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oz

Amag:Bu ¢aligmada, “Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmas1” olusturularak 16S ribozomal
RNA (rRNA) Amplikon Dizileme (AD) stratejisine dayali Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi
kullanilarak gerceklestirilen bakteriyel topluluk analizlerinden elde edilen verilerin daha
verimli kullanilabilmesi amag¢lanmustir.

Gereg ve Yontem:Calismamizda, 96 insan bagirsak mikrobiyota orneginin 16S rRNA
genlerinin V3-V4 bolgeleri Illumina MiSeq sistemi kullanilarak gift-sonlu dizileme
yontemiyle dizilenmistir. Biyoinformatik analizler QIIME 2 agik kaynakli yazilimi ile
gergeklestirilmistir.

Bulgular:16S rRNA AD kosumundaki 96 6rnegin tamaminin 16S rRNA V3-V4 bolgeleri
bagariyla dizilenmistir. Calismanin sonunda toplam okuma 23.42 M, kiimelenme yogunlugu
883 K/mm?, filtreyi gegen kiime yogunlugu % 92.13, kalite skorlar1 ise > Q30 = % 76,7 olarak
tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde ettigimiz veriler ve ¢alisma siirecinde olusan tecriibe
ve bilgi birikimimiz sonucunda laboratuvarimiz tarafindan bir Bakteriyel Topluluk Analiz
Algoritmasi olusturulmustur.

Sonug:“Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastirma Laboratuvari
Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmas:” laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz ¢alismalarin
ayni standartlarda ve kargilastirilabilir olmast igin kullanilacaktir. Bu algoritmanin
tilkemizdeki aragtirmacilar igin bir referans niteliginde olacagini diisiinmekteyiz.
Ayrica farkli merkezlerin bu algoritmayr kullanmalari durumunda elde edilecek veriler
laboratuvarimizin verileriyle ve bu protokolii kullanan tilkemizdeki veya Diinyadaki diger
merkezlerin verileriyle karsilastirilabilir olacaktir. Bu sekilde iilkemizdeki insan bagirsak
mikrobiyotasi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin veriminin ve elde edilen verilerin degerinin
arttirllmasina katkida bulunmayi hedefliyoruz.

Anahtar Kelimeler:16S rRNA, bagirsak mikrobiyotasi, Yeni Nesil Dizileme

ABSTRACT

Objective:This study aims to more efficiently use the data obtained from a bacterial
community analysis performed using next-generation sequencing based on the 16S
ribosomal RNA (rRNA) amplicon sequencing (AS) strategy by creating a bacterial
community analysis algorithm.

Materials and Methods:The V3-V4 16S rRNA hypervariable regions of 96 human gut
microbiota samples were sequenced using the Illumina MiSeq system by the paired-end
sequencing method. Bioinformatics analysis was performed by the QIIME 2 open-source
software.

Results:The V3-V4 16S rRNA hypervariable regions of 96 gut samples were sequenced
successfully using 16S rRNA AS. At the end of the study, the total reading was 23.42 M, the
cluster density was 883 K/mm?2, the cluster density passing the filter was 92.13%, and the
quality scores were >Q30 = 76.7%. Our laboratory created a bacterial community analysis
algorithm from the data we have obtained in this study and based on our experience and
knowledge during the study process.
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Conclusion: Our bacterial community analysis algorithm will be used to carry out similar studies in our laboratory within the same,
comparable standards. We believe that this algorithm will serve as a reference for researchers in Turkey. In addition, if different
research centers will use this algorithm, their data will be comparable to those of our laboratory and other centers in our country and
the world using the same protocol. In this way, we can help increase the efficiency of studies and the value of the data obtained from
the human gut microbiota.

Keywords: 16S rRNA, gut microbiota, next-generation sequencing
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GIRIS

