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Son yillarda mikrobiyotanin insan sagligi izerine olan potansiyel etkileri hakkinda ok daha fazla veri elde edilmekte ve
bazi hastaliklarin patofizyolojisinde mikrobiyotanin rol oynadigina dair gicli bulgulara ulasiimaktadir. Bu durum, bircok
farkli tip bransinin insan mikrobiyotomuna ilgi duymasina neden olmus ve bu konudaki calismalar 6nemli dizeyde
artmistir. Boylelikle; ginimize kadar genellikle sadece patojen-odakli olarak calisan tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlari
icin insan florasinda bulunan ve patojen olmayan yizlerce bakteri, mantar ve viriistin tanimlanmasi gerekliligi ortaya
cikmistir. Sahip oldugumuz tani yontemleri icinde kiltir ve molekiler temelli yontemlerin bu alanda etkili olarak
kullanilmasi ile mikrobiyotomun sirlari agiklanmaya baslanmistir. Bu derlemede, mikrobiyota calismalarinda kullanilan
laboratuvar tani yontemleri degerlendirilerek molekdler esasli inceleme araclar hakkindaki giincel verilerin paylasilmasi
amaclanmistir..
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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 _ PrOf DI‘.. Ba."§ oty . .
health, and strong evidences have been appeared related to the roles of the microbiota on the pathophysiology of Inéni Universitesi Tip Fakiltesi
some diseases. This situation has led many medical disciplines to pay attention to the human microbiome, and the Tibbi Mikrobiyoloji AD, Malatya

number of researches on this topic has significantly increased. Therefore, a requirement has emerged for the medical
microbiology laboratories that previously used to work on the pathogen-based identifications, to identify hundreds of
non-pathogenic bacteria, fungi and viruses present in the human body floras. The secrets of microbiome have been E-mail: botlu@yahoo.com
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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Dogdugumuz anda sadece kendi dkaryotik hiicrelerimizden ibaret
olan viicudumuzun &zellikle cilt yizeyi, agiz boslugu ve bagirsak
gibi kisimlari hayatimizin ilk birkag yil igerisinde ¢ok sayida bakteri,
arke, mantar ve virUsler ile kolonize olmaktadir. Bu hicrelerin ta-
maminin olusturdugu topluluk insan mikrobiyomu olarak adlandi-
rilir ki neredeyse viicudumuzun geri kalanindaki hiicrelerin 10 kati
kadar hicre icermekte, insan genomundan ¢ok daha fazla sayida
gene sahip olmakta ve viicut agirliginin birkac kilosunu olustur-
maktadir'2.

Mikrobiyotanin insan sagligi ve hastaliklari Gizerindeki etkisi uzun
stredir bilinmekle birlikte, kiltir bagimsiz tekniklerin kullamlma-
ya basladigi 1990’ yillardan itibaren mikrobiyota-konak etkilesimi
ve mikrobiyota-hastalik iliskisi ile ilgili bilgilerimizde cok 6nem-
li artislar olmustur. Elde edilen bu yogun bilgi sonrasinda klasik
yontemlerin bu nisin sadece temsili bir ‘enstantanesini’ verebildig;
dusinilmeye baslanmistir ©. Mikrobiyota galismalarinda kullanilan
mikrobiyolojik yontemlerin tarihsel gelisimine bakildiginda; genel
olarak kiltir-temelli ydntemler ve kiltir-bagimsiz yontemler ola-
rak iki grupta incelenebilir. Bu yontemlerin sagladigi avantajlar ve
dezavantajlar Tablo’da gosterilmistir. Bu derlemede, insan mikrobi-
yom arastirmalarinda kullanilan kiltir temelli yontemler Uzerinde
kisaca durulduktan sonra molekiler esasli metotlar hakkinda son
yillarda elde edilen verilerin 6zetlenmesi amaclanmistir.

Kiiltiir-Temelli Yontemler

ilk bakteriyel kiiltir ortam, ya infiizyon ile ya da cesitli kaynaklar-
dan elde edilen etin enzimatik sindirimi ile hazirlanan sivi ortamlar
olmustur. Aslen Spallanzani tarafindan 18. yizyilda gelistirilmis ve
daha sonra 19. yiizyilda Pasteur tarafindan saflastirilmis olan bu
maddeler, insan hastalik bolgelerinden alinan klinik numuneler
icindeki bakterilerin laboratuvar ortaminda iretilmelerine olanak
vermistir. Robert Koch, bakteriyel kolonilerin Greme ve morfolojik
ozelliklerine gore ayrimini saglayacak kati kiiltir ortamlarina ihtiyag
oldugunu belirtmis ve patates dilimleri Uzerinde ilk kez koloni olu-
sumunu tanimlamistir. Koch ayni zamanda, patates dilimleri ize-
rinde sinirli sayida mikroorganizmanin Greyebildigini belirtmis ve
buyik olasilikla in-vitro kiiltire edilemeyen organizma fenomeni
ilk kez bu tarihte ortaya cikmistir . Uretilen mikroorganizmalarin
tanimlanmasi icin giinimize kadar izolatlarin in vitro ireme ozel-
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liklerinin temel alindig fenotipik tanimlama tekniklerinde dnemli
gelismeler yasanmistir. Ancak son vyillarda, “jel mikrodamla” ve
“mikrobiyal kiltiir cipleri” (microPetri dishes) gibi gelistirilen kiil-
tir yontemleri ve ko-kltir gibi yeni yaklasimlarin da kullanima
girmesiyle kiltir-temelli yontemler daha da sofistike hale gelmis-
tir 67, Yirminci yozyilin basina kadar spesifik mikrobiyal tirler;
organizmanin secilerek Uretilmesini saglayan bir takim 6zel kiltir
ortamlarina ekilmesi ile tespit edilebiliyor; ya da Gram boyama gibi
fizyolojik 6zelliklerinin hedef alindigi boyama ydntemleri, morfo-
lojik koloni ozellikleri, farkli kiiltir ortamlarinda ireme ozellikleri
ve organizmanin olusturdugu veya tikettigi metabolit 6zelliklerine
bakilarak tanimlanabiliyordu. Bu yaklasimlarla ancak Escherichia
coli ve Staphylococcus aureus gibi laboratuvar ortaminda kiltir
kolaylikla yapilabilen sinirli sayida ve bilinen mikroorganizmanin ta-
nimlanmasi mmkin olmaktaydi @. Gelistirilen kiltir teknikleriyle
bakteriyel identifikasyon son derece ucuz olsa da; emek ve zaman
yogun yontemler oldugundan ve dogada var olan toplam bakteri
cesidinin yalnizca kii¢ik bir b6lima laboratuvar ortaminda tretile-
bildiginden dolayr mikrobiyal ¢esitlilik acisindan sinirli bir bilgi sag-
lanabilmistir 7-®. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada pirodizileme
ile tespit edilmis tim fekal bakteri cinslerinin neredeyse %70’inin,
ticari bazli bilyime faktorlerinin de eklenmesiyle hazirlanan kiltir
ortamlarinda Uretilebildigi gosterilmis olsa da ©), yapilan arastirma-
larin cogunda gastrointestinal mikrobiyota Uyelerinin neredeyse
%99’unun kiltire edilemedigi belirtilmektedir @.

