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Bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklara bagli olarak oral mikrobiyal kompozisyondaki degisiklik
dis ciirtiklerine neden olan 6énemli bir nedendir. Bu ¢aligmanin amaci, 16S rRNA tabanli metagenomik
yaklagtmla primer immiin yetmezlik hastalig1 (PIYH) olan ¢ocuklarmn dis ¢iiriigii mikrobiyotasini aragtirmak
ve sonuglari saglikli deneklerden elde edilen sonuglarla karsilastirmaktir. Bu dogrultuda, dis ¢iiriikli ve
primer immiin yetmezligi olan on bes ¢ocuktan olusan bir hasta grubu ile dis ¢iiriiklii on bes saglikli
¢ocuktan olusan bir kontrol grubu ¢aligmaya dahil edilmistir. Calisma deneklerinin DMFT indeksi, tiikiiriik
akis hiz1 ve tamponlama kapasitesi degerlendirilmistir. Daha sonra, dis ¢iiriiklerinden ekstrakte edilen
DNA'lar, 16S rRNA geninin V3-V4 hiper degisken bolgesini hedefleyen yiiksek verimli [llumina dizileme
teknolojisi ile incelenmistir. Dizileme sonucu elde edilen okumalarin kalitesi, Genomes OnLine Database
(GOLD) ve Trimmomatic aract kullanilarak kontrol edilerek ve gelistirilmigtir. Taksonomik profil
olusturma igin, okumalar, Ribosomal Database Project (RDP) siiflandiricist kullanilarak Greengenes
veritabanina dayali olarak hedef organizmalara gore hizalanmistir. Sonuglara gore iki grubun DMFT skoru,
tiikiiriik akis hiz1 ve tamponlama kapasitesi benzer bulunmustur. Buna ek olarak, akis hiz1 ve tamponlama
kapasitesi, %95 giivenle tiir bollugu ile higbir korelasyon gostermemistir. Metagenomik analiz, tim
numunelerde 2440 bakteri susunun tanimlanmasiyla sonu¢lanmistir. PIYH ve kontrol gruplarinmn ¢iiriik
mikrobiyotasi, PIYH grubunda daha fazla bulunan Prevotella melaninogenica CP002122 ve Prevotella
salivae AB108826 disinda 6nemli bir farklilik gdstermemistir. Her bir PIYH alt grubunun tiir bollugu da
kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Actinomyces naeslundii, Lautropia mirabiils ve Prophyromonas
endodontalis kontrol grubunda immiin disregiilasyon grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Kombine immiin yetmezligi olan ¢cocuklar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamstir. Ancak,
Parascardovia denticolens, Scardovia wiggsiae, Atopobium parvulum, Prevotella nigrescens ve Prevotella

v



histicola kombine immiin yetmezlik tanis1 konulan ve kok hiicre nakli tedavisi alan ¢ocuklarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Streptococcus mutans bollugu kontrol grubunda antikor eksikligi
olan ¢ocuklara gore daha yiiksek bulunurken, Lactobacillus fermentum ve Macellibacteroides fermentans
antikor eksikligi olan ¢ocuklarda daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak, PIYH ve kontrol gruplarmin
¢lirik mikrobiyotasindaki farkliliklar, bakteriyel kompozisyonun degismesinde bagisiklik sisteminin
roliiniin oldugunu ortaya koymustur. Bakteri kompozisyonundaki bu degisiklik, bakterilerin daha
karyojenik veya patojenik olmalar1 i¢in uygun ortam saglayabilecegi ongoriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Dis ciiriigii; Metagenomik; 16S rRNA; Primer immiin yetmezligi
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16S rRNA GENE-BASED METAGENOMIC ANALYSIS OF THE MICROBIAL
COMMUNITY IN DENTAL CARIES IN CHILDREN WITH PRIMARY
IMMUNODEFICIENCY AND EVALUATION OF SALIVA BUFFERING
CAPACITY

Bushra Lutf Ahmed AL-KEBSI
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NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
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2. Advisor: Assist. Prof. Dr. Hazal OZER

2022, 100 Pages

Jury
Prof. Dr. Gokhan KARS
Prof. Dr. Gokhan SADI
Assist. Prof. Dr. Ash DAGERI

The alteration in oral microbial composition due to immune system-related diseases is an important
reason to cause dental caries. The purpose of this study was to investigate caries microbiota of children with
primary immunodeficiency disorder (PID) by 16S rRNA-based metagenomic approach and compare the
results to those obtained from healthy subjects. In this regard, a group of fifteen primary immunodeficiency
patients with caries and a group of fifteen healthy children with caries as a control group were enrolled.
DMFT index, saliva flow rate and buffering capacity of each study subject were assessed before
metagenomic analyses. Then, DNAs extracted from tooth decays were examined by high-throughput
sequencing targeting the V3—V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene using Illumina sequencing.
The quality of readings was checked and improved using Genomes OnLine Database (GOLD) and
Trimmomatic tool. For taxonomic profiling, readings were aligned to target organisms based on the
Greengenes database using the Ribosomal Database Project (RDP) Classifier. According to the results,
DMEFT score, saliva flow rate and buffering capacity of the two groups were found to be similar. Moreover,
flow rate and buffering capacity had no correlation with species abundance with 95% confidence.
Metagenomic analysis resulted in identification of 2440 bacterial strains in all samples. The caries
microbiota of PID and control groups showed no significant differences except for Prevotella
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melaninogenica CP002122 and Prevotella salivae AB108826 which were more abundant in PID group. The
species abundance of each PID subgroups was also compared to control group. Actinomyces naeslundii,
Lautropia mirabiils and Prophyromonas endodontalis were found to be significantly higher in control group
than immune dysregulation group. No significant differences were found between children with combined
immunodeficiency and control group. However, Parascardovia denticolens, Scardovia wiggsiae,
Atopobium parvulum, Prevotella nigrescens, and Prevotella histicola were higher in children diagnosed
with combined immunodeficiency and had stem-cell transplantation therapy than control group. The
abundance of Streptococcus mutans was higher in control group than children with antibody deficiency
however Lactobacillus fermentum and Macellibacteroides fermentans were higher in children with antibody
deficiency. In conclusion, the differences in caries microbiota between PID and control groups indicate the
role of the immune system in altering the bacterial composition. This alteration in bacterial composition
may provide the bacteria with the suitable environment to be more cariogenic or pathogenic.

Keywords: Dental caries; Metagenomic; 16S rRNA; Primary immunodeficiency disorder
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1. GIRIS

Saglikl1 bir agi1z ortami, esas olarak bakimli digler ve tiikiiriikten baslar. Tikiiriik,
tikiirtik bezleri tarafindan salgilanan hipotonik sividir. Agizdaki su, protein, mineraller,
enzimler, kan, gida ve yerlesik mikroorganizmalardan olusur. insan tiikiiriigii, konusma,
yemek yeme, yutma, disleri ve agiz mukozasint koruma gibi diger islevlere katkida
bulunur. Tiikiiriik ayrica mikroorganizmalar tarafindan {iretilen veya diyet yoluyla alinan
asitlere kars1 tampon gorevi goriir, bu nedenle pH'1 sabit tutar. Tiikiiriigiin en 6nemli iglevi,
durulama ve tamponlama etkisi ile ¢iliriigii onlemektir (Islas-Granillo ve ark., 2015).
Bununla birlikte, tikiiriigiin akis hiz1 ve viskozitesi de ¢iiriik gelisimini etkileyebilir
(Animireddy ve ark., 2014). Dis ciirtikleri, agiz mikrobiyomu biyofilm-dis yiizeyinde
demineralizasyonu arttirdiginda ortaya c¢ikar (Divaris ve ark., 2019). Streptococcus
mutans, dis ¢lirimesine neden olan en yaygin bakteridir, ancak bazi dis ¢iiriigii bulunan
ve bu hastalarda yapilan testlerde Streptococcus mutans tespit edilememistir (Chen ve
ark., 2017). Agiz boslugunda yaklasik 700 filotip mikroorganizma (genel olarak bakteri)
bulunabilmektedir. Bu mikroorganizmalar dis ciiriikleri, dis eti iltihabi, periodontitis,
kandidiyazis, endodontik enfeksiyonlar, ortodontik enfeksiyonlar ve peri-implantitis gibi
agiz hastaliklar1 ile iliskilidir. Oral mikrobiyota, konake¢1 bagisiklik sistemini etkiler ve
bunun tersi de gegerlidir ve agiz sagliginin iyi oldugu durumlarda, bagisiklik sisteminin,
yabanci patojenlerin olusumunu Onleyen ortak, ancak bolgesel bir oral mikrobiyotay1

tolere edecek ve kolaylastiracak sekilde gelismesi muhtemeldir (Baker ve ark., 2019).

Dis ciiriikleri bazen siddetlidir ve anestezi ile acil tedavi gerektiren ciddi bir
enfeksiyona neden olur. Ciiriik patogenezine neden olan mikrobiyal topluluk yeterince
acik degildir. Asidojenik tiirler asit {ireterek c¢iiriige neden olsalar da diger baz1 dis ¢lirtigii
vakalarinda bulunmazlar (Gross ve ark., 2012). Dis c¢iiriikleri, disin yumusak ve sert
dokusunu tahrip eder ve hayati dokunun 6liimiine dogru ilerleyen iltihaplanmaya neden
olabilir (Chen ve ark., 2017). Agiz boslugundaki dis ¢iiriigii olusumu, insanlarin farkl
yaglarinda goriilen yaygin bir hastaliktir. Dis ciiriikleri plak mikroflorasi, bagisiklik



sistemi, karbonhidrat alim1 ve ag1z hijyeni gibi bir¢ok farkli faktorden kaynaklanmaktadir
(Jagathrakshakan ve ark., 2015). Immiin yanit, lokal oral biyofilmlerin yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerine neden olabilir. Bu degisiklikler, konak¢i ve yerlesik
mikrobiyota arasindaki dengenin istikrarini degistirebilir, boylece periodontitis ve dis
¢iiriiklerinin baglamasini ve ilerlemesini tetikleyebilir (Belstrom ve ark., 2017). Izolasyon
ve kiiltiirleme teknikleri, birka¢ farkli bakteri tiiriinii izole etmek i¢in tasarlanmistir. Bu
nedenle, bir 6rnekteki mikrobiyal toplulugu tanimlamak, 6l¢mek ve genis bir spektrum
analizi saglamak i¢in yeni bir teknige ihtiya¢ vardir (Jagathrakshakan ve ark., 2015).
Mikrobiyal taksonomik kompozisyon analizi ve mikrobiyal aktivite, agiz sagligi
durumunun bir gostergesi olabilir ve olas1 farkliliklar, immiin yetersizligi olan hastalarda
oral hastaliklarin potansiyel biyobelirtecleri olarak kullanilabilir. Agizdan bulasici
patojenler ag1z boslugunda iltihaplanma, ¢oklu sistemik hastaliklar, bakteriyel pndmoni,
diyabet, romatoid artrit, iltihapli bagirsak hastalig1 ve kolon kanseri gibi pek ¢ok hastalikla
iligkilendirilebilir.

Bu tez ile primer immiin yetersizliginin ¢ocuklarin dis ¢liriigli mikrobiyotasina
etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu amagla primer immiin yetersiz ve saglikli
cocuklarin dis ciirliklerindeki mikrobiyota farkliliklar1 metagenomik yaklasimla ortaya
cikarilmigtir. Metagenomik yaklasim, belirli bir 6rnekte bakteri varligimi anlamak ve
tanimlamak i¢in uygun bir analizdir. Bakteriyel hiyerarsi modelini ve gruplarda bakteri
taksonomi diizeyinin karsilastirmali prevalansini anlatir (Jagathrakshakan ve ark., 2015).
Metagenomik, dogrudan ¢evresel Orneklerden ekstrakte edilen genetik materyalin
incelenmesidir. Bu, hangi mikroorganizmalarin bulundugunu ve belirli bir ortamda ne
yaptiklarini anlamak icin yararlidir. Bu c¢alisma ile ilk defa Konya sehrindeki primer
immiin yetersizligi olan ¢ocuklarin dis ciirliklerindeki bakteri profili ortaya ¢ikarilmistir.
Calisma sonucunda primer immiin yetersizliginin ¢ocuklarin dis ¢iiriikklerindeki bakteri
profillerini nasil degistirdigi ve diger bakteriyel hastaliklarla yol acabilme durumu
degerlendirilmistir. Uluslararas1 literatiir arastirmamiza gore, Konya o6lceginde PIY

hastalarindan elde edilen dis giiriikleriyle yapilan metagenomik c¢alismaya daha Once



rastlanmamuistir, bu da tez ¢aligmasinin tamamen 6zgiin oldugunu gostermektedir. Dis
ciiriiklerinde bulunan mikroorganizmalar yeme-igme kiiltiiriiyle iliskili de olabilir, bu
nedenle Konya’ya 6zgii bu ¢alisma, primer immiin yetersizligi olan ¢ocuklarda mikrobiyal

kompozisyonun ortaya ¢ikarilmasi agisindan da 6nem arz etmektedir.