Bilinen en eski canli formu olan mikroorganiz-
malar, ekstrem kosullar dahil olmak {izere hemen
hemen her kogsulda ve ¢cevrede yasamlarini siirdiire-
bilmektedir. Gliniimiizde tiim canlilarin yasaminin
devamlilig1 mikroorganizmalara baglidir. Insanlar da
yasamlarinin her déneminde ¢evrelerinde ve viicut-
larinda bulunan mikroorganizmalarla etkilesim i¢in-
dedir. Bu etkilesim o kadar yiiksektir ki insan, bir¢ok
organizmanin (memeli hiicresi, bakteri, virus, man-
tar, parazit) birlikteliginden olusan bir supra-orga-
nizma olarak tanimlanmaktadir (1,2). Mikroorga-
nizmalar cesitli ¢evrelere uyum saglayarak bu
cevrelerin kosullarina 6zgii topluluklar olustururlar.
Bakteriler, arkealar, mantarlar, viruslar ve protistler-
den olusan ve sicak su kaynaklarindan insan bagir-
sagina kadar ¢ok gesitli 6zel gevrelerde yasayan bu
mikrobiyal topluluklar “Mikrobiyota” olarak adlan-
dirilmaktadir (3,4). Insan viicudunun oro-nazo-fa-
rengeal bolge, deri, gastrointestinal sistem gibi fark-
1 bolgelerinde farkli mikrobiyal topluluklar
bulunmaktadir. Bu mikrobiyal topluluklarin her biri
konakla etkilesim i¢cindedir ve insan saglig1 iizerinde
dogrudan etkilidir (5). Ornegin insan bagirsak mik-
robiyotasi, insan bagirsaginin fizyolojik fonksiyon-
lar1 ve normal anatomik gelisiminin yanisira beyin,
metabolik ve immun sistem gibi diger organ ve sis-
temler agisindan anahtar rol oynamaktadir. Ayrica
insan bagirsak mikrobiyotasindaki bazi mikroorga-
nizmalar insan saghig1 acisindan énemli proteinleri
kodlamakta, bazi vitaminleri ve kisa zincirli yag asit-
lerini sentezlemekte, ilaglar1 ve cevresel toksinleri
metabolize etmektedir (6). Insan sagligi mikrobiyo-
tayla insan viicudu arasinda kurulan homeostatik ve
dengeli iliskiyle yakindan ilgilidir. Bu kompleks ilis-
ki ve denge bozuldugunda yani mikrobiyal kompo-
zisyon ve aktiviteler normal ve yararli durumdan
anormal ve insan saglig1 icin potansiyel zararli ola-
bilecek duruma geldiginde disbiyoz olarak adlandi-
rilan durum ortaya ¢ikar (7). Disbiyoza neden olabi-
lecek ¢ok cesitli faktdrler bulunmaktadir. Ornegin
insan bagirsak mikrobiyotasindaki disbiyozun geli-
siminde kotli beslenme, antibiyotik kullanimyi, stres
gibi bircok faktoriin etkili oldugu bilinmektedir. Bu

stirecte mikrobiyota kompozisyonunda degisikler
meydana gelir ve bu degisimlerin alkol-dis1 hepatit,
tip 2 diyabet, obezite, atopi, astim, kanser, inflama-
tuvar bagirsak hastaligi, huzursuz bagirsak sendromu,
Alzheimer gibi bir¢ok hastalikla iligkili oldugu gos-
terilmistir (6,7,8,9).