Kiiltir-Bagimsiz Yontemler

Gegmiste bakterilerin kiltir( temeline dayanan ydntemler saye-
sinde mikrobiyota hakkinda énemli bilgiler elde edilmis, ancak kil-
tUr-bagimsiz molekler yaklasimlarin kullaniimasiyla birlikte cogu
halen tespit edilememis mikrobiyota bilgilerimizin aslinda yanls
ve eksik oldugu gorilmistir (9. Tek tek kiltiire edilen mikroorga-
nizmalardan ¢ok direkt 6rnekten izole edilen DNA'nin analiz edil-
digi kiltor-bagimsiz teknikler; bize mikrobiyal topluluklarin birden
fazla agidan arastiriimasina imkan vermektedir. Bunlar arasinda bir
toplulukta ne kadar mikroorganizma oldugu ve topluluktaki mikro-
organizmalarin hangilerinin hangi biyolojik islevlere katki saglaya-
bilecegj, ya da sagladigini gosteren fonksiyonel metagenomikleri
sayilabilir. Boylelikle insan mikrobiyota bozukluklarinin; enflama-
tuvar bagirsak hastaliklarindan diyabete, antbiyotik-direncli en-
feksiyonlara kadar degisen hastaliklarla her gecen giin daha fazla
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iligkili oldugu gorilmis ve gerek hastaliklarin erken tespitinde bir
biyomarker gerekse tedavi alaninda iyi bir hedef olarak insan mik-
robiyotasi giinimuzdeki arastirmalarin canli bir alanini olusturmus-
tur(‘l‘l)‘

Yirmi birinci yiizyila dogru ilerledikge mikrobiyolojide kiltiir bagim-
Il yaklagimlardan ziyade, ozellikle 16S rRNA geninin dizilenmesi
gibi modern gelismelerin ardindan, saglam/canli bakteri hiicreleri-
ne ihtiyac duymayan kiltirden bagimsiz teknikler 6n plana ¢ikmis-
tir 12, Koltor yontemlerinin aksine, molekiler yéntemlerde mikro-
organizmalarin tanimlanmasi ve siniflandiriimasinda hiicre igindeki
DNA ve RNA gibi spesifik molekillerin tespiti amaclanmaktadir
3.Son derece yitksek 6zgillik ve duyarliliga sahip olan bu yon-
temler, 6zellikle de in vitro olarak Uretilemeyen organizmalar icin
ekstra avantaj saglamakta ve patojenler dogal ortamlarinda veya
patolojik materyalde kisa strede tespit edilebilmektedir 2.

Kullanilan ilk DNA-temelli yontemler arasinda; topluluktan izo-
le edilen DNAlar icerisinde, ilgilenilen genlere spesifik problarin
kullanildig) hibridizasyon teknikleri ya da dizileme 6ncesinde he-
deflenen &zel genlerin PCR ile cogaltiimasi gelmektedir. Bu ¢alis-
malar ile genis bir dizeyde cesitlilik tanimlanabilir ya da tek tek
biyokimyasal fonksiyonlarin varligi ya da yoklugu tespit edilebilir
hale gelmistir ™. Cogunlukla ribozomal RNA'nin kiigiik bir alt-
birimi olan 16S rRNA'nin dizi farkliliklarini temel alan bu teknik-
lerle; dncelikle mikrobiyotaya ait mikrobik cesitlilik, mikrobiyotay
olusturan bakteri tirlerinin kalitatif ve kantitatif verileri ve ayrica
hastalik durumlanyla iligkili mikrobiyota cesitliligindeki degijsiklikler
arastinilabilmistir 04,

Mikrobiyota analizinde kiiltir-temelli ve molekdler-temelli yontem-
lerin duyarliiginin karsilastirildig) arastirma sayisi oldukca sinirhdir.
Bunlar icinde Hayashi ve arkadaslarinin 9 yaptigi calisma dikka-
te deger veriler sunmaktadir. Bu calismaya gore, anaerob kiltir
ve 16S rRNA klon kiitiphane yontemlerini karsilastirmis; kltir
yontemi ile mikroskopta gozlenen bakteri hiicrelerinin yaklasik
%30’unun tanimlanabildigini ve dizi analizi ile tespit edilen bakteri-
lerin ise %75’inin kiltir ile saptanamadigini bildirilmistir.
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16S rRNA Belirte¢ Geni

Tipki cok hicreli bir organizmada oldugu gibi; mikrobiyomu olus-
turan mikroorganizma toplulugu da temelde her biri bagimsiz bir
genomik DNA tasiyan farkli hiicrelerin bir araya gelmesiyle olusur.
Mikrobiyal toplulugu olusturan hicreler tipik olarak klonal olarak
kabul edilse de, birbirine es genomlara sahip olmayabilmektedir.
Her hiicredeki her bir genomun tamamen dizilenmesi pratik olma-
yacag icin mikrobiyal ekolojilerin tanimlanmasinda farkli genomlari
kolaylikla ayirt edebilecek birkagc molekdler belirte¢ tanimlanmistir.
Bu belirtec, genomun tamamini dizilemeye gerek kalmadan geno-
mu temsil edebilecek dzellikteki bir DNA dizisidir ™. Ribozomal
RNA (58S, 16S ve 23S); bakteri tirleri arasinda yilksek oranda ko-
runurken, ayni zamanda filogenetik sinyaller iceren farkl bélgelere
de sahiptir. Bu sayede ribozomal RNA molekiili bakterilerin filoge-
netik identifikasyonu icin iyi bir ¢alisma laboratuvari olma 6zelligin-
dedir. Ug rRNA geni icerisinde 16S rRNA geni; PCR primerleri icin
en uygun kombinasyonlarin olusturulabilecegi korunmus bdlgeler
tasidigindan ve ayrica evrimsel kronometre gibi rol oynayan degis-
ken bolgeler icerdiginden, filogenetik identifikasyon icin diger iki
rRNA genine kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica bakteri
hicresi icerisinde binlerce kopya 16S rRNA bulundugundan, bu
gen bolgesini temel alan yontemlerin duyarliiginin da yiksek ol-
dugu bildirilmektedir 1617,

Cogunlukla 16S rRNA (transkripsiyon sonrasi) geni ya da bazen
16S rDNA olarak adlandinlan yaklasik 1,500 baz-cifti uzunlugun-
daki bu gen; bir taraftan tim bakterilerde ayni diziye sahip ve son
derece korunmus bdlgeler icermekle birlikte ayni zamanda bakte-
rilerin tir ve alt-tir seviyesinde flogenetik ayinmi ve siniflandiril-
masina imkan verecek sekilde farkli genomlar arasindaki evrimsel
uzakliga orantili olarak farklik gosteren degisken bolgelere sahip-
tir. Boylelikle 16S rDNA dizisi bir belirtegte olmasi istenen bir ¢ok
oOzelligi tastyan optimal bir ¢alisma hedefi olarak gorillmektedir
(8. By sekilde gerek kiltir izolatlar gerekse cevresel izolatlara ait
yapilmis olan sayisiz seri bulunmakta ve bunlar GreenGenes ‘),
Ribosomal Veritabani Projesi 29 ve Silva (2" da dahil olmak iizere
daha bir ¢ok veri tabaninda kayit altina alinmakta ve karsilastirma
yapilabilmektedir. 16S rRNA gen benzerligi ve DNA-DNA hibridi-
zasyon yuzdesi arasindaki iliski logaritmik bir durum sergilemekte
ve bir tir tanimlanirken (DNA hibridizasyon orani %70) dizi ben-




zerliginin %98 olmasi beklenirken @2, ayni cins igerisindeki farkl
trler arasindaki benzerligin ise %93.3-%99.9 olmasi beklenmek-
tedir @,