Bu calismada dis ¢iirigii olan saglikli ve PIYH hastas1 gocuklarm tiikiiriik
analizleri (tikiirik akis hizi, tamponlama kapasitesi ve bakteri degerlendirmesi)
yapildiktan sonra ciiriik dis 6rneklerindeki bakteri kompozisyon ve ¢esitlilik analizleri
metagenomik yaklagimla yapilmistir. Dis ¢liriigii olan primer immiin yetersizlige sahip
cocuklarda metagenomik teknikleri ve analizi i¢in ¢liriglin kendisini kullanilmigtir. 16S
rRNA  hiper degiskenligi ile bakteri taksonlarinin tanimlanmasinda ve
siniflandirilmasinda iyi bir markér oldugundan bu ¢alismada 16S rRNA-bazl
metagenomik yaklagim tercih edilmistir (Sekil 1.1). Tiim bakterilerde bulunan 16S rDNA,
yaklasik 1500 niikleotid uzunlugundadir ve dokuz hiper degisken (V1-V9) bolgeden olsur.
16S rDNA geni, yiiksek oranda korunmus bolgelerden ve farkli bakteri tiirlerinin

filogenetik siiflandirmasi i¢in kullanilan degisken bolgelerden olusmaktadir.
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Sekil 1.1. 16s rRNA hiper degisken bdlgeleri.

Son yillarda, ¢evresel 6rneklerde bulunan ve kiiltiire edilemeyen bir¢ok bakteri
tiirii, 16s rRNA dizilerine gore tanimlanmaktadir (The National Academies Press, 2007).
16s rRNA dizileri GreenGenes, Ribozomal Database Project ve SILVA gibi bir¢ok veri



tabanina kaydedilmistir. Daha sonra, yeni nesil dizileme gibi yontemler kullanilarak elde
edilen 16s rRNA dizileri bu veri tabanlar ile karsilastirilarak bakteri tiirleri

belirlenmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, 16S rRNA’ya dayali metagenomik yaklasim ile primer
immiin yetmezligi olan ¢ocuk hastalarin ve primer immiin yetmezIligi olmayan ¢ocuklarin
dis ciiriiklerindeki mikrobiyota analiz edilmistir. Ayrica, agiz sagliginin korunmasinda
onemli olan tiikiirik akis hizi, pH, tamponlama kapasitesi ile Streptococcus mutans ve

Lactobacilli igerigi de degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Primer immiin Yetmezlik Hastahg

Primer immiin yetmezlik hastaligi (PIYH), bagisiklik sisteminin islevi veya
gelisimi ile ilgili bir bagisiklik sistemi bozuklugudur. PIYH'ler hem dogustan gelen, hem
de adaptif olarak kazanilan bagisiklik sistemlerini (beyaz kan hiicreleri, notrofiller, T ve
B lenfositleri, dogal Sldiiriiciiler, dendritik hiicreler vb.) etkilemektedir. Cogu PIYH
hastasinin enfeksiyon riski yiiksektir ve erken teshis ve tedavi bu hastaliga bagh
morbiditeyi onlemektedir (McCusker ve Warrington, 2011). Bagisiklik sistemi, konakgi-
mikrop homeostazini (Zheng, 2020) ve ortamdaki bakteri davranisini (proinflamatuar
veya antiinflamatuar) etkilediginden, dis ¢liriiglinlin baglamasina ya da gelismesine sebep
olmaktadir. Bircok PIYH tiirii mevcuttur ve bu boliimde tanimlar1 ve bagisiklik sistemini

baskilamadaki rolleri ile bazi1 PIYH 6rnekleri verilmistir.

2.1.1. Agir kombine immiin yetmezligi (SCID)

Agir kombine yetmezligi (SCID) PIYH’ nin en ciddi diizensizlik ¢esididir (Sekil
2.1) Kalitsal bir PIYH, bebeklik doneminde bagisiklik sistemini zayiflatan, derin bir
bagisiklik yetmezligi durumuyla kendini gosterir. Bu nedenle, bagisiklik sistemi hafif

enfeksiyonlarla bile savasamaz.
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Sekil 2.1. SCID’de immiinolojik siniflandirma (Ochs HD ve ark., 2007).
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SCID, T hiicresi farklilasmasinda veya islevinde derin bir kusur ile karakterize
edilen, T hiicrelerinin genetik bir kusurudur (Belstrom, ve ark., 2017). Ayrica SCID tipine
bagli olarak B hiicreleri ve NK hiicreleri de etkilenebilir. NK hiicreleri, T hiicreleri ve B
hiicreleri, enfeksiyonlara neden olan bakteri, viriis ve mantarlarla miicadelede kritik
oneme sahiptir. SCID tedavisindeki gelismeler sayesinde hastalarin en az 3/4'i ya tam
HLA (human leukocyte antigens) uyumlu ya da kismi uyumlu kemik iligi
transplantasyonu ile tedavi olmustur (Fischer, 1992). Hematopoetik kok hiicre nakli
(HSCT) yapilmadig1 takdirde SCID’li bebekler genellikle tedavi olmadan oliirler.
Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu ne kadar erken olursa, o kadar iyi sonug alinir.
Ik 3 ay iginde transplantasyon gergeklestirilirse en iyi sonug elde edilir (Fischer, 1992).

En sik goriilen SCID tiirleri agagida verilmektedir:

ADA eksikligi: Adenozin deaminaz (ADA) enziminin eksikliginden kaynaklanir.
Adenozin deaminaz (ADA), piirin salvage yolaginin (Sekil 2.2.) anahtar enzimidir ve
ADA genindeki bir mutasyon, enzim eksikligine yol a¢gmaktadir. ADA fonksiyon
bozuklugu, adenozin gibi toksik metabolitlerin birikmesine neden olur. ADA eksikligi,
SCID karakterizasyonlari, ndrogelisimsel eksiklikler ve iskelet anormalliklerine ek
olarak lenfositopenidir (T- ve B-lenfositleri ve NK hiicre eksikligi) (Flinn ve Gennery

2018).

Ataksi-telanjiektazi (A-T): Louis-Bar sendromu olarak da bilinen otozomal resesif
gecisli bir hastaliktir. Mutasyona ugramis ataksi-telanjiektazi geni (47M) serebellar
dejenerasyon, telenjiektazi, kanser duyarlilifi, radyasyon duyarhilifi ve immiin
yetmezligine (immiinoglobulin ve antikor eksiklikleri ve lenfopeni) neden olur. Ayrica
A-T hastalarinda dermatolojik ve endokrin belirtiler de olabilir. A-T genellikle DNA

hasar tepki sendromu olarak adlandirilmistir (Oviatt ve ark., 2016).
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Sekil 2.2. Piirin salvage yolagi (Gaspar, 2016).

iii. RAG2 eksikligi: Adaptif bagisiklik tepkileri, spesifik antijen tanima yetenegine sahip
reseptorlerin bir ifadesini gerektirmistir. RAG proteinleri, T hiicre reseptoriinde (7CR)
genlerin rekombinasyonunu baglatir ve genis bir antijen tanima 6zgiilliigii ile T ve B
hiicrelerinin {iretilmesine izin vermektedir. RAG2, VDJ rekombinasyonu islemi igin
gerekli bir protein kompleksi olan bir VDJ (degisken (V), ¢esitlili (D) ve katilma (J))

rekombinazi olusturur. Immiinoglobulin ve T hiicre reseptdr genlerinin degisken
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bolgeleri ise gelisen B ve T lenfositlerinde bir araya gelir. RAG2 mutasyonlari, T ve B
lenfositleri ve NK yoklugu ile birlikte ciddi kombine immiin yetmezIigi ile sonuglanan
klinik ve immiinolojik fenotiplerle iliskilidir. Bununla birlikte, RAG2 sadece T ve B
hiicre gelisimini kontrol etmek i¢in degil, ayn1 zamanda bagisiklik toleransini korumak

icin de gereklidir (Ottavia ve ark., 2019; Marita ve ark., 2021).

Artemis eksikligi: RAG geninde V(D)J segmentleri bir sa¢ toka (hair pin) yapisin
olusturmak {iizere birlestirilir. DNA'ya bagimli protein kinaza (DNA-PK) sahip Artemis
niikleaz, bu uglar1 baglar ve sa¢ tokasinin ucuna yakin tek bir kesim yapar. Kesim
boliinme bolgesi degiskendir ve ortaya ¢ikan antikora asir1 gesitlilik saglar ve bagisiklik
sisteminin herhangi bir yabanci antijene kars1 bir bagisiklik tepkisi olusturmasina izin
verir. Artemis eksikligi olan bireylerde, V(D)J rekombinasyonu, sa¢ tokasi uglari
acilamadigindan bloke olur ve bu nedenle SCID olarak bilinen bir durum olan, higbir

gelismis B veya T hiicresi iiretilmez (Catharina ve ark., 2013).

2.1.2. Immun disregulasyon

Bagisiklik sistemi siireclerinin kontroliinde herhangi bir islevsizlige bagisiklik
diizensizligi denir, 6rnegin otoimmiin hastaliklarin patojenitesi bir tiir diizensizliktir.
Immiin sistem disfonksiyonu, IPEX sendromunda oldugu gibi immiin disfonksiyona yol
acar, poliendokrinopati enteropati X'e bagli (IPEX), otoimmiin hastalifa neden olan
diizenleyici T hiicrelerinin (Treg'ler) transkripsiyon faktoriinii kodlayan FOXP3 genindeki
genetik bir mutasyonun neden oldugu bir sendromdur. Hastaliklar kendini tip I diyabet
veya egzama olarak gosterir (McGinness ve ark., 2006). Bazi immiin disregiilasyon

hastaliklarindan 6rnekler asagida verilmistir:

LPS responsive beige-like anchor protein (LRBA) eksikligi: Bir¢ok farkli klinik fenotip
ile ortaya ¢ikan bir PIYH bozuklugudur. LRBA'daki mutasyonlar, Treg'de bulunan CTLA-
4'ii degistirir. LRBA protein fonksiyonundaki diisiis, Treg hiicrelerinin ylizeyinde CTLA-

4'iin ekspresyonunu bloke eder. CTLA-4 kusuru olan hastalarda lenfoproliferasyon (asir1



ii.

sayida bagisiklik hiicresi), hipogamaglobulinemi (diisiik antikor seviyeleri) ve bagirsak,
akcigerler ve beyin gibi iligkili olmayan lenfoid organlarin lenfositik infiltrasyonu goriiliir

(Kostel ve ark., 2017).

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH): Genetik olarak duyarli bir bireyde konakgi-
mikrobiyal etkilesimlerden (viicudun kendi bagisiklik sistemi sindirim sisteminin
elemanlarina saldirir) kaynaklanan tekrarlayan bagirsak iltihabi ataklari olarak tanimlanir.
Bu inflamatuar, Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit olmak {izere iki sekilde ortaya ¢ikar.
Crohn hastaligi, gastrointestinal sistemin herhangi bir latent kisminda, ¢ogunlukla
terminal ileum ve kolonda iilserasyon ile sonuglanir. Ulseratif kolit, kolon mukozasinin
yaygin iltihaplanmasini igerir. Hastalar ishal, kanli disk1 ve kusma gibi karin semptomlari
yasarlar. Ayrica, IBH'li baz1 hastalarda bagirsak epitel bariyer fonksiyonunda kayiplar
olur (Marc ve ark., 2014; McDowell ve ark., 2021).