Mikroorganizmalarin birbirinden bagimsiz olarak
diistinemeyecegimiz gevre, insan ve diger canlilarin
saglig1 tizerindeki etkilerinin 6nemi anlasildikea,
6zellikle mikrobiyota kompozisyonlarinin sistematik
ve fonksiyonel olarak tanimlanmas bilim diinyasinin
en 6nemli ve ilgi ¢ekici konularindan biri haline gel-
mistir. Mikrobiyal topluluklarda baskin olarak bulu-
nan mikroorganizmalar bakterilerdir (4). Bu neden-
le mikrobiyota calismalar1 bakteri topluluklar:
tizerinde yogunlasmaktadir. Bu ¢aligmalarda genel
olarak mikrobiyal topluluklardaki bakterilerin ta-
nimlanmast, topluluklardaki zenginliklerinin ve yo-
gunluklarinin belirlenmesi, yapisal 6zelliklerinin
tanimlanmasi, trettikleri metabolitlerin topluluk
igindeki ve disindaki etkilerinin incelenmesi, konak-
la veya bulundugu cansiz ¢evreyle etkilesimlerinin
anlagilmasi hedeflenmektedir. Insan mikrobiyotasin-
daki bakteriyel topluluklarla ilgili de 6zellikle bagir-
sak mikrobiyotas: tizerinde bir¢ok caligma yiirttiil-
mektedir. Insanlarda gelisen bagirsak disbiyozunun
tedavisi i¢cin mikrobiyotadaki zararl tiirlerin 6ldii-
riilmesi, yararl tiirlerin agilanmasi, immun cevabin
uyarilmasi veya mikrobiyotanin zararli metabolitle-
rinin ve aktivitelerinin ilaglarla zayiflatilmas: gibi
yollarin etkili olacagi yoniinde goriisler bulunmak-
tadir ve mikrobiyotanin hastaliklarin tani ve tedavi-
sinde 6nemli bir rol oynayabilecegi 6rnegin mikro-
biyota odakli terapiler gelistirilebilecegi
ongoriilmektedir (10). Ayni1 zamanda insan mikro-
biyotasinin bakteriyel kompozisyonundaki degisim-
ler hastaliklarla iliskilendirildigi i¢in bu degisimleri
ve bakteriyel topluluklarin normal yapisini dogru ve
hassas sekilde tanimlamak olduk¢a 6nemli bir konu-
dur. Dinamik bir yapiya sahip olan insan mikrobiyo-
ta kompozisyonunun tanimlanmasiyla bakteriyel
topluluklarin saglikta ve hastalikta nasil degistigi,
baskin bakteri gruplarinin hangileri oldugu, biyobe-
lirteg olarak yararlanabilecek bakteri gruplar: veya
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tiirleri belirlenebilir. Bu konularla ilgili yapilan ¢ok
sayida ¢aligma bulunmasina ragmen hala saglikli
insan mikrobiyotasi kavrami net degildir ve disbiyo-
zisin hastaliklarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldu-
gu yoniinde arastirmacilar arasinda goriis birligi
bulunmamaktadir (11). Bakteriyel kompozisyonlarin
tanimlanmasina yonelik yapilan ¢alismalar bu konu-
larin aydinlatilmasina da katk: saglamaktadr.
Mikrobiyal topluluklarin kiiltiirden bagimsiz ta-
nimlanmas, ilk kez 1997 yilinda 16S ribozomal RNA
(rRNA) geni kullanilarak Sanger dizileme teknoloji-
siyle gerceklestirilmistir. Bundan itibaren 16S rRNA
gen dizileme bakteriyel topluluk analizleri i¢in altin
standart olarak kabul edilmektedir (12). 1997 yilindan
giiniimiize kadar 16S rRNA gen dizileme i¢in kulla-
nilan teknolojilerde biiyiik degisimler olmustur. Bi-
rinci Nesil Dizileme olarak da adlandirilan Sanger
Dizileme Teknolojisiyle yapilan 16S rRNA gen dizi-
leme ¢aligmalar1 bakteriyel topluluklarin analizinde
devrim niteliginde olsa da bu yontemin klonlama
adimina ihtiya¢ duymasi ve ayni anda birden fazla
bakteri dizisinin ¢aligilamamasi 6nemli sinirlayici
faktorler arasinda yer almaktadir (13). 2005 yilinda
Ikinci Nesil Dizileme veya Yeni Nesil Dizileme (YND)
olarak adlandirilan teknolojinin kullanilmaya bas-
lanmasiyla bakteriyel topluluk analizlerinde yeni bir
donem baslamistir ve karmagik mikrobiyotalarin
mikrobiyal cesitliliginin analizi i¢cin biiyiik bir avan-
taj saglanmistir (5). Bu teknoloji ile ¢ok sayida or-
nekten binlerce dizi ayn1 anda dizilenebilmekte ve
Sanger dizileme teknolojilerindeki sinirlandirmalar:
ortadan kaldirarak arastirmacilara zaman kazandir-
makta, maliyetleri diistirmekte ve yliksek ¢iktili veri
sunmaktadir. 16S rRNA Amplikon Dizileme (AD)
stratejisine dayanan YND teknolojileriyle gercekles-
tirilen metagenomik analizler konvansiyonel yon-
temlere gore cok daha hassas ve diisiik maliyetli ola-
rak bakteriyel topluluklarin tanimlanmasini ve
kargilastirilmasini saglamaktadir (14). 2011 yilinda
YND teknolojilerine gore daha uzun okuma yapan
ve daha yiiksek ¢iktisi olan Ugiincii Nesil Dizileme
teknolojisi ad1 verilen bir dizileme teknolojisi kulla-
nilmaya baglanmistir. Baglarda maliyet ve okuma hata
oraninin yitksekligi nedeniyle YND teknolojilerinin