Floresan in-Situ Hibridizasyon (FISH)

K{ltirG yapilamayan topluluklarin ¢alisilmasinda kullanilan ilk meta-
genomik analizlerden biri floresan in-situ hibridizasyon yontemidir.
Bu yontemde DNA izolasyonu yapilmadan bir mikrobiyal topluluk-
taki hedef genlere spesifik floresan isaretli oligoniikleotid problarin
kullanilarak floresan in situ hibridizasyon (FISH) gerceklestirilir @4,
ilk olarak bir in-situ hibridizasyon (ISH) olarak gelistirilen yontem,
Giovannoni ve arkadaslari @ tarafindan rRNA’ya komplementer
radyoaktif isaretli oligonikleotid problar kullanilarak bakterilerin
mikroskobik tespiti ile bakteriyolojide kullanilmaya baslanmistir.
Daha sonra gelistirilen floresan boyalarin kullamimi ile birlikte, son
on yilda flogenetik, ekolojik, tanisal ve cevresel mikrobiyoloji ¢alis-
malarinda duyarlilg) yiksek, hizli ve gicli bir molekiler yontem
olarak yerini almistir @9,

in situ hibridizasyon ydntemiyle DNA veya RNA dizilerinin tespi-
tinde ya klonlanmis genomik problar ya da oligonikleotid problar
kullaniimaktadir. Hedef 16S rRNA dizisine komplementer floresan
isaretli oligonikleotid problarin kullanildig) yontem dogrudan klinik
ornege uygulandiginda disiik-ciktili iken bu yontem flow sitometri
gibi sistemlerle kombine edildiginde yiiksek-ciktil bir tani metodu
olarak kullanilabilmektedir 9. Yari-kantitatif ve hizli olan yontemin
en biyik dezavantaji; spesifik filum ya da tirler hedef olarak segi-
lerek prob dizayni yapildigindan dolayi hic bilinmeyen tiirlerin ta-
nimlanmasinin mimkin olmamasidir. Yontemin mindr sinirhiliklar
ise sunlardir: I1-Bazen bakterinin kendisinden kaynaklanabilen otof-
loresan materyale bagl yanlis pozitiflikler, 11-secilen hedef bolgeye
komplementer prob dizaynina bagli diisik 6zgillik, I11-bakteriyel
hiicre duvar yapisina bagl olarak disik prob penetrasyonu so-
nucu yanls negatiflikler ve IV-bakterinin iireme donemi ve/veya
bakteri tirine bagli olarak yetersiz 16S rRNA kopya sayisi nede-
niyle goézlenen disik duyarlilik @7, Giniimizde tanisal FISH tek-
niklerindeki yapilan yenilikler ile yontemin givenirliligi arttirnlmig
ve kullanict kaynakli farkliliklarin bk élcide 6niine gegilmistir.

FISH problari ile filumdan tir dizeyine kadar her tirli taksonomik
seviye hedeflenebilmektedir. Baslangicta 16S rRNA geni nedeniy-
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le bazi siirliliklar olan FISH, daha sonra topluluktaki spesifik en-
zimlerin tanimlanmasini saglayan fonksiyonel gen problarina kadar
genis bir alanda calisma olanag sunmustur @, Ozellikle, tek zincirli
DNA problari yerine peptid-niikleik asit (PNA) problarinin kullani-
mi, permeabilizasyon adimlarini ortadan kaldirp 6zginlGg artiran
onemli bir gelisme olmustur. Peptid-nikleik asit-FISH yonteminin
yuksek derecede standardizasyonu saglanmis ve klinik mikrobiyo-
lojik analizde kullaniimasi amaci icin Birlesik Devletler Gida ve ilag
idaresi (US Food and Drug Administration; FDA) ve Avrupa ilag
Ajansi (European Medicines Agency; EMEA) onayi alinmistir (29).
Bu yontemle mikrobiyota konusunda yapilmis calisma sayisi ha-
len yeterli degildir. Rochet ve arkadaslarinin (30) yaptiklar bir ¢a-
lismada; insan diski mikrobiyotomu, in-situ hibridizasyon ve flow
sitometri yontemleri ile ¢alismis ve 1. glin ve 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve
12. aylarda dondurulan fekal 6rnegin mikrobiyotasindaki kantitatif
farkliig arastirmislardir. Bu arastirmada, FISH yontemi ile dondu-
rulmus fekal 6rneklerde dahi mikrobiyota kompozisyonlarinin 8
aya kadar saptanabildigj gosterilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, 1980’lerin basinda ortaya ciktig andan itibaren, mikrobik et-
kenlerin saptanmasinda vazgegcilmez bir arag haline gelmis ve klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaya baslan-
mistir. Termostabil polimerazlarin ve yeni cihazlarin gelistirilmesiyle
tek bir hedef nikleik asidin bir saatten daha kisa stirede milyonlar-
ca kopyasi elde edilebilmektedir ¢". Mikroorganizmalarin tanim-
lanmasinda ve filogenetik arastirmalarda daha 6nce de bahsettigi-
miz mikrobiyal genomu temsil etmek Gizere 16S rRNA geni hedef
gen olarak kullanilmaktadir. Ancak tiim avantajlarinin yanisira 16S
rRNA genini hedef alan tGm PCR-temelli yontemlerin 6rnek alimi
asamasindan PCR amplikonlarinin degerlendirilmesi asamasina ka-
dar tim sureclerini kapsayan ortak bazi sinirliliklari s6z konusudur.
Uygun 6rnek alimi, transportu ve galisma stresince 6rnegin ve/
veya ekstraksiyon Uriinlerinin saklanma kosullari, tim mikrobiyota
analiz yontemlerindeki en kritik basamaktir ve bu asamalarda izle-
nen prosedir farkliliklari tim sonuclar etkileyebilme potansiyeline
sahiptir ©2. Grgnseth ve arkadaslar ¢, solunum yolu mikrobiyota
calismalarinda 6rnek alimi sirasindaki orofaringeal kontaminasyo-
nun, ozellikle alt solunum yolu mikrobiyal kompozisyonuna etki
ettigini ve bu sorunun korunmus bronkoskopik 6rnek alimi kul-
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lanilarak minimize edilebilecegjni belirtmislerdir. Yine mikrobiyal
hicrelerin farkl liziz prosedirleri nihai mikrobiyota kompozisyo-
nunu etkileyen temel basamaklardan bir digerini olusturmaktadir.
Deiner ve arkadaslar ©¥, alti farkli ekstraksiyon protokoli ve DNA
eldesinde farkli prosedirlerin kombinasyonlarini arastirmislar ve
calismanin sonucunda tekrarlanabilirligi ve givenilirligi yiksek bir
molekiler akis semasi uygulanmasi gerekliligini vurgulamuslardir.
Ornegin; tipik olarak Gram pozitif organizmalar, bakteri hiicre du-
varinin (Gram negatif bakterilerden daha kalin olan) parcalanmasi
icin daha agresif kosullar gerektirirken, ayni kosullar Gram negatif
kromozomal DNA'nin asiri pargalanmasina neden olabilmektedir
®2, Ayrica, ayni tirin Gyelerinde bile bir bakterinin tasidig 16S
rRNA gen kopya sayisi bir digerinden her zaman farkli olabilecegi
icin, bu genin kantitasyonu ile aslinda tam olarak bakteri sayisi he-
saplamak her zaman dogru olamayabilmektedir @539, ilging olarak
16S rRNA gen kopya sayisindaki bu farklilik, bakterilerin mevcut
kaynak kullanilabilirligine tepkisel olarak gelistirdigi bir ekolojik
strateji olarak yorumlanmaktadir ¢7. Amplifikasyon asamasinda,
oOzellikle de saf olmayan 6rneklerden mikrobiyal tanimlama yapi-
lacaksa, numunenin icerebilecegi PCR inhibitorlerin varligl, RNA
ile calisilacaksa, numunedeki RNase varlig), PCR artefakt ve/veya
spesifik olmayan PCR Griinlerinin olugmasi, karmasik mikrobiyo-
ta analizinde 16S rDNAnin evrensel ya da taksona spesifik PCR
amplifikasyonu icin secilecek primerin etkinlik ve 6zgilligu gibi bir
dizi sinirlamalar karsilasilabilecek temel sorunlardir 2.

