. Bu sayede 

hastalık önleme ve yönetimi için yeni stratejiler geliştirilebilecektir.
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