gerisinde kalan bu teknoloji yillar i¢inde gelistirilerek
bu dezavantajlar bityiik oranda ortadan kaldirilmis-
tir. Bu yeni teknoloji ile 16S rRNA geninin tamami
dizilenebildigi i¢in YND teknolojisine gore daha
dogru taksonomik ve filogenetik ¢oziiniirliik elde
edilebilmektedir. Ayrica daha diisiik maliyetle, daha
hizli ve daha yiiksek veri ¢iktisi saglanmaktadir. An-
cak bu teknolojiyle elde edilen verilerin analizi i¢in
tasarlanan araglarin azligi, sinirli kalitede 16S rRNA
dizilerinin elde edilmesi (diisiik okuma dogrulugu)
nedeniyle YND teknolojileri i¢in tasarlanan mevcut
analiz araglariyla kisitl analiz gerceklestirilebilmesi
Ugiincii Nesil Dizileme teknolojisinin énemli sinir-
layic1 faktorleridir (13,15). Glintimiizde insan mik-
robiyotasindaki bakteri topluluklarinin analizinde en
yaygin olarak 16S rRNA AD stratejisine dayanan
YND teknolojileri kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, laboratuvarimizda insan bagirsak
mikrobiyotasinin 165 rRNA AD stratejisine dayal: YND
teknolojisi kullanilarak gerceklestirilen analizleri so-
nucunda insan bagirsak mikrobiyota calismalari igin
“Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmast” olusturul-
mustur. Bu algoritma laboratuvarimizda gerceklestir-
digimiz ¢aligmalarin ayni standartlarda ve karsilagtiri-
labilir olmasi i¢in kullanilacaktir. Ayrica farkl
merkezlerin bu algoritmay: kullanmalar1 durumunda
elde edilecek veriler laboratuvarimizin verileriyle ve bu
protokolii kullanan diger merkezlerin verileriyle kar-
silagtirilabilir olacaktir. Bu sekilde tilkemizdeki insan
bagirsak mikrobiyotast ile ilgili yapilan ¢alismalarin
veriminin ve elde edilen verilerin degerinin arttirilma-

sina katkida bulunmay: hedefliyoruz.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Toplanmasi, On Hazirlig1 ve
Saklanmasi

Bu ¢alisma i¢in I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan (Tarih:12.05.2017,
Say1:09 ) izin alindi. Téim goniillillerden yazili bilgi-
lendirilmis onam alindi. Digki 6rneklerinin toplan-
mast icin uygun steril kaplar kullanildi. Ornekler
laboratuvara mobil sogutucu dolap ile nakledildi.
Ornekler laboratuvar tarafindan teslim alindiktan
sonra etiketlendi ve hassas terazide tartildi. Seward
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Stomacher (Seward, Ingiltere) cihazi ile homojenize
edilen ornekler cryo tiiplere aktarildiktan sonra -80
°C sogutucuda DNA izolasyonlar1 gerceklestirilene
kadar saklandi.

Bakteriyel Genomik DNA izolasyonu

Homojenize diski 6rneklerinin bakteriyel genomik
DNA (gDNA) izolasyonu “QIAamp PowerFecal DNA
Isolation Kit (Qiagen, Almanya)” kullanilarak kit
protokoliiniin yonergelerine gore gerceklestirildi.
Elde edilen gDNA o6rneklerinin jel elektroforez go-
rintiileri alinarak, spektrofotometrik ve florometrik
yolla 6l¢ctimleri gerceklestirildi. Calisma igin yeterli
kalite ve miktarda olan DNA 6rnekleri -20 derece
sogutucuda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ana-
lizleri i¢in sakland.

16S rRNA Amplikon Dizileme

Bu ¢alismada 96 6rnegin 16S rRNA genlerinin
V3-V4 bolgeleri [llumina MiSeq sistemi (Illumina,
Kaliforniya, ABD) kullanilarak ¢ift-sonlu dizileme
(2x.300 bp) yontemiyle MiSeq Reagent Kit v3 (600
cycle) (Illumina, Kaliforniya, ABD) kullanilarak di-
zilendi. Bu ydntemin sirasiyla Amplikon PZR, Amp-
likon PZR tiriinlerinin saflastirilmasi, Indeks PZR,
Indeks PZR {iriinlerinin saflastirilmasi, Normalizas-
yon, Kiitiiphane Denatiirasyonu ve Ornek Yiikleme
asamalar1 “Illumina MiSeq sistemi i¢in 16S &rnek
hazirlama rehberinin” yonergelerine gore gercekles-
tirildi (16). Amplikon PZRda 16S rRNA V3-V4 gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in universal primerler
(341F-805R) kullanildi (17). Saflastirilan Amplikon
PZR iirtinlerine dizileme adaptérlerinin ve indeks-
lerin (dual index) baglanmast icin Indeks PZR islemi
“Nextera XT index primerleri ([llumina, Amerika)”
kullanilarak gerceklestirildi. Saflastirilan Indeks PZR
driinlerinin ¢ift zincirli DNA miktar1 florometrik
yontemle dl¢iildii (Qubit 3.0 florometre cihazi-Qubit
dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit ((Life Tech-
nologies, Ingiltere)). Olgiimleri yapilan 6rneklerin
normalizasyonu gerceklestirildikten sonra DNA kii-
tiiphanelerinden bir havuz (pool) olusturuldu. 4 nM
havuz, 0.2 N NaOH’le denatiire edildikten sonra elde
edilen denatiire kiitiiphane 5 pmol konsantrasyona