Parmak-izi Analiz Yontemleri (DGGE, TGGE, T-RFLP)

Cevresel mikrobiyal topluluklarin arastirlmasinda kullanilan en
popiler yontemler; Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE), Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE) ve
Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) gibi
bir 6rnekteki DNA parcalarinin karsilastiriimasini saglayan mole-
kiler parmak-izi teknikleridir. Bu yontemlerde farkl dizi ve/veya
boyutlardaki PCR rinleri bir jel veya kapiller Gzerindeki farkl ha-
reketleriyle ayrilmaktadir ©®. Her bir bandin veya pikin farkli mik-
robiyal bir tiri temsil ettigi varsayilarak, olusan DNA paternlerinin
direkt olarak toplulugun cesitliligini yansitug kabul edilmektedir.
Ayni zamanda ilgilenilen band veya piklere ait DNA fragmanlarinin
secilip dizi analizlerinin yapilmasiyla dizinin uzunluguna bagli olarak
degisen coziindrliklerde elde edilen veriler filogenetik arastirmalar
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icin kullanilabilir ©2),

16S rRNA gen amplikon karigimi direkt olarak dogrusal artis gos-
teren formamid ve/veya tre gibi denatiire edici bir ajan gradyani
iceren poliakrilamid bir jele uygulanir. Elektroforetik bir akim uy-
gulandiginda 16S rRNA gen amplikonlan jelden asag dogru iler-
lemektedir. ilk olarak DNA parcaciklar yalnizca molekiiler agirlik-
larina gore hareket ederken, daha sonra artan denatiirleyici ajanin
etkisiyle DNA zinciri denatiire olmaya baslar. Neredeyse tamamen
denatire edildiginde ise jeldeki hareketleri duracaktir. DNA dizili-
mine bagli olarak farkh erime sicakliklar olusacak, buna bagli ola-
rak denatire edici gradyanin farkli noktalarinda hareket duracak ve
boylece farkli diziye sahip DNA parcalari birbirinden ayrilarak bant
olusumu gozlenecektir. Turler arasinda DNA dizilimi farkli oldugu
icin, bu sekilde tir ayrimi yapmak mimkindir. Bantlarnin gorinti-
lenmesi icin jel boyanip daha sonra sekans ya da prob hibridizas-
yon icin kullanilabilmektedir. Bu yontemle karisik bir 6rnekten ¢ok
sayida 16S tir ayrimi yapilabilmektedir 4.,

DGGE yontemi temelde bir hastalik ile bir digerinin ya da saglikl
bireylerin karsilastirmali calismalarinda kullanilmistir. DGGE dis-
ki gibi kompleks bir drnekte bulunan, ayni uzunlukta fakat farkl
DNA dizilerine sahip 16S rRNA geni amplikonlarinin ayrilmasinda
onemli avantajlar saglamaktadir “%. Bu konuda yapilmis calismalar
halen oldukga kisithdir. Bir aragtirmada, polikistik overli (PCOS) rat-
larda barsak mikrobiyotasinin patogenezdeki rolinin arastiriimasi
amacityla PCR-DGGE kullaniimig ve PCOS’ lularda saglikli kont-
rollere kiyasla Lactobacillus, Ruminococcus ve Clostridium tirleri
daha disik bulunmus, Prevotella tirlerinin ise daha fazla oranda
oldugu tespit edilmistir “V. Ayrica, PCOS’lu ratlara Lactobacillus
ve fekal transplantasyon uygulamasi sonrasinda hem PCOS bulgu-
larinin kaybolmaya basladigi ve hem de barsak mikrobiyota Gyele-
rinin normal seviyelere eristigi rapor edilmistir. Calismada barsak
mikrobiyota disbiyozunun PCOS patogenezi ile iliskili oldugu ve
tedavide fekal mikrobiyota ve Lactobacillus transplantasyonunun
oldukga etkili oldugu vurgulanmistir “?.

Alioua ve arkadaslari “? bakteriyel vajinozisli ve saglikli gebelerde
Lactobacillus tirlerinin dagilimini karsilastirmak amaciyla DGGE ve
16S rRNA gen dizileme yontemlerini kullanmislar ve vajinal bakteri




florasinda Lactobacillus baskinliginin bakteriyel vajinozis insidan-
siyla negatif korelasyona sahip oldugunu saptamislardir. Bu calis-
mada ayrica Enterococcus faecalis’in vajinal ekosistemdeki denge-
sizligin bir gostergesi oldugu ve L. iners ve L. delbruekii tiirlerinin
vajinanin savunmasi igin kritik rol oynadigi vurgulanmstir.

Hem hizli hem de ¢ok sayida 6rnegin analiz edilebildigi bir yontem
olan DGGE teknigjnin dezavantajlari ise PCR temelli sikintilar ve
dizileme veya prob hibridizasyon yapilmadan direkt filogenetik bir
tanimlamanin mimkin olmamasidir. TGGE yontemi de DDGE’ye
benzer bir mantikla calisan mikrobiyota analiz yontemlerinden
olup, denatire edici gradyan jel yerine dogrusal bir sicaklik grad-
yani kullanilmaktadir (4.