2.1.3. Antikor eksikligi

Primer immiin yetmezlik hastaliklarindan en yaygin olan tiiriidiir. IgG plasenta
yoluyla anneden fetlise gecmediginde yaklasik bir yasindan sonra belirtiler goriilmeye
baslar. Antikor eksiklikleri genistir, en siddetli tipi tiim Ig ve B hiicrelerin yoklugunda
goriiliir, en hafif tipi ise serumdaki spesifik bir Ig’nin eksikligidir. Antikor eksikliklerinin
semptomlari, otoimmiinite ve maligniteler gibi bagka hastaliklara da yol agabilir. Ayrica,
antikor eksikligi olan hastalarda enfeksiyon gelisme olasilig1 daha yiiksektir. Bununla
birlikte, antikor eksiklikleri i¢in gelistirilmis tedavi (intravendz immiin serum globulin
replasman), diger belirtilerin veya kolayca yakalanan enfeksiyonlarin kontroliine yardimci
olur. Ancak ciddi enfeksiyonlardan once erken teshis, pndmoni ve bronsektazide oldugu

gibi enfeksiyonlarin dokulara zarar vermesini engeller (Ballow, 2002).
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2.2. Metagenomik

20. ylizyilin baslarinda kiiltiire edilmemis bir mikroorganizmanin olmayacagina
inaniliyordu. 1985'te Pace'in devrim niteligindeki ¢alismasi bu inanci degistirdi, bu
caligma kiiltiire alinamamis mikrobiyal cesitliligin simdiye kadar g¢ogaltilan kiiciik
mikroorganizma yelpazesinden ¢ok daha agir bastigini gosterdi (Pace ve ark., 1986). Bu
caligma ile, ¢cok ¢esitli insan saglig1 sorunlarindan stres veya diger inorganik siiregler
disinda, mikroorganizmalarin sorumlu oldugu anlasilmistir. Bu yeni kiiltiire alinamayan
mikroorganizmalar1 anlamak ve hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in yeni tekniklere ve
analizlere ihtiya¢ oldugu anlasildi. Bu kesfin ardindan yepyeni bir alan olan metagenomik
gelistirildi. Bu yeni alan, ekime direnen mikroorganizmalarin analizine ayrilmisti. Derin
deniz menfezlerinden insan bagirsaklarina kadar c¢ok cesitli ortamlarin cesitliligini
karakterize etmek ve birgok yeni tiir, cins ve filum kesfetmek i¢in yogun c¢abalar sarf
edilmistir. Metagenomik, organizmalarin genomlarin1 analiz etmek ve hangi tiir
olduklarini ve ¢evreleri tizerinde ne gibi etkileri oldugunu kesfetmek icin DNA dizileme

teknolojisini kullanir.

Metagenomik, belirli bir ortamin veya mikroorganizma toplulugunun kiiltiirden
bagimsiz genomik analizidir. Bu yaklagimin temel bir yarari, standart kiiltiir tekniklerine
uygun olmayan biiyiik oranda bakteri, arke ve viriislerin genomik 6zelliklerini aragtirmak
icin bir ara¢ sunmasidir. Sonug olarak, metagenomik hem filogenetik hem de fonksiyonel
perspektiflerle ilgili yeni anlayislar ortaya koyarak mikrobiyal ekoloji anlayisimizi biiyiik
olciide genisletme potansiyeline sahiptir. Ozellikle, metagenomik galismalar, mikrobiyal
tirler icindeki ve arasindaki genetik degiskenligi karakterize etmenin yani sira hem
bireysel tiirlerin hem de tiim topluluklarin fonksiyonel repertuarlarin1 ve ekolojik rollerini

siralamak gibi temel konulara 151k tutmustur.

Mikroorganizmalarin  %99'undan fazlasinin kiiltiire direngli oldugu tahmin
edilmektedir (Ferrer ve ark., 2005; Tringe ve Rubin, 2005; Riesenfeld ve ark., 2004).

Metagenomik, dogrudan ¢evreden amplifiye edilen ve boylece tek kaynakli bir organizma
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yerine ¢esitli genomik kaynaklar1 igeren heterojen DNA orneklerini dizileyerek bu
sinirlamay1 ortadan kaldirir (Tringe ve Rubin, 2005; Handelsman, 2004). Bu yontemin
bariz faydasi, daha énce erisilemeyen mikroorganizmalara erisim saglamasidir. Ornegin,
simbiyontlar ve zorunlu patojenler, konakg¢ilarinin disinda hayatta kalamazlar ve ¢evresel
mikroplar genellikle saf kiiltiirde biiyliyemezler. Bununla birlikte, DNA, bu tiir
organizmalar dogal ortamlarindayken dogrudan ekstrakte edilebilir, bdylece dizi verisi
kiitiiphanelerine ayrilabilen heterojen bir DNA karisimi elde edilebilir. Metagenomik
kiitiiphaneler, belirli bir ¢evreye gore meydana gelen genlerin tamamlayicisini ortaya
cikararak topluluk dinamikleri hakkinda da bilgi saglar (Tringe ve Rubin, 2005). Genel
olarak metagenomik, saf kiiltiir paradigmasin1 goz ardi ederek genomiklerin mevcut
siirlamalarin1 agmak i¢in bir yol sunar, bdylece kullanilabilir dizi verilerinin miktarini

arttirir.

Bakteriler arasinda filogenetik iliskiler gelistirmek icin 16S rRNA genlerini ilk
kullananlar, 1980'de Woese ve meslektaslar1 (Suenaga ve ark., 2007) idi; bu morfoloji,
biliylime veya beslenmeye dayali standart yanlig siniflandirma yontemlerinden radikal bir
ayrilig1 temsil etmistir. Protein sentezinde 6nemli bir role sahip olan 16S rRNA geni tiim
prokaryotlarda bulunur ve kisa dizilerle karakterize edilir, tiir icinde korunur ve tiirler
arasinda farklilik gdsterir. Bu karakterizasyonlar dogru taksonomik siniflandirmaya izin
verir. Pace ve arkadaglari, RNA'y1 kopyalamak i¢in ters transkriptaz kullanarak ilk
metagenomik calismayr gerceklestirmek i¢in 16S yodntemine dayali bu teknigi

kullanmigtir (Pace ve ark., 1986; Jacques ve Amado, 2014; Karlsson, ve ark., 2013).

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelistirilmesinin ardindan, bu yontem
farkli ortamlarda yeni taksonlarin kesfedilmesi i¢in etkin bir sekilde kullanilmistir. PCR
yontemi kiiltlir yanilmalarindan (bias) degil, yalnizca kendi yanilmalarindan (self-bias)
etkilendiginden, bilinmeyen tiirlerin araligin1 ve ¢esitliligini ortaya koymak i¢in yardimci

oldu.
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2.2.1. Metagenomik yaklasimlar

Metagenomik caligmalarda iki farkli dizileme stratejisi kullanilabilir (Tringe ve
ark., 2005). Ana amag¢ yalnizca mikrobiyal toplulugu taksonomik olarak tanimlamaksa,
secilen hedef genin amplikon dizilimi, (hedefli dizileme) kullanilir. Bu yaklagim,
genomlar1 hakkinda herhangi bir bilgi olmaksizin sadece bir numunedeki tiirlerin veya
sadece cinslerin belirlenmesine izin verse de verilerin islenmesi daha kolaydir ve
mikrobiyal ¢aligmalarda birgok uygulama i¢in bdyle bir sonug yeterlidir. Aksine, ikinci
yaklagim, veri isleme ¢ok daha karmasikken bir 6rnekte bulunan organizmalarin tiim
genomlarmin caligilmasina izin verir. Bu yaklagim, tam metagenom shotgun dizilimine

(WMS) dayanmaktadir (Thomas ve ark., 2012) (Sekil 2.3).
ortam mikroplar DNA
-
= hedeflenen
~ ~ 7
= sheilem gei siralama

. i~
: 59 ~ "”—\\j.\k tiim metagenom
. o {:'("«‘J/\ shotgun dizilimi

rastgele DNA pargalari

Sekil 2.3. Metagenomik yaklagimlar.

Hedeflenmis DNA dizileme yaklasimi, habitatta bulunan bakteri topluluklarini
tanimlamay1 amagclar. 16S rRNA geni bu durumda genellikle hedef gen olarak kullanilir.
Bu gen, metagenomik yaklagim kurulmadan 6nce zaten 6ne ¢ikmisti ve kullanilmakta idi.
Woese ve arkadaglart 1977°de bu geni bakteriler arasindaki filogenetik iligkileri
tanimlamak ve organizmalar1 bakteri, arke ve okaryotlara bolerek metagenomik i¢in en
yararli hedef gen haline getirmek i¢in kullandilar (Woese ve ark., 1977). Bununla birlikte,

iki tiirii ayirt etme yetenegi yeterince giiclii degildir, ancak internal transcribed spacer
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(ITS) gibi diger hedef diziler, mantarlar i¢in daha uygun barkod dizileri olarak kullanilir
(Schoch ve ark., 2012).

2.2.1.1. Hedeflenmis dizileme calismalari

Bu bolimde, metagenomik hedefli dizileme yaklasimi igin belirli adimlar
aciklanacaktir. Amplikon dizileme metagenomigi, kullanim i¢in ¢ok ¢esitli

biyoinformatik teknikler, araglar ve hatlara sahiptir ve daha sonra tartigilacaktir.

Mikrobiyal c¢alismalar icin biyoinformatik stratejisi ii¢ ana boliime ayrilabilir.
Strateji, sekanslanmis amplikonun 6n isleme tabi tutulmasiyla baslar. Bu islem dizilerin
istenmeyen boliimlerinin  (6rn. adaptorler veya barkod dizileri) kaldirilmasini
icermektedir. Diisiik kaliteli diziler kaldirildiktan sonra, 6zel bir kiimeleme adimi
gereklidir. Diziler, ilgili organizma gruplarmi temsil eden Operasyonel Taksonomik
Birimlere (OTU'lar) ayrilir. Son olarak, cesitlilik analizinden sonra gorsellestirme

yapilabilir.

2.2.1.1.1. Veri on isleme

Hedeflenen dizileme metagenomik veri islemedeki ilk adimlar genellikle
otomatiktir ve bunlar herhangi bir yeni nesil dizileme (NGS) uygulamasinda aynidir. Veri

on isleme adimlar1 asagida verilmektedir.

Adaptor kirpma

Kiitiiphane hazirlama sirasinda, adaptor adi verilen kisa oligoniikleotitler, izole
edilmis DNA'nin bir dizileme makinesi tarafindan okunmasina olanak saglamasi amaciyla
dizilenen DNA'ya baglanir. Kiitliphane hazirlama protokolleri, farkli dizileme
platformlar1 i¢in farklilik gosterir. Kiitiiphane hazirligt 6nemlidir ve bir mikrobiyal

caligmanin sonuglarini etkileyebilir. Dizilenen par¢anin 5’ ucuna baglanan adaptér okuma
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bolgesinden dnce gelir ancak DNA pargasi okuma bdlgesinden kisaysa adaptdr 3’ ucunda

bulunur.