diltie edildi ve reagent kartugsa (MiSeq Reagent
Kit v3 (600 cycle)) yiiklenerek illumina Miseq siste-
minde dizileme islemi ger¢eklestirildi.

Biyoinformatik Analizler

[llumina MiSeq ile gergeklestirilen 16S rRNA AD
kosumundan elde edilen verilerin biyoinformatik
analizi “Illumina MiSeq Reporter Software (Illumina,
Amerika)” ve “Quantitative Insights Into Microbial
Ecology - QIIME 2” a¢ik kaynakli yazilim1 kullani-
larak gergeklestirildi. Taksonomik siniflandirma igin
SILVA rRNA veri bankas1 (SILVA-138) kullanildi.
Alfa ve beta ¢esitlilik analizleri QIIME 2 yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi.

Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmasinin
Olusturulmasi

Laboratuvarimizda bakteriyel topluluk analizleri
i¢in kullanilan 16S rRNA AD y6nteminin her asa-
masinin optimizasyon ¢aligmalar: tamamlandiktan
sonra asil ¢aligmaya gegilerek 16S rRNA AD islemi
gerceklestirildi. Bu ¢aligmada elde ettigimiz tecriibe
ve bilgi birikimi sonucunda “Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobi-
yota Aragtirma Laboratuvari Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmas1” olusturuldu.

BULGULAR

[llumina Miseq sisteminde gerceklestirilen 16S
rRNA AD kosumu “Sequence Analysis Viewer (Illu-
mina, Amerika)” programuile takip edildi. Kosumun
sonunda toplam okumanin 23.42 M, kiimelenme
yogunlugunun 883 K/mm?, filtreyi gegen kiime yo-
gunlugunun %92.13, kalite skorlarinin ise > Q30 =
%76,7 oldugu goriildii. Ornek basina en yiiksek top-
lam okuma 474.572 iken en diisiik toplam okuma
96.611dir. Calismanin sonunda 16S rRNA AD kosu-
mundaki 96 6rnegin tamaminin 16S rRNA V3-V4
bolgeleri basariyla dizilendi. MiSeq Reporter tarafin-
dan olusturulan fasta formatindaki fastq dosyalar:
QIIME 2 yazilimiyla gerceklestirilen biyoinformatik
analizlerde kullanild1. Ik olarak okumalarin kalite
kontrolleri gerceklestirildi. Q skoru 20’nin altinda
olan diisiik kalitedeki okumalar filtrelendi. Cift son-
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lu okumalar birlestirildikten sonra diisiik kaliteli ve
kimerik diziler uzaklastirildi. Ardindan temsili Islev-
sel Taksonomik Birimler (Operational Taxonomic
Unit - OTU) belirlenerek SILVA veri bankastyla kar-
silagtirildi. Bu gekilde tamamlanan taksonomik ana-
liz sonrasinda alfa ve beta cesitlilik ile istatistiksel
analizler QIIME 2’nun alt programlariyla belirlendi.

16S rRNA AD ¢aligmasinin tamamlanmasinin
ardindan bundan sonraki ¢caligmalarimizin birbiriy-
le karsilastirilabilir olmasi ve farkli merkezlerde ya-
pilan calismalara referans olarak birden fazla merke-
zin verilerinin kargilagtirilabilmesi amaciyla “Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Aras-
tirma Laboratuvari Bakteriyel Topluluk Analiz Algo-
ritmas1” olusturuldu (Sekil 1).