T-RFLP yontemi restriksiyon endonikleaz enzimleriyle kesilen
16S rRNA gen amplikonlarinin olusturdugu pargaciklarin analizi
temeline dayanir. Her bakteri taksonu icin belli bir molekiler agr-
liga sahip bir terminal restriksiyon fragmani olusur ve dolayisiyla
kompleks bir bakteri toplulugu analiz edildiginde boyutu farkli olan
bir dizi DNA fragmani elde edilmis olur. Bu terminal fragmanin
PCR sirasinda floresan ile isaretlenmesiyle mikrobiyal topluluk-
taki cesitlilik karsilastirilabilmekte ve mikrobiyotadaki degiskenlik
analiz edilebilmektedir “%. Yari-kantitatif, hizli ve ucuz bir yontem
olan T-RFLP'de filogenetik tanimlamanin yapilamamasi en dnemli
dezavantaji olusturmaktadir. Ancak T-RFLP; fragman boyutunun
hangi cins ya da tire ait oldugunu tespit edebilmek icin 16S rRNA
klon kitiphane analizi ile kombine olarak uygulanabilmekte ve bu
kisitlama bertaraf edilebilmektedir 4. Zakharkina ve arkadaslari
9 saglikli bireylerin ve kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH)
olan kisilerin akcigerlerindeki mikrobiyota kompozisyonunu ana-
liz etmek amaciyla; T-RFLP ve klon kitiphane analizi yontemle-
rini birlikte kullanmislar ve Ust ve alt solunum yollarinin benzer
mikrobiyota kompozisyonuna sahip oldugunu ve gerek saglik
populasyonda gerekse KOAH hastalarinda agrlikli olarak Prevotel-
la, Sphingomonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Fusobacterium,
Veillonella, Staphylococcus, ve Streptococcus tiirlerinin bulundu-
gunu bildirmislerdir.

Kantitatif PCR (QPCR)
Nikleik asitlerin tespiti ve kantitasyonunda kullanilan DGGE ve
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T-RFLP gibi yari-kantitatif geleneksel PCR-temelli yontemler bir
ornekteki mevcut DNA'nin gergek kantitasyonunda yeterli degil-
dir. Bu amagla gelistirilen kantitatif PCR (qPCR=gergek-zamanl
PCR) ile klinik rnekteki hedef nikleik asitlerin tespitine ek olarak
kantitasyonu da yapilabilmektedir . Standart PCR yonteminde
elde edilen amplikonlarin agaroz jel izerinde elektroforetik olarak
aynistinldiginda olusan bantlar sayesinde sadece hedef DNA’ nin
varhgl veya yoklugu belirlenebilmektedir. Standart klasik PCR ile
benzer bir teknik olan qPCR yonteminde farkli olarak PCR kari-
simina ¢ift zincirli DNA'ya (PCR Uriiniine) baglandiginda floresan
1sima yapan floresan boyalar veya floresan boya isaretli problar ek-
lenmekte ve bilgisayar kontroll bir ortamda amplifikasyon siireci
gercek zamanli olarak izlenebilmektedir. qPCR’ in gelistirilmesiy-
le PCR’ in klinik kullanimi daha da artmistir. Bu yontemde kisaca;
miktari bilinen hedefe sahip drnegin belli bir esik degerde floresan
verdigi PCR siklusu tespit edilip CT (CT=the threshold cycle) bir
referans deger belirlenir ve buna gore bir standart egri olusturu-
lur. Klinik 6rnegin CT degeri standart egriyle karsilastirilarak hedef
niikleik asit miktar hesaplanmaktadir “9. Ornekteki floresan mik-
tari ile PCR siklus sayisi logaritmik bir dlcek kullanilarak kiyaslanir
ve ornekteki DNA miktari, kopya sayisi bilinen pozitif kontrol ile
olusturulan standart egri referans alinarak kantitatif olarak belir-
lenebilir “?. Floresan sinyal yogunlugu 6rnekteki DNA miktari ile
orantiidir. Aday primerler, toplam bakteri yiki bilgisi gerekiyor-
sa, tim bakteri filumlarini kapsayacak sekilde veya tek bir filum
ya da bakteri tirini hedef alacak sekilde tasarlanabilmektedir %,
Genis kantitasyon aralig;, yiksek tekrarlanabilirlik (<% 2 standart
sapma), yuksek duyarlilik (<5 kopya) ve yiksek 6zgiillik 6zellikleri
nedeniyle gPCR atik su sistemleri gibi karmasik ekosistemler de
dahi mikrobiyal ekoloji ve mikrobiyota ¢calismalarinda siklikla tercih
edilmektedir ©?.

Yontemin diger avantajlari arasinda; filogenetik ayirim, hiz ve spe-
sifik tirleri hedefleyen primer dizayn edilebilme imkani bulunmak-
tadir. Toplam mikrobiyal yikin 6lcilebildigi ve dogruya en yakin
sonug verebilen kiltiir-bagimsiz bir yontemdir. Ayrica ticari ola-
rak qPCR kitleri kolaylikla temin edilebilmekte ve diger teknikleri
kullanma imkani olmayan laboratuvarlarda da kullanilabilmektedir
(49, Burada bahsedilmesi gereken qPCR yontemine ait en 6nemli
dezavantajlar ise elde edilecek kantitasyon verilerinin gecerliligj-
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ni etkileyebilecek PCR yonteminin genel kisitlamalarinin yanisira,
kapsamli bir 6n analiz yapilmadig) strece belirli bir primer kombi-
nasyonunun olmamasi ve yeni tirlerin tanimlanamamasidir. Ayri-
ca; emek yogun, primer/prob dizaynina zorlayici ve uzmanlasma
gerektiren bir tekniktir ).

qPCR ile yapilan mikrobiyota ¢alismalarina bakildiginda Shukla ve
arkadaslarinin “® arastirmasi dikkat cekicidir. Bu calismada, irritabl
barsak sendromlu (IBS) hastalar ile saglikli bireylerin belirli fekal
mikrobiyota Uyelerinin kantitasyonu amaciyla qPCR ydntemi kulla-
nilmis ve calismanin sonuglarina gére; genel olarak IBS hastalarin-
da saglikli bireylere kiyasla Gram-pozitif bakterilerin azaldig), ancak
diger taraftan 6zellikle Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides the-
taiotamicron ve Veillonella tirlerinin artis gdsterdigi saptanmustir.
Calisilan tim IBS hastalarinda P. aeruginosa’nin artis gostermesi,
hastaligin patofizyolojisinde bu bakterinin dnemli rol oynayabile-
cegi fikrini dogurmustur 9.

DDGE veya DNA mikrodizi gibi yari-kantitatif sonu¢ veren yon-
temler ile QPCR kombinasyonu kullanilarak mikrobiyota cesitliligi
ve sayisal analizi konusunda cok daha detayl bilgi elde edilebilir.
Ornegin, Murri ve arkadaslar “? tip 1 diyabetli cocuklar ile sag-
Iikli cocuklarin barsak mikrobiyota kompozisyonundaki farklig
ve kantitasyonlarini degerlendirmek amaciyla qPCR ve DDGE
yontemlerini birlikte kullanmislardir. Bu ¢alisma tip 1 diyabet ile
barsak mikrobiyotasinin kompozisyonel degisikligini iliskilendiren
ilk caligma olup, ayrica Firmicutes/Bacteroidetes oraninin diyabetli
gruptaki glisemik dizeyle iliskili oldugu vurgulanmistir. Yine ayni
calismada barsak bitinliginin korunmasinda 6nemli olan bak-
teri torlerinin diyabetli cocuklarda oldukca diisiik sayida oldugu ve
dolayistyla tip 1 diyabet gelisiminin kontrolG igin barsak mikrobiyo-
tasinin modifikasyonu temeline dayali yeni stratejiler gelistirilebile-
cegi belirtilmigtir 2.