Eklenen adaptor sentetik bir dizidir, okumanin taksonomik tanimlamasini
karmagiklagtirmamak icin c¢ikarilmas1 gerekir ve bodylece yalnmizca amplikon dizisi
kalacaktir (Sekil 2.4) Gilinlimiizde, adaptor dizileri otomatik olarak kaldirilmaktadir.
Adaptorler bilindiginden, standart bir kalite degerlendirme prosediirii sirasinda ¢ikarilmak
lizere tanimlanabilirler. FastQC, tiim numuneler icin verilere, adaptor icerigine ve
istatistiklere genel bir bakig saglar. Bu sonuglar, MultiQC kullanilarak html raporunda
Ozetlenebilir (Ewels ve ark., 2016). Bununla birlikte, kirpma ve veri isleme i¢in bircok
farkli ara¢ kullanilabilir. Adaptor kirpma kategorisinde (www.omictools.com/adapter-
trimming-category) OMIC araglarinda listelenen 50'den fazla adaptor kirpma araci vardir.
Adaptor kirpmaya ek olarak, bu araglar demultiplexing’de dahil tiim veri 6n isleme i¢in
kullanishdir (Orn. Trimmomatic) (Bolger ve ark., 2014). Bu arag giiniimiizde tanimlayic1
mikrobiyal ¢aligmalar igin en yaygin kullanilan platform olan Illumina i¢in iki yonlii veri

isleme icin gelistirilmistir.

adaptor
forward primer

‘ revers PI'iINCI'

amplikon

forward primer revers primer |adait6r

~adapt6r

adaptérl

Sekil 2.4. Dizilemede hedeflenen bolge.
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Kaliteli kirpma ve iki yonlii okuma birlestirme

Herhangi bir yliksek verimli dizileme — High Throughput Sequencing (HTS) veri
on islemesinde oldugu gibi, veri islemenin her adimindan sonra kalite degerlendirmesi
onerilir. Kalite kriterlerini karsilamayan tiim diziler, bir dizi parametreyi degerlendiren
kalite kirpma isleminde kaldirilir, 6rn. dizi uzunluklari, minimum kalite puani, barkod
dizisindeki uyumsuzluklar vb. ve diisiik kaliteli diziler kaldirilmalidir (Gerzova ve ark.,
2015). Veri olusturma otomatik olarak yapilabilir, baz arama ad1 verilen baz tanimlamanin

kalitesi, Phred kalite puan1 (Phred quality score) kullanilarak su sekilde dlgtilebilir:

Q = —log,,P (2.1)

P: hatali baz okuma olasilig1 (base-calling error probability).

Ornegin, Illumina kalitesinde okumalarin kirpilmasi, “Quantitative Insights Into
Microbial Ecology” (QIIME) icinde varsayilan esik deger olarak Phred Q20'ye
ayarlanmistir. Yukarida verilen matematiksel igslem yapildiginda Phred skoru Q20'nin baz
yanlis ¢cagrilma olasiliginin %1'e karsilik geldigi sonucuna ulagilir. Bu nedenle, amplikon
dizilimine dayali metagenomik gereksinimleri dogru olmalidir. Kimeralar, PCR'nin hibrit
iriinleridir. Birden fazla ana dizi birbirine baglandiginda kimerik diziler analize baska bir
tiir hata kaynag: getirir. Kimerik dizilerin okumalar1 yiiksek kaliteye sahip olsada, OTU
toplama sirasinda yanlis bir sekilde yeni organizmalar olarak yorumlanirlar. Bu nedenle,
tanimlanmalar1 ve kaldirilmalar1 gerekir. Roche 454 veya lon Torrent platformlari,
genellikle tek yonlii okuma yaklagimiyla bir ugtan digerine tiim amplikonlar1 ayn1 anda
kapsayabilen okumalar iiretir. Bu nedenle, bu okumalar dogrudan islenebilir. Aksine,
[llumina platformu iki yonlii okuma yaklasimiyla bir amplikonun her iki ucundan daha
kisa okumalar iiretir. Iki yonlii okuma teknigi QIIME boru hattinda bulunan fastq-join gibi

veri Onigleme araglarinda mevcuttur (Aronesty, 2013).
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2.2.1.1.2. OTU toplama

OTU toplama, hedeflenmis dizileme ile metagenomik ¢aligmalarinda ¢ok dnemli
bir adimdir ve diziler kirpildiktan sonra bu adim gergeklestirilir. Kiimelenmeleri sirasinda
Operasyonel Taksonomik Birimler (OTU) olusturulmaktadir. Bir OTU, DNA
benzerliklerine gore gruplandirilmis bir organizma kiimesini temsil eder. Bu gruplama,
yeni organizmanin tanimlanmasina ek olarak bir referans veri tabani kullanarak zaten
bilinen organizmalari tanimlar ve mikrobiyomlari tanimlamak ve analiz etmek i¢in cesitli

istatistiksel teknikler uygular.

OTU toplama stratejileri

OTU'larin amaci, numunedeki tiim organizmalar1 modiile etmektir. OTU toplama
stratejileri sunlardir: de novo, kapali referans ve acik referans kiimeleme. De novo
kiimeleme, benzerliklerine gére OTU okumalari olusturur. Kapali referans kiimelemede,
okumalar bir referans karsilagtirmasi ile test edilir. Ag¢ik referans, her iki stratejinin

birlesimidir (Sekil 2.5).

de novo kapal1 referans agik referans
. ¥ [mg®
H N ] Am [ | Al [ | B analiz edilen dizi
[ | n [ | A referans dizisi
B atilan dizi
[ | [
L AR Am
| [} [ |

Sekil 2.5. OTU toplama stratejileri.
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2.2.1.1.3. Kiimeleme algoritmalar:

OTU toplamanin sonuglar1 ayrica kiimeleme algoritmasimna ve dizi benzerligi
diizeyine de baglidir. Varsayilan deger olarak, %97 benzerlik belirlenmistir. Bu deger,
16S rRNA gen benzerligine dayali tlir tanimlamasi igin esik degeridir (Stackebrandt ve
Goebel, 1994). Diger hedef genler ve diger benzerlik seviyeleri kullanildigindan, 16S
rRNA’nin orijinal esiginin %99 olmasi daha sonra Onerilmistir (Stackebrandt, 2006).
Ancak bu esikler 16S rRNA geninin tamami i¢in Onerilmistir. Bununla birlikte 16S
rRNA’nin yalnizca bir veya iki degisken bdlgesini kullanmak sadece alemden cins
seviyesine kadar kiimelenmeye izin verir. Etkili bir algoritma olmadan metagenomik veri
kiimelerinin icerdigi biliylikk miktarda diziyi kiimelemek imkansizdir. Ayrica,
metagenomik uygulamalar i¢in popliler BLAST'tan daha hizli 6zel algoritmalar
onerilmektedir. Nispeten uzun bir silire ig¢in, cd-hit baslangicta biiyiikk protein
veritabanlarinin kiimelenmesi i¢in Onerilir, daha sonra hizli kiimeleme ve niikleotid
dizilerinin biiyiik veri kiimelerinin karsilastirilmasi i¢in de modifiye edilir (Weizhong ve
Godzik, 2006). Ek olarak, cd-hit tiim dizileri verilen tiim merkezlerle karsilastirir ve ayrica
milyonlarca diziyi igeren veri kiimelerini BLAST benzeri algoritmalardan daha hizl
kiimeler ve karsilagtirir. Cd-hit, hesaplama talepleri i¢in sdzciikleri ve dizin tablolarini
kullanir. Belirli bir benzerlik esigi i¢in, diziler en az bir x uzun kelimeyi paylagsmalidir.
Ornegin, %90 benzerlik, dizilerin en az 10 bp'lik bir kelime i¢ermesi ve hizalama i¢in
dizilerin bu kriterleri karsilamas1 gerektigi anlamina gelir. Su anda, UCLUST en yaygin
kullanilan algoritmadir ve bu ayn1 zamanda QIIME ardisik diizeninde iic OTU toplama

stratejisinin tiimiinii gergeklestirebilen varsayilan se¢enektir.

UCLUST, merkezlere gore kiimelemeye dayali bir algoritmadir. Her dizinin
mevcut merkezlere hizalanmasi, hesaplama gerektiren bir siirectir, bu nedenle UCLUST,
USEARCH (Edgar, 2010) adli 6zel bir sezgisel algoritma kullanir. USEARCH, tiim
dizilerle calismaktan kaginmak i¢in k-mers adli ayr1 bir sozciik kullanir. Gergek hizalama

icin yalnizca en ¢ok k-mer'i paylasan birka¢ dizi secilir. USEARCH, cd-hit ile
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karsilagtirildiginda, daha yiliksek hassasiyet anlamima gelen daha diisiik kimliklerde
kiimeleme yapabilir, daha yiiksek hiz ve daha diisiik bellek kullanimi nedeniyle ¢ok daha
biiylik veri kiimelerini siniflandirabilir. Ancak, UCLUST kiimelemesinde dizilerin girisi
sirayla olmalidir. Bununla birlikte, bir veri kiimesinin iglenmesi sirasinda merkezler
siirekli olarak olusturuldugundan, dizilerin timii tiim merkezlerle karsilagtirllmaz. Bu,
agirlik merkezine ¢ok benzemesine ragmen yanlis kiimelemeye yol agabilir. De novo
stratejisine uygun bagka bir OTU toplama algoritmas1 mothur'da uygulanmaktadir, tek,
tam veya ortalama baglant1 olarak temel kiimeleme algoritmalar1 kullanilarak kiimelenen

mesafeler matrisi ile ¢alisir.

Swarm de novo kiimeleme i¢in uygundur ancak tohum olarak rastgele bir dizi
se¢mekle baglar. Algoritma daha sonra tohumdan belirtilen mesafe (d) kadar farkli olan
dizileri arar. Daha sonra bu kosulu saglayan diziler sete eklenir. Bir sonraki adimda,
gerekirse kiimeleri bolmek ic¢in belirli kiimelerin bolluk yapist kullanilir. Yontemin
dezavantaji, bireysel kiimelerin kendi aralarinda biiyiik bir mesafeye sahip oldugunu

varsaymasidir (Mahé ve ark., 2014).

Referans veri tabanlart

Referans veritabanlarinin kullanimi, veri analizinin 6énemli bir unsuru haline
gelmistir. OTU toplama igin sadece kapali referans stratejisinde kullanilan veritabanlari
degil, ayn1 zamanda de novo stratejisi tarafindan olusturulan OTU'lara siniflandirma
atamaya da hizmet ederler. GenBank halka agiktir ve hizla biiyiimektedir, bu nedenle
veriler dogru olmayabilir. Ancak Greengenes, SILVA veya Ribozomal Database Project
(RDP) gibi metagenomik veritabanlari, 16S ribozomal RNA analizi i¢in daha

uzmanlagmistir.

Greengenes, tim arke ve bakteriyel 16S rRNA genlerine adanmistir ve

standartlagtirilmig bir tanimlayici alanlar seti, taksonomik atama ve kimera taramasi



19

saglar. Veritabanindaki veriler, biliylikk metagenomik c¢aligsmalar i¢in taksonomiyi
gelistirmek icin kullanilir (Mcdonald ve ark., 2012). Bir baska kapsamli rRNA dizileri
kaynagi SILVA'dir. Hizalanmig rRNA dizileri kalite kontrolliidiir. SILVA, 300 bp'den
uzun mevcut tiim dizilerin bir veri tabanin igerir (Quast ve ark., 2013). Buna ragmen,
RDP, ribozomla ilgili verilerin ilk veritabanidir. Veritabani eski olmasina ragmen ve
siirekli gilincellenmektedir (Cole ve ark.,, 2014). Ancak, SILVA ve RDP artik

metagenomikte yaygin olarak kullanilmaktadir.

OTU tablosu

Taksonomi atadiktan sonra veriler bir OTU tablosuna doniistiiriiliir. OTU tablosu,
belirli bir OTU'yu temsil eden satirdan ve belirli bir numuneyi temsil eden siitundan
olusur. Tablodaki degerler, belirli bir 6rnekteki bir OTU'nun bollugudur. Bu tablolar daha
sonra istatistiksel olarak analiz edilir ve R, SPSS veya Microsoft Excel gibi araglar

kullanilarak gorsellestirilir.

2.2.1.14. Cesitlilik analizi

Veriler bir OTU tablosuna doniistiiriildiikten sonra, bir topluluk igindeki
filogenetik iliskilere ek olarak, bir ortam icindeki c¢esitliligin veya ortamlar arasindaki
cesitliligin, topluluk bilesimi ve ¢evresel 6zellikler arasindaki iligkilerin analizi i¢in birgok

farkli teknik kullanilarak genis bir bilgi yelpazesi toplanir.

Iki tiir cesitlilik vardir: Alfa (o) ve beta (B) ¢esitlilik analizi. Ilk olarak o ¢esitliligi,
bir 6rnek i¢indeki tiirlerle ilgilenir ve bunlarin bir arada bulunma iligkilerini tanimlar, 6rn.
tiirlerin sayis1 ve bollugu. Bununla birlikte, B ¢esitliligi, cesitli 6rnekler arasindaki tiir
kompozisyonundaki farkliliklarla ilgilenir; bir dizi ortak tiir. Ornek; Numune A, 3 farkli

tiirden ama dort dizi ile olusturur (o = 3). Numune B ise, dort farkl: tiirii kapsayan sekiz
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dizi igerir (o = 4). Her iki numune de iki farkli tiirii paylasir, dolayisiyla B = 2. Bu iki
cesitliligin ilkeleri Sekil 2.6.'da gosterilmektedir.