TARTISMA

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Niitrisyon ve Mikrobiyota Aragtirma Laboratuvarrn-
da yapilan insan bagirsak mikrobiyotas: bakteriyel
topluluk analizleri igin 16S rRNA AD stratejisine da-
yali YND teknolojisini kullanmaktayiz ve bu yéntemin
tiim asamalarini hizmet alimi olmaksizin kendi biin-
yemizde gerceklestirmekteyiz. 16S rRNA AD strateji-
sine dayali YND yontemi yurtdisinda birgok labora-
tuvarda rutin olarak uygulanmakla birlikte tilkemizde
bu konuda ¢alisan laboratuvar sayis1 azdir. Ozellikle
yontemin tiim agamalarini kendi biinyesinde gercek-
lestiren laboratuvar sayisi cok sinirlidir. 165 rRNA AD
caligmast i¢in kullanilan sarflarin ve cihazlarin yurt
disindan gelmesi yontemin iilkemizde uygulanmasimin
maliyetini arttirmaktadir. Ancak orneklerin daha az
maliyet icin yurt disina goénderilmesi de giivenlik za-
afiyeti olugturmakta ve bu alanda tilkemizde nitelikli
personel yetismesini zorlastirmaktadir. Ayrica tilke-
mizde insan mikrobiyotast ile ilgili yapilan ¢aligma
sayist oldukea azdir. Diinyada ise bu konunun ¢aligil-
dig1 cok sayrida merkez bir¢ok ¢alisma yiiriitmektedir.
Ulkemizde insan mikrobiyota ¢aligmalarinin sayisinin
artmas, tilkemize 6zgii verilerin olusturulmasini sag-
larken, mikrobiyota odakli tani ve tedavi ¢aligmalar:
ile biyobelirteg ve probiyotik olarak kullanilabilecek
tiirlerin tespitine yonelik ¢alismalar i¢in de veri sagla-
yarak literatiire 6nemli katkilarda bulunacaktir. Bu

nedenlerle iilkemizde yapilan insan mikrobiyota ¢a-
lismalar1 hem ekonomik hem de nitelik agisindan
oldukga degerlidir. insan mikrobiyota ¢alismalarinda
bir bagka 6nemli husus da yiiksek emek gerektiren ve
mali yiikii olan bu ¢aligmalarin verilerinin karsilagti-
rilabilir olmasidir. Elde edilen verilerin bagka bir ¢a-
ligmanin verileri ile kargilagtirilabilir olmast icin her
iki caliymanin da ayni protokolii kullanmas: gerek-
mektedir. 16S rRNA AD ¢alismalarinin hemen hemen
her asamasi farkli yaklagimlarla caligilabilir. Bu yakla-
simlarin herhangi birine dogru veya yanlis kavramla-
riyla bakamamakla birlikte her yaklagimin digerine
gore avantajlar1 veya dezavantajlar1 bulundugunu bil-
mek gerekir. Bu nedenle 6zellikle bu alanda yeni ¢a-
lismaya baglayan arastirmacilarin literatiir verilerini
esas alarak en giincel ve en ¢ok tercih edilen yéntem-
leri uygulamalari en dogru karar olacaktir. 16S rRNA
AD stratejilerine dayal: YND teknolojisi ile gergekles-
tirilen bakteriyel topluluk ¢alismalarinda kullanilan
yontemlerin tamami analiz sonuglarini dogrudan et-
kilemektedir. Bu nedenle laboratuvarlar kendi i¢lerin-
de de verilerin karsilagtirilabilir olmast i¢in tiim ¢alis-
malarini ayni standartlarda ve ayni protokolleri
uygulayarak gerceklestirmelidir. Bir bagka sorun da
bu ¢alismalarin hizmet alimi seklinde gerceklestiril-
mesidir. Yine ¢alisma verilerinin karsilastirilabilir ol-
mast i¢cin hizmet alim1 seklinin degismemesi gerek-
mekte, ek olarak laboratuvar digindaki uygulamalar
kontrol edilemeyecegi icin olasi hatalar ve yontem
degisiklikleri arastirmaci tarafindan kabul edilmis ol-
maktadir. Tim bu nedenlerle laboratuvarimizda yii-
rittiigimiiz calismalar dogrultusunda insan bagirsak
mikrobiyota ¢alismalari icin bir “Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmasr” olusturduk. Bu algoritmayi hazir-
larken kullandigimiz yontemlerin literatiirde en ¢ok
kullanilan ve refere edilen yontemler olmasina 6zen
gosterdik. Bu sekilde verilerimizi literattirdeki ¢alis-
malarla kargilagtirma sansimizi arttirmayi hedefledik.