Dijital PCR (dPCR)

Digital PCR (dPCR) Giclincii jenerasyon PCR teknolojisi olarak ta-
nimlanan ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan yeni bir
yontemdir. Standart bir egri olmadan mutlak kantifikasyon yapi-
labilmesi, artmis duyarlilik, inhibitér varliginda artmis dogruluk ve
amplifikasyon verimliligi diisiik oldugunda bile dogruya cok yakin
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kantitasyon yapilabilmesi gibi avantajlarn sayesinde qPCR yonte-

minde karsilasilan kisitlamalari bertaraf edecegi diisinilmekte-
dir®. 51,

Dijital PCR yonteminde; bir 6rnekteki DNA molekillerinin sayisi
qPCR’ dan farkli olarak DNA amplifikasyon reaksiyonuna floresan
bir boya eklenmeden ve PCR CT degeri ve standart egri olustu-
rulmadan elde edilmektedir. Bunun yerine dPCR’da amplifikasyon
reaksiyonu; mikroplaytler, kapiller, yag emdlsiyonlari veya diziler
kullanilarak birbirinden bagimsiz binlerce farkli bolmelere ayrilmis-
tir. Bolmeler olusturulurken istenen durum her bir reaksiyon karigi-
minin ya tek bir hedef molek{lU icermesi ya da higbirini icermeme-
sidir. Bolimlendirilmis reaksiyonlar ¢ogaltilarak pozitif ve negatif
bolmeler sayilir. Pozitif ve negatif bdlme sayisina bagli olarak da
ornekteki hedef kopya sayisi hesaplanir 2 5%, Hedef konsantras-
yonu artinca, belirli bir béimenin iki veya daha fazla kopya icerme
ihtimali artacaktir ki bu durumda her bir bélmedeki hedef DNA
sayisini ve orjinal numunedeki kopya sayisini dogru bir sekilde he-
saplamak icin Poisson Yasasi kullanilir 6059,

Bir dPCR kangimindaki DNA kopya sayisinin sapmalar olmadan
belirlenebilmesi icin bazi sartlarin yerine getirilmesi gerekir. ilk ola-
rak hedef DNA bdlmelere rastgele ve ideal olarak herbir béimede
birden fazla hedef molekiil olmayacak sekilde dagitilmalidir. Buna
bagli olarak da klinik olarak yeterli sayida hedef iceren 6rnekler
icin, Poisson Yasasina gore gerekli dilusyonlarin yapilabilecegi
kadar bélme (10,000 ila 100,000) gerekmektedir. Beklenen he-
def sayisi bolme sayisina esit veya daha biyik olan 6rneklerde,
dogru kantitasyon icin 6rnegin dilusyonu gerekir. Herbirinin ayni
sayida hedef molekdl icerebilmesi icin bélmelerin ayni boyutta
olmasi gerekmektedir. Son olarak da pozitif ve negatif bolmeler
arasinda net bir ayinm yapilabilmesini saglayacak sekilde, hedef
molekdl iceren tim boélmelerde yeterli verimlilikte amplifikasyon
saglanmalidirs®sY,

Bu sartlari saglayacak cesitli ticari JPCR platformlari gelistirilmis ve
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yerini almistir. Bunlar arasin-
da; cip Uzerindeki reaksiyon kuyucuklarinda érnekleri bolimlendi-
ren BioMark HD (Fluidigm, South San Francisco, CA), Clarity (JN
Medsys, Singapore), ve QuantStudio 12K Flex and 3D Instruments




(Thermo Fisher, Waltham, MA) ve ayrica yag icinde su damlaciklari
kullanarak 6rnekleri bolmelendiren RainDrop (RainDance, Billeri-
ca, MA) ile QX100 ve QX200 instruments (Bio-Rad, Hercules, CA)
sistemleri sayilabilir. qPCR’da oldugu gibi, tim dPCR platformla-
rinda da farkli bir cihaz ile 6rnekten niikleik asit ekstraksiyonunun
gerceklestirilmesi ve PCR primer ve prob dizayni ve konsantrasyo-
nunun optimizasyonu gerekmektedir 059,

DNA Mikroarray

Mikrobiyal topluluklarin profilinin ¢ikarilmasiyla ilgili ilk calismalar
yeni nesil dizileme yontemleri ve Sanger dizileme ile elde edilmis
olsa da, son yillarda bu amagla filogenetik mikrodizi ve DNA c¢ip
olarak da bilinen yiiksek-giktili teknolojiler gelistirilmistir. Topluluk
Uyelerinin 16S rRNA genine komplementer oligoniikleotid problari
iceren bu cipler ile drnekler ve drnek gruplan arasinda mikrobiyo-
ta kompozisyonunun direkt kantitatif karsilastinlmasi yapilabilmek-
tedir. PhyloChip, Microbiota Array ve HITChip gibi bazi gelismis
array’ler, ayni anda tek bir 6rnekteki yizlerce ve binlerce filotip
varligini ve bollugunu dlgebilmektedir ©9. Giinimize kadarki su-
recte topluluk genom array’i, fonksiyonel gen array’i ve filogenetik
mikroarray’ler de dahil olmak tzere mikrobiyal topluluklarin fonk-
siyonunu ve kompozisyonunu tespit edebilecek cesitli mikroarray
sistemleri gelistirilmistir ¢9. Topluluk genom array’leri saf kultir
halindeki suslardan izole edilmis tim genomik DNA’nin kullanilma-
siyla olusturulmus ve basit ve kompleks topluluklardaki suslarin ve
tek basina torlerin tespitini saglayacak sekilde dizayn edilmistir ©7.
Fonksiyonel gen array’leri cesitli biyokimyasal sireglerde yer alan
temel enzimleri kodlayan genlere 6zgl problar icermekte ve mik-
robiyal topluluklardaki fizyolojik degisikliklerin izlenmesine olanak
saglamaktadir ©®. Fonksiyonel gen array’leri icerisinde mikemmel
denilebilecek bir drnek GeoChip olup; karbon, azot, fosfor ve ki-
kirtiin biyojeokimyasal dongiisiinde yer alan genler, metal ve anti-
biyotik direnci icin genler ve organik bilesiklerin biyoremidasyonu-
nu kodlayan genler icin 84.000 oligoniikleotid prob icermektedir
.60 Filogenetik oligonikleotid array’ler (filoarray’ler) 16S rRNA
dizilerine komplementer problar icermekte ve bdylelikle mikro-
biyota kompozisyonu yapi ve varyansinin analizi icin son derece
uygundur ©9,

Yapilan ¢alismalarda DNA mikrodizinin %0.00025 oranindaki bak-
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teriyel DNA'y1 saptayabilecek duyarlilikta oldugu gosterilmistir ¢9.
Teknigin avantajlan hizli, yar-kantitatif ve 6rnegin ayni anda tim
turler icin test edilebilmesidir. Aslinda kalitatif olan yontemde, hib-
ridize dizilerin yogunlugu nicelenir ve elde edilen veriler, ayrintili
istatistiki veya kantitatif analizlere tabi tutulur. Yontemin en 6nemli
dezavantaji gapraz-hibridizasyon (cok sayida probun tek hedefe
hibridizasyonu) ihtimalidir 4.