Sekil 2.6. Cesitlilik analizi tiirleri.

2.2.1.1.5. Cesitlilik indeksleri

Bir OTU tablosunu tanimlamanin en basit yolu, g¢esitlilik indekslerinde
bulunabilir. Bu endeksler ortalama, medyan, standart sapma gibi tanimlayici istatistikleri
kullanir. Farkliliklar1 analiz etmek i¢in kullanilan ¢esitli indeksler vardir (Magurran,
2004). Ancak alfa ve beta analizi birlikte daha bilgilendirici bilgi verir. Temel katsay1
orani tiir sayisidir. Bunlarin en basiti bir 6rnekteki takson S sayisidir. Ayrica, taksonlarin
bollugunu sayan veya tiirlerin kiimiilatif sayisinin bollugunu tanimlayan bir egrinin seklini
derecelendiren karmagik indeksler genellikle metagenomikte kullanilir. Tiir zenginligini
hesaplayan bir indeks 6rnegi Chao 1'dir. a cesitlilik analizi, zenginlik olarak bilinen
gercek tiir sayisina dayanir, ancak tiirlerin sayisi bir drnegin dizileme kapsamindan

etkilenir. Nadir tiirlerin sayis1 kullanilarak, zenginlik su sekilde tahmin edilebilir:

(2.2)
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Sobs: Ornekteki takson sayisi
F;: 6rnekte yalnizca tek bir olusumu olan tiir sayisti.

F>: 6rnekte tam olarak iki olusumu olan tiir sayisi.

Tiirlerin nispi bollugunun esitligi ile sayilan daha gelismis endeksler, tiir oranina
dayali endeksler olarak adlandirilir ve ayrica iki gruba ayrilabilir: bilgi teorisine dayali
endeksler ve baskinlik endeksleri. Zenginlik i¢in kullanilan en genis analiz Shannon
endeksidir (Hughes ve ark., 2001). Degeri, su sekilde tanimlanan entropi kavramina
karsilik gelir:

H= - Yi_,pilnpi pi="= (2.3)
S: taksonlarin toplam sayisi.
ni: i. taksonuna atanan okuma sayist.

N: tiim okumalarin sayisi.

Baskinlig1 hesaplamak i¢in Simpson indeksi kullanilir. Bu analiz en bol tiirler i¢in
sayilir, nadir tiirleri ise ihmal eder. Simpson degerleri sifirdan bire kadar degisir. Bire ne
kadar yakinsa taksonun baskinlig1 o kadar fazladir ve sifira ne kadar yakinsa numunenin

tekdiizeligini gdsterir. Bunun hesaplanmasi sdyle tanimlanir:

_ ws ni(ni-1)
D= 2z N(N-1)

(2.4)
S: taksonlarin toplam sayisi.
ni: i. taksona atanan okuma sayist.

N: tiim okumalarin sayisi.
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2.2.1.1.6. Basit gorsellestirme teknikleri

Mikrobiyal veriler karmasik ve ¢cok boyutlu olsa da birgok teknikle basit bir sekilde
gorsellestirilebilir. Gorsellestirme, mikrobiyotalar arasindaki gizli baglarin bulunmasina
yardimci olabilir ve metagenomik veri kiimelerinin islenmesi ve yorumlanmasinda ¢ok
onemlidir. Python, R, Matlab vb. gibi betik dillerinde veya mikrobiyal ¢aligmalar i¢in
kullanilabilecek SPSS veya Statistica gibi istatistiksel hesaplama yazilimlarinda veri

gorsellestirme i¢in ¢esitli araclar vardir.

OTU bollugu 1s1 haritast

OTU tablosunu gorsellestirmenin en basit yolu bir 1s1 haritasidir. Bir OTU'nun
bollugu, anlagilir bir genel bakis saglamak icin okumalar yerine renklerle kodlanmustir.
Bununla birlikte, mutlak okuma sayis1 genistir ve gosterilmesi zordur. Bu nedenle, gercek
degerler log degerlerine doniistiiriiliir. Harita diizeni, kiimeleme algoritmalarina baglhdir.
OTU tablolarinin 1s1 haritalari, OTU se¢iminden sonra taksonlarin bolluklarina genel bir
bakis olarak kabul edilir. OTU tablosundaki verilerin dogrudan gorsellestirilmesi kati
kurallara sahip degildir ve burada verilen Ornekler yalnizca temel ve yaygin olarak
kullanilan tekniklerdir. Gorsel c¢iktilar bilgilendirici ve yeri doldurulamaz, ancak

metagenomik veri analizi ve gorsellestirme i¢in daha gelismis tekniklere ihtiya¢ vardir.

UniFrac élgiimleri ve gorsellestirme

UniFrac (Unique Fraction) metrigi, OTU'lar arasindaki filogenetik iligkilerin yan
sira amplikon metagenomiginin gelismis kiimelenmesine ve gorsellestirilmesine izin
veren bir metriktir. Prensip Koordinat Analizi (PCoA) kullanilarak boyut azaltma ile
metagenomik Orneklerin karsilastirilmasi i¢in en giiglii tekniklerden birini olusturur.
UniFrac, topluluk iiyeleri arasindaki filogenetik mesafeleri dikkate alir. Bu nedenle,
UniFrac bir B ¢esitlilik 6l¢iisti olarak kabul edilir. Agirliksiz olarak adlandirilan orijinal
UniFrac (Lozupone ve Knight, 2005) nitel bir metriktir. Bir 6rnekte bulunan tiim OTU'lar
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bir filogenetik agaca yerlestirilir ve agirliklandirilmamis UniFrac (uu) mesafesi, tiim
dallarin uzunlugundaki karsilastirilan topluluklar i¢in benzersiz olan toplam dal

uzunluklarinin bir kesri olarak hesaplanir:

Ny .
225 b;

N
Zi=1 b;

w, = (2.5)

N.: benzersiz olan dallarin sayisi.
N: toplam sube sayist.

bi ve bj: sirastyla i ve j dallarinin uzunluklaridir (Sekil 2.7)

UniFrac mesafesi her drnek ¢iftini hesaplar ve ardindan ¢ok degiskenli istatistik
icin bir mesafe matrisi olusturur. Ancak kalitatif 6l¢iim yalnizca farkli taksonlardan olusan
topluluklar1 karsilastirmak icin daha uygunken aymi taksonlarin farkli goreli
bolluklarindan olusan topluluklar1 karsilastirmak i¢in uygun degildir. Bu ikinci tip
topluluklar1 karsilagtirmak i¢in kantitatif 6l¢iim gerekir. Bu nedenle agirlikli UniFrac
onerilmistir (Lozupone ve ark., 2007). Agirlikli UniFrac, dal uzunluklarint OTU'larin
nispi bolluklartyla agirliklandirarak, karsilastirilan orneklerde bulunan OTU'larin

bollugunu dikkate alir. [Tk adimda, ham agirlikli UniFrac su sekilde hesaplanir:

Aj B;

— N
uW - Zl:l bl . AT Bt

(2.6)

N: toplam sube sayist.
bi: i dalinin uzunlugu.
A; ve B;: Strastyla A ve B topluluklarinda i dalindan inen taksonlarin bollugu (OTU'ya
atanan okuma sayisi).

Arve Br: sirasiyla 4 ve B drneklerindeki toplam okuma sayist.
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_ 2+1+1
U= 2+ 2+3+3+1+1

i -4
@ W3

- 1,=0.3333

1.0

Sekil 2.7. Agirliklandirilmamig UniFrac metrik. Analiz edilen 6rneklerde tiim taksonlar1 kullanan bir
filogenetik agag.

Temel koordinat analizi (PcoA)

Klasik ¢ok boyutlu 6lgekleme (MDS) olarak da adlandirilan temel koordinat
analizi, ¢ok degiskenli analizlerde kullanilan bir boyutluluk azaltma teknigidir. PCoA,
UniFrac dahil olmak iizere tercih edilen herhangi bir metrige gore yeniden olusturulmus
bir mesafe matrisi ile baglar. PCoA tarafindan takip edilen UniFrac analizinin ¢iktisi,
numuneler arasindaki 6klid mesafesinin orijinal mesafe matrisini yeniden {iretecegi
sekilde daha diisik sayida boyutta numunelerin bir temsilidir. Tipik olarak, veri
varyasyonunu tanimlamak i¢in bilgilendirici gorsellestirmeler olarak iki veya ii¢ boyut

kullanilir (Gower, 1966).
2.2.1.1.7. Amplikon metagenomikleri icin boru hatlar
Onceki béliimlerde sunulan bazi teknikler ve ydntemler bagimsiz araglar

olustururken, bunlarin 6nemli bir kismi, hedeflenen dizileme metagenomikleri veya genel

olarak metagenomikler i¢in kapsamli hesaplama boru hatlarina uygulanir.
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OIIME

Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME, caym olarak telaffuz edilir),
kullanicilarin OTU toplama ve taksonomik siniflandirma iizerinden demultiplexing'den
cesitlilik analizlerine ve gelismis veri gorsellestirmeye kadar ham verileri analiz
etmelerini saglayan ac¢ik kaynakli bir yazilim paketidir. Temel olarak cesitli araglarin
ciktilarint ve girdilerini tek bir iyi diizenlenmis boru hattina doniistiiren python
betiklerinden olugur. QIIME'nin avantaji, kullanicilarin onu korumaya yardimeci
olmasidir. Herkesin kendi koduyla QIIME'ye katkida bulunmasina izin verilse de, QIIME
hala kurulumunu karmasiklastirabilecek bircok bagimliliga sahip bir python arabirimidir

(Caporaso ve ark., 2010).

Mothur

OTU toplama algoritmasina ek olarak, Mothur bagimsiz bir metagenomik ardigik
diizendir. QIIME'den farkl1 olarak mothur, Linux, Mac ve Windows platformlari1 i¢in ¢ok
sayida kullanisl algoritmay1 kapsayan tek basina yiiriitiilebilir bir programdir. Kurulumu
kolaydir ve ayrintili kilavuzlar mothur wiki ve forumlarda mevcuttur. Ayrica, mothur agik
kaynak kodludur, yani herkes kaynak kodlarin1 indirebilir ve iyilestirmeler igin
kullanabilir. Ote yandan, bagimsiz islem hattinin performansi, veri gorsellestirme ile
sinirlamaya sahip olabilir. Bununla birlikte, zayif gorsellestirmeleri iyilestirmek igin

ciktilar, R dahil olmak tizere herhangi bir araca veya programlama diline aktarilabilir.

2.2.1.2. Tiim metagenom shotgun dizileme ¢alismalari

“Whole Metagenome Sequencing (WMS) ya da “Shotgun Metagenome
Sequencing” olarak bilinen tiim metagenom dizilemede veri islemesindeki adimlar,
hedeflenmis dizileme yaklasimindan farklidir. Sekil 2.8'de gdsterildigi gibi {i¢ ana bloga
boliinmiistiir, adimlarin uygulanmasi bir sira takip etmez. Bu, bir analizin sonuglari i¢in

farkl1 beklenti ve taleplerden kaynaklanmaktadir. Ham shotgun verileri, genomlarin
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rastgele kisimlarini temsil eder. Bu nedenle, dizi birlestirme, bir metagenomdaki orijinal
genomlar1 yeniden yapilandirmanin ilk adimidir. Ancak metagenomik montaj (assembly)
karmasgik bir siirectir. Montaj1 gelistirmenin en iyi yolu kontiglerin sayisini azaltirken ayni1
anda uzunlugunu arttirmaktir. Ciinkii daha uzun dizilerin gruplanmasi daha iyi kiimeler
iiretir ve gruplama algoritmalar1 bazen birlestirilmis veriler gerektirir. Kontig'ler, bir

kerede veya ayr1 kutularda tanimlayici ve iglevsel analizlerden gecebilir.

Metagenomik
assembly

Tanimlayici ve
islevsel Binning
analizleri

Sekil 2.8. Shotgun dizilimi i¢in biyoinformatik stratejisi.

Tiim metagenom shotgun dizilemesindeki 6n isleme adimi, hedeflenen dizileme

stratejisine benzer ve temel olarak adaptor ve kaliteli diizeltmeden olusur.