Bir¢ok insan bagirsak mikrobiyota ¢alismasinda
ornekleme ve DNA izolasyon asamalari en az dikkat
edilen asamalardir. Ancak bu agamalarda segilen y6n-
tem ve prosediirler dizileme ¢iktilarini direkt etkile-
mektedir. Ornekleme asamasinda 6rneklerin isleme
alinmadan 6nce ne kadar siire kag derece sicaklikta
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bekletildigi, 6rnekler dondurulduysa kag derecede ne
kadar stire bekletildigi ve birden fazla dondurma-¢oz-
me isleminin yapilip yapilmadigi, 6rneklerin DNA
izolasyonu veya dondurma islemleri 6ncesinde homo-
jenize edilip edilmedigi, havayla ne kadar siire temas
ettigi ve ne kadar 6rnek alindig: gibi gesitli faktorler
bakteri gesitliliginin tespiti ve 16S rRNA AD ¢iktilar
acisindan 6nemlidir (18,19,20). Bu nedenle aragtirma-
cilar calismalarini laboratuvar kapasitelerini goz oniin-
de bulundurarak planlamaly, 6rnekler i¢in uygun sak-
lama ortamini mutlaka saglamalidir. Bununla birlikte
DNA izolasyon yonteminin se¢imi de bakteriyel top-
luluk yapisinin belirlenmesinde 6nemli bir yer tutar.
Bakterilerin hiicre yapilarindaki farkliliklar ve fegeste
bulunan ¢esitli PZR inhibitorleri nedeniyle DNA izo-
lasyon y6nteminin hem tiim bakterilerin DNA izolas-
yonu i¢in uygun olmasi hem de inhibitérleri ortamdan
uzaklastirabilmesi gerekir. Segilen DNA izolasyon
yontemi dizileme ¢iktilar1 tizerinde olumsuz etkilere
ve dolayisiyla mikrobiyal gesitliligin hatali temsiline
neden olabilir (19,21). Yapilan ¢aligmalarda 6rneklerin
saklanma seklinin, 6rnege uygulanan 6n islemlerin ve
farkli DNA izolasyon yéntemlerinin metagenomik
calismalarin dizileme ¢iktilarinda farkliliklara neden
oldugu gosterilmistir (18,19,20,21,22). Planlanan ¢a-
lismalarda 6rneklerin ayni yontemle hazirlanmasi
onemlidir ve ozellikle karsilastirmali ¢alismalarda
farkli yontemle hazirlanan 6rneklerin analizinde bu
durumun goz dniinde bulundurulmas: gereklidir (23).
Bu nedenlerle algoritmamizin 6rnek toplama, 6n ha-
zirlik ve saklama adimlarini literatiirde en ¢ok tercih
edilen yontemlere gore tasarladik. DNA izolasyon
yontemi i¢inse yine literatiirde en gok kullanilan tica-
ri kitlerden olan QIAamp Power Fecal DNA Isolation
Kiti kullanmay tercih ettik (21).

16S rRNA AD yonteminin ger¢eklestirildigi birden
fazla YND teknolojisini kullanan platform bulunmak-
tadir ve her birinin kullandig: teknolojide farkliliklar
vardir. Bu platformlardan ilki Roche 454 dizileme
sistemidir ve pirodizileme temellidir. Bu sistemin
okuma hata oranlarinin yiiksek olmasi ve 6rnek ha-
zirlama prosediirlerinin uzun olmasi nedeniyle 2013
yilinda tiretimi durdurulmugstur. Illumina, Ion Torrent,
ve SOLiD ¢aligmalarda siklikla tercih edilen diger

YND platformlaridir. fon Torrent yar1 iletken dizileme
teknolojisini kullanirken SOLID ligasyon yoluyla di-
zileme yontemini kullanmaktadir. Illumina ise sen-
tezle dizileme kimyasini kat1 bir yiizey tizerinde ger-
¢eklesen koprii amplifikasyonu ile birlestirerek
kullanir. Bu teknolojiler arasinda Illumina platformu
ozellikle gift-sonlu (paired-end) okuma uzunlugunu
arttirmasindan sonra daha iyi ¢iktilar olusturmasi ve
daha diisiik maliyetli olmasi nedeniyle aragtirmacilar
tarafindan daha ¢ok tercih edilir olmustur. Diinyada
YND ¢aligmalarinin %90’ nindan fazlasi Illumina plat-
formuyla gergeklestirilmistir ve bu platform bir stan-
dart haline gelerek lider konuma ge¢mistir
(13,24,25,26). Bu nedenlerle calismalarimizda kulla-
nilacak platformun Illumina olmasina karar verdik.