Dizi Analiz Yontemleri

Bir ornekteki 16S rRNA gen amplikonunun tanimlanmasi ancak
baz ciftleri sirasinin gesitli yontemlerle tahmin edilmesi (dizileme)
ile saglanabilir. Dizileme yontemi tir seviyesindeki identifikasyon
icin altin standart yontem olarak kabul gdrmektedir. Geleneksel
yontemlerle dizi analizi yapilirken, fosfodiester baginin olusmasi
icin gerekli olan 3’-hidroksil grubu ¢ikarilmis nikleotid baz analog-
lari (dideoksinikleotid) kullanilmaktadir. Zincir sonlandirma yon-
temi olarak da bilinen klasik dizilemede, modifiye nikleotidler sa-
yesinde DNA polimeraz enzimi ile daha fazla niikleotid eklenmesi
engellenmis olmaktadir ©". Sanger dizileme yontemi az sayida 6r-
nek calisan cogu laboratuvarda halen rutin olarak kullaniimaktadir.
Ancak sindirim sistemi gibi milyonlarca sayidaki mikroorganizmay
barindiran kompleks mikrobiyal ekosistemler calisilirken, mikrobi-
yal kompozisyonun temsili bir gorinimini elde etmek icin binler-
ce PCR amplikonunu tek tek klonlamak ve dizilemek gerekecektir
ki bu da sik uygulanabilir pratik bir yaklagim olmayacaktir.

Mikrobiyal topluluklarin etkin oranda arastinimasinda kullanilan
mevcut calismalarin neredeyse tamami, cogunlukla proteomik
ve metabolomik gibi diger genom 6lgekli platformlar ile kombine
edilen yiksek-ciktil DNA dizileme calismalarindan olusmaktadir.
Bin dokuz yuz yetmislerden beri var olan DNA dizileme yontemi;
mikrobiyota ve/veya cevresel DNA dizilemede ek zamana ve klon
kitUphanelerinin olusturulmasinda ekstra maliyete gerek duyuldu-
gundan bu tarihsel stregte yaygin olarak kullanilamamistir ™. Mik-
robiyota ¢alismalarinin hizlanmasi icin gerekli olan, tim genom,
shotgun ve de nova dizilemenin gelistirilmesi icin ise 50 yil daha
beklenmesi gerekmistir. Bu gecikmenin nedenlerinin basinda, tim
genom dizilemesinin ve matagenomik calismalarin yaklasilamaz
bir hedef olarak diisinilmesi gelmektedir. Ancak mikroelektronik
ve yaziim alanindaki gelismelerle birlikte insan genom projesinin
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baslamasi bu alandaki itici giic olmustur. Yeni nesil yiksek-¢ikti-
I dizileme teknikleri 2005'den itibaren yayginlasmis, kompleks
DNA iceren 6rneklerdeki tim DNA’ larin hizl ve ekonomik olarak
dizilenmesi yapilabilir hale gelmis ve metagenomik calismalar bu
tarihten itibaren yayginlasmistir ™. Bu teknolojik gelismeler; insa-
na olan ilgiyi arttirmis ve stirekli etkilesim icerisinde olan insan ve
mikrobiyal bilesenlerinin bir stiper-organizma olarak gorilmesini
saglamistir. Bu tUr etkilesimler karmasik olabilmekte ve gelenek-
sel konak-patojen ve bagisiklik-viriilans modellerinin ¢ok tesinde
bircok seviyede ortaya cikabilmektedir 2. Ornegin, insan geno-
munun %5-8’inin endojen retrovirislerden olustugu ©3, bagirsak
bakterilerinin L-karnitin’in metabolik bozunumu yoluyla kardiyo-
vaskiler hastalik riskini artirabildigi ©* ve bagirsak mikrobiyotasi-
nin heniz bilinmeyen mekanizmalarla yashlarda daha saglkli bir
hayat saglayabildigi gérilmustir ©9. Boylece insan sagliginin pek
cok acidan, bizimle bitinsel olan, sirekli etkilesim icerisinde ol-
dugumuz ve her yerde bulunabilecegi gorillen mikrobiyotamizdan
etkilenebilecegi gorilmeye baslanmustir.

16S rRNA'nin yeni nesil dizileme teknikleriyle birlestirilmesi cok
sayida 6rnegin uygun maliyetle calisilabilirligini saglamistir. Ancak
yine daha 6nce de bahsettigimiz iizere 16S rRNA dizilenmesi ile
ilgili; gerek primer dizayninda yasanan zorluklar veya PCR islemi
sirasindaki kontaminasyon gibi sikintilar ve gerekse 16S rRNA
operonunun kopya sayisinin sabit olmamasi gibi kisitlamalarla
karsilasiimistir. Bu kisitlamalar 16S rRNA dizilemesinin dogruluk,
0zgUlltk ve duyarliliklarini dnemli oranda etkilemistir.

rRNA gen analizlerinde “benzersiz” bir dizinin kesin olarak ta-
nimlanabilmesinde biyoinformatik bazi sorunlar cikmaktadir. 16S
rRNA geninin biyik bir b6limi son derece korunmus dizilerden
olusmus, ancak bu diziler arasinda degisken ya da hiper-degisken
diziler de bulunmaktadir ki oldukca kiiciik baz ciftinden olusmus
bu bdlgeler evrimsel sirecte ¢cok kisa zaman diliminde degisime
ugrayabilmektedir. Horizontal transfer, coklu kopya veya belirsiz
rDNA markirlari ve diger kafa kansikligina yol acacak durumlar,
“t0r”0n biyolojik anlamini bulaniklastirdig) gibi teknik olarak bu tarz
problemleri ¢bzmeyi de zorlastirmaktadir 9. Bunun disinda, 16S
bolgeleri tipik olarak sadece tek bir gecisle dizilenir. Bu nedenle
de en azindan bir dizileme hatasi icerecek sanslari vardir. Bunun
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anlami %100 uyumlu dizilerin etiketlendirilmesi son derece tutu-
cu bir yaklasim olup, bu tir bir yaklagimla klonal genomlarin farkli
organizmalar olarak tamimlanmasi kaginilmazdir. Bu nedenle de
bir miktar dizi farkliigina géz yumulmakta, pratikte dizi benzerlik
esik degeri genellikle %95, %97 veya %99 olarak alinmakta ©” ve
neredeyse 6zdes etiketlerden olusan (ve dolayisiyla ayni genom-
lar oldugu varsayilan) kimeler Operasyonel Taksonomik Birimler
(Operational Taxonomic Units=OTUs) veya bazen filotip olarak
kabul edilmektedir. Yaklasik %99 dizi benzerligi cogunlukla tir
dizeyini ve %97 benzerlik seviyesi ise cins dizeyinde tanimlama
icin kullaniimakla birlikte bazi bakterilerde sadece familya seviye-
sinde filogenetik gruplandirma yapilabilmektedir 7). Belirlenen bu
OTU’lar tammlanmis organizmalara ait veritabanlari ile karsilastirila-
rak etiketlenir ve filogenetik tanimlamanin dogrulugu segilecek ve-
ritabaniyla dogrudan iliskilidir. Gen bankasindaki (GenBank, NIH)
16S rRNA dizilerinin %5 kadarinin hatali olabilecegj bildirilmistir
©®. Dizilerin kalite degerlendirmesi ve hizalamalarinin manuel ola-
rak optimize edildigi Ribozomal Veritabani Projesi @9, GreenGenes
19 ve SILVA @ gibi veritabanlari, test edilen dizilerin optimal filo-
genetik yerlesimi icin cok 6nemlidir 2. OTU’lar daha sonra varlik/
yokluk, bolluk veya filogenetik cesitlilik agisindan analiz edilebilir.
Topluluktaki biyomolekiler ve metabolik fonksiyonlarin belirlen-
mesi icin, total metagenomik DNA dizilenip fonksiyona yonelik
veritabanlar ile karsilastirilabilir veya dizilenen topluluk DNAsI
referans genomlar ile karsilastirilabilir. Bu da mikrobiyal dizi var-
yantlarinin ve polimorfizmlerin tanimlanmasina ve ayrica spesifik
organizmalarin varlig) ve bollugunun belirlenmesine olanak saglar.
Gelecekte, ortaya ¢ikacak metatranskriptomik, metaproteomik ve
metametabolomik alanlari; mikrobik topluluklardaki gen ekspres-
yonu ve etkilesimlerinin bitiinsel bir resmini olusturmaya yardimci
olacaktir (™.