2.2.1.2.1. Metagenom assembly

Metagenomlarin derlemeleri, orijinal genom dizisini analiz i¢in yeniden
yapilandirmak ve binning siireglerini iyilestirmeye yardimci olmak amaciyla okumalari
daha uzun dizilere baglamak i¢in dnemli bir adimdir. Genom birlestiriciler genellikle

belirli bir dizileme platformu i¢in tasarlanmistir. Genom birlestirme i¢in her ara¢ kendi
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0zel prosediiriinii kullanir, de novo birlestirmeyi gerceklestirmek i¢in iki ana algoritma
grubu vardir (daha kisa genomlar i¢in, 6rnegin viral genomlar i¢in) — dizi ve grafik
algoritmalar1 (genom birlestirmede ana rolii oynarlar) (Warren ve ark., 2007; Zhenyu ve
ark., 2012). Genom montajinin en iyi sonucu, bir organizmanin eksiksiz bir genom
dizisidir. Tek bir organizmanin veri setini gerceklestirmek zor olsa da metagenomik

veriler i¢in imkansizdir (Sekil 2.9).

Tamamlanmis DNA

taslak diizenekler

&
Gﬁ’\) —__ _» _-_ —— (scaffold)

taslak diizenekler
(kontig)

Sekil 2.9. U¢ organizma igeren bir veri kiimesinden metagenom assembly.

Ancak ¢ikt1 bir taslak derlemedir, genom daha kisa genomik dizilere (Kontigler)
boliiniir. Kontig'lerin konumu ve genom igindeki aralarindaki bosluklar bilinmemektedir.
Bununla birlikte, iki yonlii okumalar kullanilarak bosluklarin uzunlugu tahmin edilebilir

ve bu bitigikler iskeleler halinde gruplandirilir.

2.2.1.2.2. Binning yaklasimlari

Binning adimi, mikrobiyal topluluklarin taksonomik cesitliligini karakterize
etmek i¢in amplikon veri islemede OTU toplama islemine esdegerdir. Binning stratejileri,
okumalarin uzunluguna gore farklilik gosterir. Bununla birlikte, bazi algoritmalar, kisa

okumalarla kontig kapsamu ile hesapladiklari igin verileri bolluklarmna gore kiimeler. Iki



28

binning stratejisi vardir, referans veritabani (taksonomiye bagli) ve de novo yontemler

(taksonomiden bagimsiz) (Mande ve ark., 2012) (Sekil 2.10).

T

[ Assignmentdependent | [ Assignment independent |
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[ omnvons | [ | [ ]
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Sekil 2.10. Binning yaklasimlar1 (Mande ve ark., 2012).

2.2.1.2.3. Taksonomiye bagh gruplama

Atama bagiml teknikler bir referans veritabani kullanir ve dizi islemeye dayal
olarak hizalamaya dayali, kompozisyona dayali ve hibrit olarak alt kategorilere ayrilir. Bu
yaklasimda kullanilan veritabanlar1 daha kapsamlidir. Ornegin, niikleotid hizalamalar:
icin Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), DDBJ (www.ddbj.nig.ac.jp/) veya
amino asit hizalamalar1 i¢in Uniprot (www.uniprot.org/) kullanilir. Hizalamaya dayali
stratejiler, dizilere standart bir hizalama veya BLAST (Altschul ve ark., 1990) gibi
standart algoritmalar kullanarak bilinmeyen dizileri bilinen referanslarla karsilastirir.

Ayrica, smiflandirmayr atamak icin en iyi isabet kullanilir. Bununla birlikte, bu
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veritabanlar1 hala milyonlarca bilinmeyen tiirii kagirmakta ve bu nedenle tanimlanan
dizilerin dogrulugu etkilenmektedir. Bu sorun, En Diisiik Ortak Ata (LCA) kullanilarak
agilabilir. Bu, 6nemli isabetler kiimesine karsilik gelen organizmalarin en diisiik ortak
taksonomik atasinin taksonomisini atamak olarak caligir. Bu teknik, hizalama BLAST
tabanli araglarin cogunda mevcuttur (Mande ve ark., 2012). Bununla birlikte, atamaya
bagli yontemler, metagenomlarin ¢ogunlugunu olusturan bilinmeyen mikroplar1 daha
once yakalayamaz. Bu nedenle, metagenom gruplamas: taksonomiden bagimsiz

yontemler kullanir.

2.2.1.24. Taksonomiden bagimsiz binning

Taksonomiden bagimsiz binning, daha iyi bilgisayar verimliligi elde etmek i¢in tiim
dizileri degil, orijinal verilerden elde edilen vektorleri iceren yontemleri kullanir ve

baslica su metotlardan birine dayanir:

i. Dizi bilesimine dayal yontemler

Bu yontem dizilerin kompozisyonel 6zellikleri ile ¢alisir. Bu 6zellikler makine
O0grenme algoritmalar tarafindan karsilastirma i¢in kullanilan bir 6zellikte 6ztlenmistir.
Genomik imza olarak da bilinen normallestirilmis k-mer frekansi en c¢ok kullanilan
ozelliktir. Ornegin k 4 olarak secilmistir ve sonuglar yiiksek Oklit uzay1 boyutundadir. 4*
= 256 boyut ise dort karakter uzunlugundaki belirli kelimelerin frekanslar1 tarafindan
olusturulur (ATTT, AAAC, AAAA). Vektor kiimelemede makine 0&grenmesi
kullanmadan 6nce daha hizli bir islem elde etme adina vektorleri kisaltmak i¢in bir boyut
indirgenmesi uygulanir. 3B veya 2B'ye indirgeme, verilerin anlasilir bir
gorsellestirilmesine olanak tanir. Bu sayede kompozisyon tabanli teknikler veri
gorsellestirme i¢in en iyi aragtir (Gregory ve ark., 2009). Bununla birlikte, CG igerigi veya
oligoniikleotit frekansindan tiiretilen hata gradyani gibi diger bilesim parametreleri k-

merlerin uzunlugunu degistirebilir. Kompozisyon temelli tekniklerin ana konulari



30

sunlardir; 1) kisa NGS okumalarinin kiimelerin ayirt edilebilirligini uygulamak zor oldugu
icin uzun dizilere duyulan ihtiyag, 2) diisiik miktarda bulunan tiirlerin yanlig yakalanmasi

ve yliksek oranda bol tiirlerin bir pargasi olarak yanlis siniflandirilmasi.

ii. Bolluga dayah yontemler

Bolluga dayali binning araglari, bir mikrobiyal Ornekte verilen taksonlarin
bollugunu yansitan bitisik kapsamaya dayali 6zelliklerle ¢alisir. Bu aracglar iki gruba
ayrilir. 1. grup, birden fazla numunenin birlestirilmis kontiglerinin bir veri kiimesi
tizerinde calisir, daha sonra yiiksek kapsama profiline sahip ayni genom, birden fazla
numune arasinda iliskilendirilmelidir (Nielsen ve ark., 2014). 2. grup ham okumalarla
caligir ve siralt okumalar1 dagitmak i¢in Lander-Waterman modelini takip eder ve her
niikleotidin kapsami Poisson dagilim olasiligi (Lander ve ark., 1988) kullanilarak
hesaplanir. Bu yOntemin kompozisyon temelli gruplama tekniklerinden farki,
benzerlikleri (kompozisyon) ile degil, k-mer bollugu (icerik) ile tanimlanan kiime

olusumudur.

iii. Hibrit yontemler

Hibrit yontemler bu 6zelliklerin her ikisini de birlestirir. (Sedlar ve ark., 2017), her
iki yontemin dezavantajlarini en aza indirir ve daha dogru bindirme sonucu saglar (Lin ve
ark., 2016). Bu yontem kompozisyona dayali yaklasimin hizli 6n kiimeleme ve veri
gorsellestirme Ozellikleri ile bolluk tabanli yaklagiminin gruplar1 aritma stratejisinin bir

araya gelmesinden olusur (Laczny ve ark., 2015).

2.2.1.2.5. Tanimlayici ve islevsel analizler

WMS verileri, bir topluluk hakkinda biyolojik bilgi saglamak i¢in tanimlayici ve

islevsel analizlere tabi tutulur. Hedeflenmis dizileme yaklagimi ile tiim metagenom
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arasindaki fark, WMS'nin analiz edilen bir mikrobiyal toplulugun tiim fonksiyonel
ozelliklerini icermesidir. Bununla birlikte, genomik yaklagim, bir mikrobiyal toplulugun
metabolik ve fonksiyonel potansiyeline tam 6zellikler vermez. Bu nedenle, bir toplulugun

tiim iglevlerini belirtmek icin diger omiklerin dahil edilmesi gerekir.

I. Tanmmlayic1 ¢calismalar: Shotgun veri seti tim mikrobiyal toplulugu tanimlar.
Veriler, bir toplulugun belirli {iyelerinin taksonomik bilesimi ve bollugu hakkinda

bilgi i¢erir (Marchesi ve ark., 2015).

II. Fonksiyonel calismalar: Metagenomikte fonksiyonel c¢aligmalar, standart
genomikte uygulanan prosediirleri kopyalar. Bunlar, dizilerin agiklanmasindan ve
aciklamali 6gelere bir fonksiyonun atanmasinin ardindan olusur. Bununla birlikte,

metagenomik verilerin agiklanmasi i¢in 6zel sunucular mevcuttur.

Metagenomik, genomige benzer sekilde, bir organizmanin veya bir organizma
toplulugunun gercek islevi veya mevcut durumu yerine yalnizca islevini bildirir. Bu
nedenle metagenomik fonksiyonel c¢alismalar genellikle metatranskriptomik,

metaproteomik veya metabonomik ile birlestirilir (Parro ve ark., 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Etik Beyan, Orneklem ve Tiikiiriik Analizleri

Bu calisma igin etik onay, Necmettin Erbakan Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Ilac ve T1bbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu'ndan (basvuru no.: 2021-/01-
13) alinmistir. Ornek grubunu olusturan tiim cocuklarin ebeveynlerinden yazili
bilgilendirilmis onam formu alinmistir. Bu tez calismasina dis ¢liriigii ve immiin
yetmezligi olan 15 hasta (H) grubu ile dis c¢iiriigii olan fakat herhangi bir immiin
yetmezligi olmayan 15 saglikli (S) grup dahil edilmistir. Hasta ve saglikli gruptan
herhangi bir yiyecek ve sivi1 tiiketmeden, dislerini firgalamadan en az bir saat siire ile agken
tiikiiriik 6rnekleri almmustir. Ornek grubunu olusturacak bireylere, tiikiiriik iiretimini
uyarmak lizere ¢ignemeleri igin bir parafin peleti verilmis ve ardindan agiz tabanindan
alinan tiikiirik Ornekleri steril tiiplere aktarilarak tiikiiriik akis hizi hesaplanmistir.
Prosediirler, kit iireticisinin kullanim tavsiyelerine gére (CRT® buffer, CRT® Intro Pack-
Caries Risk Test, Ivoclar Vivadent, Schaan, Lihtenstayn) uygulanmistir.

Bu tez kapsaminda, tiikiiriikteki Mutans streptococci ve Lactobacilli yogunlugu
analiz edilmistir. Bunun i¢in (CRT® buffer, CRT® Intro Pack-Caries Risk Test, Ivoclar
Vivadent, Schaan, Lihtenstayn) kit icerisindeki agarin her iki yiizeyi bir tasiyici pipet
kullanilarak tiikiiriik ile tamamen 1slatilmistir. Orneklerin inkiibatérde 37°C'de 48 saat
inkiibasyonundan sonra, Mutans streptococci ve Lactobacilli koloni yogunlugu, iiretici
tarafindan hazirlanan model tablosuna gére degerlendirilmistir. inkiibasyon sonrasi elde
edilen koloni sayilar1 10° CFU/mL tiikiiriik'ten biiyiik veya kiiciik (k: kii¢iik, b: biiyiik)

olarak siniflandirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak da degerlendirilmistir.