16S rRNA geninde korunmus bolgeler iceren ve
yliksek derece degiskenlik (hypervariable) gosteren 9
bolge bulunmaktadir. 16S rRNA AD yontemi genellik-
le YND dizileme teknolojilerinin sinirlandirmalarindan
dolay1 16S rRNA geninin degisken bir veya birkag bol-
gesinin ¢ogaltilmasina dayanir. Laboratuvarlar 16S rRNA
geninin hedef bolge se¢imini literatiirde yaymlanan
veriler dogrultusunda ve kullandiklar1 YND teknoloji-
sinin sinirlandirmalarini goz éniinde bulundurularak
belirlerler. Bakteriyel topluluk ¢alismalarimiz i¢in bu
bolgelerden hedef bolge olarak literatiirde en ¢ok tercih
edilen, veri bankalarinda en ¢ok dizisi bulunan ve Illu-
mina platformuyla gerceklestirilecek 2x300 bg cift-son-
lu okuma i¢in en uygun hedef bolge olan V3-V4 asir1
degisken bolgeleri secilmistir (25,26,27,28).

Bakteriyel topluluk analiz algoritmamizda biyoin-
formatik analizler i¢in literatiirde en ¢ok tercih edilen
analiz araglarindan olan QIIME 2 yazilimini ve en
giincel veri bankasi olan SILVA veri bankasini tercih
ettik. Biyoinformatik analizlerde tercih edilen analiz
araclarinin ve veri bankalarinin birbirleri arasinda
cesitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir ve bu
durum analiz sonuglarini dogrudan etkilemektedir.
Bunun yaninda bu araglari kullanan aragtirmacilarin
analizlerdeki yontem tercihleri de analiz sonuglarinda
farkliliklara neden olmaktadir (29,30). Bununla bir-
likte 16S rRNA AD kosumu gergeklestirilip ham veri
elde edildikten sonra arastirmaci bu verileri istedigi
kadar aragla analiz edip istedigi veri bankalaryla kar-

164 Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Ekim 2020; Cilt 3, Sayi 3



Sever Kaya D, Saka B

silagtirma sansina sahiptir. Biyoinformatik analizler
deneysel asamalar gibi geri doniisiimsiiz degildir. Bir-
den fazla analiz yontemi kullanip kullanmamak aras-
tirmacinin elindedir. Ancak bu sekilde bir calisma i¢in
harcanan zaman ve emek yaninda farkli veri bankala-
rindan elde edilen verilerin kargilagtirilamamasi, fark-
l1 analiz araglarinin verilerinin karsilastirilma gticliigii
diisiiniildigiinde tek bir analiz stratejisi tizerinde yo-
gunlagsmak daha dogru bir yaklasim olacaktir.

Sonug olarak 16S rRNA AD ¢aligmasi i¢in yontem-
leri belirledikten sonra laboratuvarimizda bu yontem-
lerin optimizasyon ¢aligmalarini tamamladik. Ardindan
16S rRNA AD ¢aligmasini bagariyla tamamladik ve bu
calisma dogrultusunda “Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastir-
ma Laboratuvar: Bakteriyel Topluluk Analiz Algorit-
masint” olusturduk. Bu algoritmanin iilkemizdeki aras-
tirmacilar igin bir referans niteliginde olacagini
diisiinmekteyiz. Ayrica arastirmacilar bu algoritmayi
cahismalarinda uyguladiklar: takdirde elde ettikleri ve-
rilerle laboratuvarimizdaki veriler karsilastirilabilecegi
i¢in ilkemizde az sayida gerceklestirilen insan bagirsak
mikrobiyota ¢caligmalarinin ve elde edilen verilerin daha
degerli hale gelmesine katkida bulunmay1 hedefliyoruz.
Bununla birlikte olusturdugumuz ‘Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmasi' diinyada en ¢ok kullanilan yontem-
ler goz 6ntinde bulundurularak hazirlandig: icin bu
algoritmay1 kullanan aragtirmacilar verilerini literatiir-
deki pek ¢cok ¢alismayla da kargilastirma imkanina sahip
olacaktir. Ek olarak bu ¢alismada, YND teknolojisi kul-
lanilarak gerceklestirilen 16S rRNA amplikon dizileme
yonteminin temelleri ile literatiirde en ¢ok tercih edilen
uygulama sekli ve veri analiz yontemleri hakkinda bil-
gi verilmektedir. Bu sekilde tilkemizde daha fazla aras-
tirmacinin bu konuya ilgi duymasini saglayarak, bu
konuda yapilacak caligmalarin artmasina da katkida
bulunmay1 hedefliyoruz.
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