Tum genom dizileme, bir organizmanin fonksiyonunun kapsaml
bir sekilde anlasiimasinin temelini olusturmaktadir. ilk olarak 1995
yilinda Haemophilus influenzae’nin tim genom dizilemesi yapil-
mis®® ve bugiin Ulusal Biyoteknoloji Enstitisi Bilgi Merkezi’nin
(NCBI) mikrobiyal genom sitesinde listelenmistir.

Dizileme ydntemi bazli olarak gelistirilmis dort ana yaklagim sun-
lardir.




Klonlanmis 16S rRNA Gen Amplikonlarimin Dizilenmesi
Klonlanmis 16S rRNA geninin tamaminin dizilenmesinde, dide-
oksinikleotidler ile zincir sonlandirma temeline dayanan Sanger
yontemi kullanilmaktadir . Bu sekilde mikrobiyotanin kantitatif
ve filogenetik olarak tanimlanmasi ve kiltirlenmemis bakterilerin
analiz edilmesi mimkindir. Ancak yontemin en 6nemli sinirlama-
si; cok sayida klonun olusturulmasi, islenmesi ve analizi gerektigin-
den pahali ve emek-yogun olmasidir (4,

Yeni Nesil Dizileme

Yeni Nesil Dizileme yontemleri, dissik maliyet ile ve hizli bir sekilde
dizilerin elde edildigi yontemleri kapsamaktadir. Ticari olarak 454
Pyrosequencing® (Roche Diagnostics GMBH Ltd, Mannheim,
Germany), lllumina® (lllumina, San Diego, CA, USA) ve SOLIDTM
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) gibi versiyonlan gelistiril-
mistir. Bu yeni nesil dizileme yontemlerinde tipik olarak klonlan-
mis amplikonlar yerine, direkt DNA amplikonu ya da total topluluk
DNA'si kullanilir 4,

16S rRNA Gen Amplikonlarinin Direkt Dizilenmesi

Cok sayida kismi 16S rRNA gen amplikonlarinin masif paralel dizi-
lenmesinde, yani ayni anda ve ayni reaksiyon icerisinde dizilenebil-
mesi icin, boncuklar (454 Pyrosequencing®), slaytlar (Illumina®)
ve kati yiizeyler (SOLID ™) kullanilir. Pyrosequencing ile tek sefer-
de %99 ve daha yilksek dogrulukta 500 milyon baz dizilenebil-
mektedir. Bu da Sanger dizilemenin yaklasik iki bin kati kadar bir
cikti alinmasi demektir 4. Yontemin diger avantajlari; filogenetik
identifikasyon, bilinmeyen bakterilerin tespit ve/veya tanimlanma-
sl, hizl olmasi ve kantitatif veri elde edilebilmesidir. Masif paralel
dizileme orta derecede pahali bir yontemdir. Yeni bir mikrobiyal
genomun yilksek standartta dizilenmesi yaklasik 5,000$ olup, re-
ferans genomu bulunan bir tirin dizilenmesi ise 500$°dan daha az
maliyetlidir 9. 454 Pyrosequencing® yonteminin baslica kullanim
alanlarina; farkll hastalik durumlarindaki mikrobiyota karsilastirma
calismalari ve antibiyotiklerin mikrobiyota Uzerindeki etkileri drnek
olarak verilebilir.

Mikrobiyom shotgun dizileme ve metagenomik
16S rRNA temelli gelistirilen yontemler sayesinde mikrobiyota
kompozisyonuna dair bilgilerimiz artmis ve saglikli bireylerle cesitli
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hastalik durumlarindaki mikrobiyota degijsikliklerini gérme imka-
nini yakalamis da olsak, elde edilen mikrobiyal patern ile hastalik
arasindaki iliskinin biyolojik ya da klinik 6nemi konusunda yeterli
veri elde edilememistir. Yani mikrobiyal patern hastaligin nedeni
mi yoksa hastaligi etkileyen bir durum mu? Bu baglamda bize yar-
dim edecek mikrobiyota analizindeki en yeni ve kapsamli teknoloji
metagenomik (cevresel genomik ya da topluluk genomigj) calis-
malardir (9,

Metagenomik teknigi ilk olarak 1998 yilinda Handelsman tarafin-
dan toprak mikrobiyotasinin arastirilmasi amaciyla kullanilmistir.
Bu tarihten itibaren de insan mikrobiyom projesi de dahil bircok
calismada kullanilmaya baslamistir. Bu teknik, drnekteki belirli
DNA parcalarinin dizilenmesi yerine tim DNA fragmanlarinin tem-
sili bir 6rneginin dizilendigi tek yontemdir 4.

Sonug

Mikrobiyota ¢alismalarinin farkl uygulamalari igin gelistirilmis kan-
titatif, kalitatif veya her ikisinin bulundugu sonuglar verebilme po-
tansiyelinde ¢ok sayida molekiler teknik bulunmaktadir. Bir mikro-
biyota calismasi planlanacag) zaman, hangi teknigin kullanilacagina
karar verirken maliyetin ve ihtiyag duyulan analiz derinliginin goz
oniinde tutulmasi gerekmektedir. Son zamanlarda gelistirilen yik-
sek-ciktil teknikler, mikrobiyota tyelerinin filogenetik karakterizas-
yonu ve mevcut organizmalarin kantitasyonlarini saglamalari aci-
sindan avantajlidir. Diger yontemlere kiyasla pahali olmakla birlikte,
tekniklerin maliyetleri gecmise kiyasla dismektedir.

insan mikrobiyotasi ile ilgili mevcut molekiiler calismalarin ¢ogu,
klinik 6lcimlerle belirli OTU’lari veya organizmalari iliskilendirmeye
calisan hipotezler Uretmek Uzere yapilmaktadir. Bunlar hastaliklarin
biyolojik belirtecleri olarak yararli bilgiler vermektedir. Ancak 16S
rRNA dizilemesi, tim genom dizileme ve metagenomik calisma-
lar ile metabolomik, metaproteomik ve metatranskriptomik gibi
mikrobiyal toplulugun aktivitesinin él¢ilmesine yonelik ¢alismala-
rin kombine edilmesi ve bdylece mikrobiyota-konak etkilesiminin
gercek anlamda ortaya konulmasi daha yararli olacaktir. Bu sayede
hastalik dnleme ve yonetimi icin yeni stratejiler gelistirilebilecektir.
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