Tiikiiriik 6rneklerinin tamponlama kapasiteleri tek kullanimlik test seritleri ile
aragtirilmistir. Ureticinin (CRTR-bacteria, CRT® Intro Pack-Caries Risk Test, Ivoclar
Vivadent, Schaan, Lihtenstayn) kullanim tavsiyelerine gore, test seritleri tiikiiriik ile

1islatilmis ve 5 dakika sonra tiikiiriik tamponlama kapasitesi gorsel degerlendirme ile h:
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yiiksek, m: orta ve 1: diisiik olarak degerlendirilmistir.

3.2 Metagenomik Analiz
3.2.1. Metagenomik analiz icin dis 6rneklerinin hazirlanmasi

Calismaya, Necmettin Erbakan Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Klinigine basvuran primer immiin yetmezlik hastaliklar1 (PIYH) ve dis ¢iiriigii olan 15
hasta (yas ort: 6.5) grubu ile herhangi bir immiin yetersizlik hastalig1 olmayan dis ¢iiriiklii
15 saglikli gocuk (yas ort: 6.9) kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Ornekler, daha dnce
klinik ve aragtirma deneyimi olan egitimli bir pediatrik dis hekimi tarafindan toplanmis
ve bir hafta icinde DNA ekstraksiyonu i¢in 4°C'de steril bir tiipte saklanmigstir. Numuneler
dis kontaminasyonlardan arindirmak i¢in %70 etanol ile yikandiktan sonra havan ve
tokmak kullanilarak toz haline getirilmistir. Daha sonra {reticinin talimatlarina gore
(ZymoBIOMICS DNA Miniprep kiti, ZYMO RESARCH, Tustin, ABD) asagida detayl
olarak anlatilan DNA ekstraksiyonu prosediirii uygulanmistir. izole edilen DNA 6rnekleri
(100 ng DNA), metagenomik analizi yapilmak {izere soguk zincir kosullar1 altinda firmaya

(GenEra, Tiirkiye) gonderilmistir.

3.2.2. Dis ciiriiklerinden DNA izolasyonu

Dis ciirtiklerinden DNA izolasyonu i¢in ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep kiti
kullanilmistir. Izolasyon protokolii firmanin onerilerine uygun olarak, su sekilde

yapilmustir.

1. DNA’s1 izole edilecek ornek, ZR BashingBead ™ lizis Tiiplerine (0,1 ve 0,5 mm)
eklenmistir. 750 pul ZymoBIOMICS ™ Lizis Soliisyonu tiipe eklenerek kapak sikica
kapatilmigtir.
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2. Icerisinde &6rnek bulunan tiip > 5 dakika boyunca maksimum hizda
vortekslenmistir.
3. Vorteks isleminden sonra, tiip > 10 000 x g’de 1 dakika boyunca mikrosantrifiijde

santrifiij edilmistir.

4. 400 pl siipernatant, bir toplama tiipiine Zymo-Spin ™ III-F Filtresi iizerine
aktarilarak 1 dakika 8 000 x g'de santrifiijlenmistir. Daha sonra Zymo-Spin ™ III-F Filtresi

atilmagtir.

5. 1200 pl ZymoBIOMICS ™ DNA Baglama Tamponu, Toplama Tiipiindeki

stiziintiiye eklenmistir.

6. 800 ul karigim, bir toplama tiiptinde bir Zymo-Spin ™ IICR kolonuna aktarilarak 1
dakika 10 000 x g'de santrifiijlenmistir.

7. Santriflij sonunda toplama tiipinde biriken sivi dokiilerek 6. basamak tekrar
edilmistir.
8. Yeni bir toplama tiipline ayn1 Zymo-Spin™ IICR kolonu yerlestirilmis ve kolon

iizerine 400 pl ZymoBIOMICS™ DNA yikama tamponu-1 eklenmistir. Ardindan 1 dakika
boyunca 10,000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipiinde biriken s1v1

atilmagtir.

0. Toplama tiiptindeki Zymo-Spin™ IICR kolonu iizerine 700 ul BIOMICS™ DNA
yikama tamponu-2 eklenerek 10 000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda

toplama tiiplinde biriken s1v1 atilmistir.

10. Toplama tiiptindeki Zymo-Spin™ IICR kolonu iizerine 200 pl BIOMICS™ DNA
yikama tamponu-2 eklenerek 10 000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda

toplama tiiplinde biriken s1vi1 atilmistir.
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1. Zymo-Spin™ IICR kolonu temiz bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve
kolon matriksine 100 pl (minimum 50 pl) ZymoBIOMICS™ DNaz/RNaz-icermeyen su
eklenerek 1 dakika inkiibe edilmistir. DNA’nin ayrilmasi i¢in 10 000 x g’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

12.  Yeni bir toplama tiipiine Zymo-Spin™ III-HRC Filtresi yerlestirilmis ve 600 pl
ZymoBIOMICS™ HRC Hazirlama soliisyonu eklenerek 8000 x g’de 3 dakika santrifiij

edilmistir.

13. Temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipline hazirlanan Zymo-Spin™ III-HRC
Filtresi yerlestirilmig ve {lizerine 11. basamakta elde edilen DNA eklenmistir. 3 dakika

boyunca 16 000 x g’de santrifiij edilmistir.

DNA'nin miktar1 ve safligit NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, ABD) ile
degerlendirilmistir. Orneklerden izole edilen DNA’lar metagenomik analiz icin

kullanilmistir.

3.2.3. 16S rRNA kiitiiphane hazirlama ve gen dizileme

Bu prosediirlerde KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche, ABD) kullanilarak her
numune i¢in ayr1 ayr1 25 dongii PCR gerceklestirilmistir. Kiitliphane hazirlig1 sirasinda iki
asamali PCR gerceklestirilmistir. Bu kitin prosediiriine goére uygulanan bu agamada, 16S
rRNA genine 6zgii primerler V3-V4 bolgelerini amplifiye etmek {izere kullanilmistir.
INlumina Miseq adaptoér primerlerinin niikleotid dizileri, gene 0zgli primerlere
eklenmektedir. Primer dizileri sunlardir: 16S Amplikon PCR lleri Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCT ACGGGNGGCWGCAG
ve 16S Amplikon PCR Geri Primer = 5! GTCTCGTGG
GGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC. Cikinti
(overhang) adaptor dizisi, hedeflenecek bolge icin lokusa 6zgii primere eklenmistir.
[llumina ileri primer overhang: 5!

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[lokusa 6zel dizi] ve geri primer
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overhang: 5' GTCTCGTGGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[lokusa o6zel
dizi] dizileri kiitliphane hazirliginda kullanilmistir. Kiitliphane hazirlama ve dizileme

islemleri asagida basamaklar halinde verilmektedir.

. Amplikon PCR

16S V3-V4 amplikonunu ¢ogaltmak i¢in asagida bilesen miktarlar1 ve kosullar1 verilen
PCR reaksiyonu 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix ve 16S V3-V4 amplikon primerleri
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Icerik Hacim
DNA (5 ng/ul) 2.5 ul
Amplikon PCR Forward Primer, 1 uM Sul
Amplikon PCR Reverse Primer, 1 uM Sul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12.5 ul

Toplam 25 ul

PCR, asagidaki program kullanilarak bir termal dongiileyicide gerceklestirilmistir:
95°C’de 3 dakika
95 °C 30 saniye

55 °C 30 saniye .
25 dongii

72°C 30 saniye |
72°C 5 dakika

4°C'de inkiibasyon
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PCR temizleme

16S V3-V4 amplikonunu serbest primerlerden arindirmak igin AMPure XP

boncuklarini kullanarak gergeklestirilen temizleme adimi agagidaki sekildedir.

. Amplikon PCR plakasi, yogunlastirmak i¢in 20°C'de 1 000 x g'de 1 dakika

santrifiijlenmistir.

Boncuklarin esit sekilde dagildigindan emin olmak i¢cin AMPure XP boncuklari 30 saniye
vortekslenmistir.

Cok kanalli bir pipet kullanarak, Amplikon PCR plakasinin her kuyucuguna 20 ul AMPure
XP boncuk eklenmistir.

Karisim, 10 kez asag1 yukar1 pipetlenmistir.

Plaka oda sicakliginda 5 dakika boyunca ¢alkalanmadan inkiibe edilmistir.

Plaka, siipernatant temizlenene kadar 2 dakika boyunca manyetik bir stand {izerine
tutulmustur.

Amplikon PCR plakas1 manyetik stand iizerindeyken, slipernatant ¢ok kanalli bir pipet
yardimui ile atilmigtir.

Amplikon PCR plakas: manyetik stand iizerindeyken boncuklar yeni hazirlanmig %80
etanol ile asagidaki gibi yikanmustir:

Cok kanall bir pipet kullanilarak, her numune kuyucuguna 200 pl yeni hazirlanmis %80
etanol eklenmistir.

Plaka manyetik stand {izerinde 30 saniye siireyle inkiibe edilmistir.

Stipernatant atilmistir.

8. adim tekrarlanarak, ikinci kez etanol yikamasi yapilmistir.

Plaka 10 dakika siireyle agik havada kurumaya birakilmistir.

Amplikon PCR plakast daha sonra manyetik stanttan c¢ikarilmistir. Amplikon PCR
plakasinin her kuyucuguna ¢ok kanalli bir pipet kullanarak, 10 mM Tris (pH 8.5)’ten 52,5
ul eklenmistir.

Karisim, 10 kez asag1 yukar1 pipetlenmistir.
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Plaka oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

14. Plaka, silipernatant temizlenene kadar 2 dakika boyunca manyetik bir stand {izerinde

15.

tutulmustur.
Amplikon PCR plakasindan alinan 50 pl siipernatant ¢ok kanalli bir pipet kullanarak, yeni
bir 96-kuyulu PCR plakasina aktarilmistir.

indeks PCR

Bu adimda, Nextera XT Indeks Kiti kullanilarak ikili indeksler ve Illumina dizileme

adaptorleri eklenmistir.

Cok kanalli bir pipet kullanilarak 6nceki 96 kuyulu plakadan 5 pl alinarak yeni bir 96
kuyulu plakaya aktarilmistir. Kalan 45 pl, diger kullanimlar i¢in saklanmigtir.

Indeks 1 ve 2 primerleri, asagidaki formata gére plakaya yerlestirilmistir:

Indeks 2 primer tiipleri, A'dan H'ye kadar olan siralarla hizalanarak dikey olarak
diizenlenmistir (beyaz kapaklar, berrak soliisyon).

Indeks 1 primer tiipleri (turuncu kapaklar, sar1 soliisyon) yatay olarak, 1'den 12'ye kadar
olan siitunlara hizalanmistir.

Yeniden siispanse edilmis 5 pl PCR iiriinii igeren 96 kuyulu PCR plakasi, TruSeq Indeks
Plaka Fikstiiriine yerlestirilmistir.

Asagida hacimleri verilmis bilesenler ile DNA reaksiyonu baglatilmistir:

Icerik Hacim
DNA S5ul
Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) Sul
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) Sul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
PCR Dereceli su 10 pl

Toplam 50 pl
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Karisim, 10 kez yukar1 ve asag1 pipetlenerek karigtirilmastir.

Plaka Microseal film ile kaplanmustir.

Plaka, 1 dakika boyunca 20°C'de 1 000 x g'de santrifiijlenmistir.

PCR bir termal dongiileyicide, asagidaki program kullanilarak gergeklestirilmistir:

95°C’de 3 dakika
95 °C 30 saniye |

55°C 30 saniye  — O donet

72°C 30 saniye |
72°C 5 dakika

4°C'de inkiibasyon

2. PCR temizleme

Bu son adim, AMPure XP boncuklar1 kullanarak DNA kiitiiphanesini temizlemek

icin gergeklestirilmistir.

. Index PCR plakasi, yogunlagtirmak i¢in 20°C'de 280 x g'de 1 dakika boyunca

santrifiijlenmistir.

AMPure XP boncuklart boncuklarin esit olarak dagildigindan emin olmak i¢in 30 saniye
vortekslenmistir.

Index PCR plakasinin her kuyucuguna ¢ok kanalli bir pipet kullanarak, 56 ul AMPure XP
boncuk eklenmistir.

Karisim 10 kez yukar1 asag1 pipetleme yapilarak karistirtlmigtir.

Karigimlar 5 dakika boyunca ¢alkalanmadan oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
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Plaka, siipernatant temizlenene kadar 2 dakika boyunca manyetik bir stand iizerinde
birakilmistir.

Manyetik stand iizerindeki Index PCR plakasindan ¢ok kanalli bir pipet kullanilarak
slipernatant atilmustir.

Manyetik stand iizerindeki Index PCR plakasindaki boncuklar, yeni hazirlanmis %80°1ik
etanol ile asagidaki gibi yikanmustir:

Cok kanall1 bir pipet kullanilarak, her numune kuyucuguna 200 pl taze hazirlanmig %80
etanol eklenmistir.

Plaka, manyetik stand tizerinde 30 saniye siireyle inkiibe edimistir.

Stipernatant atilmistir.

Ikinci bir etanol yikamast i¢in, 8. adim tekrarlanmustir.

Fazla etanol cok kanalli pipet kullanilarak ¢ikarilmistir.

Plaka 10 dakika siireyle havada kurumaya birakilmaistir.

Index PCR plakas1 manyetik stanttan ¢ikarilmistir. Cok kanalli bir pipet kullanilarak, Index
PCR plakasinin her kuyucuguna 27,5 pul 10 mM Tris pH 8,5 eklenmistir.

Karisim, boncuklar tamamen yeniden siispanse edilene kadar 10 kez yukar1 ve asagi

pipetlenerek karigtirllmisgtir.

Plaka oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

Plaka, siipernatant temizlenene kadar 2 dakika boyunca manyetik stand {izerine
tutulmustur.

25 pl stipernatant ¢ok kanalli bir pipet kullanilarak Index PCR plakasindan yeni bir 96-

kuyulu PCR plakasina aktarilmistir. Boylece DNA kiitiiphanesi hazirlanmastir.

MiSeq dizileme reaksiyonu

Kiime olusturma ve dizileme i¢in hazirlik siirecinde, havuzlanmis kiitiiphaneler

NaOH ile denatiire edildikten sonra, hibridizasyon tamponu ile seyreltilmistir ve MiSeq

dizilemesinden once 1sitilmistir. Her ¢alistirma en az %35 PhiX icermelidir. PhiX, diistik
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cesitlilik kiitiiphaneleri i¢in dahili bir kontrol olarak ¢alismaktadir. Daha iyi bir ¢alisma
metrikleri elde etmek i¢in asagidaki gibi MiSeq v3 reagent kiti kullanilmigtir.

Bir 1s1 blogu 96°C'ye ayarlanmigtir.

MiSeq reaktif kartusu oda sicakliginda ¢oziilmiistiir.

3 kisim buz ve 1 kisim su oran1 saglanarak bir buz-su banyosu hazirlanimistir.

Bir mikrosantrifiij tiipiinde havuzlanmis nihai DNA kiitliphanesinin asagidaki hacimleri
ve yeni seyreltilmis 0,2 N NaOH birlestirilmistir:

* 4 nM havuzlanmis kiitiiphane (5 pl)

* 0,2 N NaOH (5 ul)

Kalan 0,2 N NaOH seyreltisi bir PhiX kontrolii i¢in ayrilmistir.

Numune soliisyonu vortekslenmis ve daha sonra 1 dakika boyunca 20°C'de 280 x g'de
santrifiijlenmistir.

DNA'y1 tek sarmal halinde denatiire etmek i¢in numuneler oda sicaklifinda 5 dakika
inkiibe edilmistir.

Denatiire DNA igeren tiipe agsagidaki hacimde 6nceden sogutulmus HT1 eklenmistir:

* Denatiire DNA (10 pl)

« Onceden sogutulmus HT1 (990 pl)

HT1 sonuglari, 1 mM NaOH i¢inde 20 pM denatiire kiitiiphaneye eklenmistir.

Denatiire DNA, son seyreltme islemine kadar buz {izerine yerlestirilmistir.

Denatiire DNA, 120 pl 20 pM denatiire kiitliphane ve 480 pul 6nceden sogutulmus HT1
kullanilarak 4 pM konsantrasyona seyreltilmistir.

Daha sonra DNA soliisyonu karigtirilmistir.

Denatiire ve seyreltilmis DNA buz {izerine yerlestirilmistir.
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PhiX kontroliiniin denatiire edilmesi ve seyreltilmesi

10 nM PhiX kiitiiphanesini amplikon kitaplig1 ile ayn1 yilikleme konsantrasyonuna
denatiire etmek ve seyreltmek i¢in asagidaki adimlar uygulanmistir. Nihai kiitiiphane

karisimi, en az %5 PhiX i¢ermistir.

. PhiX kitapligin1 4 nM'ye seyreltmek i¢in asagidakiler birlestirilmistir:

* 10 nM PhiX kiitliphanesi (2 pl)

* 10 mM Tris pH 8,5 (3 pl)

. Asagidaki 4 nM PhiX ve 0,2 N NaOH hacimleri bir mikrosantrifiij tiiplinde
birlestirilmistir:

* 4 nM PhiX kiitiiphanesi (5 pl)

* 0.2 N NaOH (5 ul)

. 2 nM PhiX kiitiiphanesi vortekslenmistir.

. PhiX kiitiiphanesini tek iplikler halinde denatiire etmek i¢in karisim, oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilmistir.

. 20 pM PhiX kiitiiphanesi elde etmek i¢in denatiire edilen PhiX kiitiiphanesi igeren tiipe,
onceden sogutulmus HT1'in asagidaki hacimleri eklenmistir:

* Denatiire PhiX kiitiiphanesi (10 pl)

« Onceden sogutulmus HT1 (990 pl)

. 20 pM denatiire PhiX kitapligi, Amplikon kitaplig: ile aynm: yiikleme konsantrasyonuna
seyreltilmigtir.

. 20 pM denatiire PhiX, 120 pl 20 pM denatiire edilmis kiitliphane ve 480 pl dnceden
sogutulmus HT1 kullanilarak 4 pM konsantrasyona seyreltilmistir.

. Daha sonra DNA soliisyonu karistirilmistir.

. Denatiire edilmis ve seyreltilmis PhiX buz {izerine yerlestirilmistir.
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Amplikon kiitiiphanesi ve PhiX kontroliiniiniin birlestirilmesi

Asagidaki adimlar takip edilerek 6rnekler ve PhiX kontrolii Illumina cihazina
yerlestirilmistir:
. Asagidaki denatiire PhiX kontrol kiitiiphanesi ve denatiire amplikon kiitiiphanesi bir
mikrosantrifiij tiiplinde birlestirilmistir:

* Denatiire ve seyreltilmis PhiX kontrolii (30 pl)

* Denatiire ve seyreltilmis amplikon kiitiiphanesi (570 pl)
. Bir 1s1 blogu kullanilarak, birlestirilmis kiitiiphane ve PhiX kontrol tiipii, 96°C'de 2 dakika
siireyle inkiibe edilmistir.
. Inkiibasyondan sonra tiip 1-2 kez alt iist edilerek karistirilmis ve hemen buz-su banyosuna
yerlestirilmistir.

Tiip buzlu su banyosunda 5 dakika tutulmustur.

Ornekler MiSeq'e yiiklendikten sonra, 16S Metagenomiks protokolii segilip

calistirtlmistir.

3.24. Biyoinformatik ve istatistiksel analiz

Dizileme uygulamasindan sonra kalite kontrol asamasinda FastQC programi
(versiyon 0.11.9; Babraham Bioinformatics Group, Babraham Institute, Cambridge, UK;
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/) kullanilmigtir. Kalite kontrol sonuglarina goére her
numune i¢in veri miktarlari, okuma kalitesi, GC dagilimlari, k-mer dagilimlart ve olast
adaptor kontaminasyonlari incelenmistir. Bu asamadan sonra, diisiik okuma kalitesine
sahip okumalar (Phred Skoru <Q20, pencere araligi 30 bp) tiim verilerden ¢ikarilmistir.
Ek olarak, diisiik kaliteli baz okumalari, olas1 adaptdr kirleticileri ve okuma uglarindaki
kimerik diziler, Genomes OnLine Database (GOLD) ve Trimmomatic araci (versiyon

0.40, usadellab.org, Almanya) temel alinarak kirpilmistir.
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Taksonomik profil olusturma icin, okumalar Wang ve arkadaslar1 tarafindan

gelistirilen Greengenes veritabanina (http://greengenes.lbl.gov/) dayali olarak Ribozomal

Veritaban1 Projesi (RDP) Siniflandirict  kullanilarak hedef organizmalara gore
hizalanmistir (Wang ve ark., 2007). Hizalamadan sonra, her numunedeki OTU gruplar1
mikrobiyal topluluk yapisi, bilesimi, alfa cesitliligi ve beta cesitliligi analizi gibi
biyoinformatik analizler i¢in R vegan paketi (versiyon 2.5-6, https://CRAN.R-

project.org/package=vegan ) kullanilarak veri raporlama, istatistiksel analiz ve veri

gorsellestirme islemleri gergeklestirilmistir. Iki calisma grubu arasindaki taksonlarin nispi
bolluklarindaki farkliliklar t-testi, Kruskal-Wallis testi ve Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmis, ayrica tiirler arasindaki iligkileri ve korelasyonu degerlendirmek igin
spearman testi kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, p degeri 0,05'ten kiigiikse iliski
anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler, SPSS V.27 istatistiksel yazilimi (, IBM,
Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapilmistir. Ayrica alt gruplar (antikor eksikligi,
kombine immiin yetmezlikler, immiin disregulasyon ve kdk hiicre nakli) ile kontrol grubu

arasindaki farkliliklar da arastirilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Calisma Gruplarimin Klinik Bilgileri ve Tiikiiriik Testleri

Calisma grubu olarak primer immiin yetmezlik hastaliklar1 (PIYH) ve dis ciiriigii
olan 15 hasta (yas ort: 6.5) grubu ile herhangi bir immiin yetersizlik hastalig1 olmayan dis
cliriiklii 15 saglikli ocuk (yas ort: 6.9) kontrol grubu olarak kullanilmistir. Ornek gruplara
iliskin klinik 6zellikler detayli olarak Tablo 4.1. 'de gosterilmektedir. Tiikiiriik, proteinler,
glikoproteinler, elektrolitler ve kiiglik organik molekiiller igeren heterojen bir sividir.
Tiikiiriik, disleri ve agiz mukozasini siirekli olarak yikar. Tukiiriiglin ¢iirik gelisimini
etkileme yeteneg§i, salinan salgilarin miktarina ve bilesimine baghdir. Tiikdiriik,
antimikrobiyal bilesenler ve agiz dokularmi koruyan bir tamponlama maddesi igerir.
Laktoferrin, lizozim ve histatinler gibi tiikiiriikte bulunan proteinler, agiz boslugundaki
mikroorganizmalarin biiylimesini yok etme veya engelleme yetenegine sahiptir ve en
onemli islevleri, dis ¢ilirlimesine yol agan dis plagi olusturan agiz bakterilerini kontrol
etmektir (Battino ve ark., 2002). Tiikiiriik testleri sonucuna gore, tampon kapasitesi (orta)
(p=0.5) ve akis hiz1 (H grubu £0.4 ml/dk ve S grubu +0.4 ml/dk) (p=0.4) agisindan her iki
grup arasinda herhangi bir farklilik bulunmamaktadir. Dis c¢iirtikleri ile tiikiiriik akis hizi,
pH, tampon kapasitesi ve tiikiiriigiin savunma sistemleri arasindaki iliskileri arastiran ¢cok

az ¢alisma bulunmaktadir (Pandey ve ark., 2015).

Bu ¢alismada DMFT indeksi (Decayed, Missing and Filled Teeth) kullanilmistir. Bu
indeks, bireyin ¢iiriik, eksik ve dolgulu kalict diglerinin (DMF) toplamini verir (Jayve ark.,
2008). Bu c¢alismada, DMFT indeksi S grubu i¢in 9.6+3.6, H grubu igin ise 8.3+2.3
bulunmustur (p=0.3).

Bu ¢alismada S ve H gruplarinda tiikiiriik akis hizi, tampon kapasitesi ve DMFT
benzer bulunmustur. Bu benzerlik, bu ¢alismaya konu edilen tiim 6rneklerin ¢iirtiklii

olmas1 nedeniyle beklenen bir sonugtur.
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GRUP*  YAS CINSIYET DMFT® TUKURUK TAMPONLAMA  Lactobacilli Mutans H TANISI H SINIFI
AKIS HIZI KAPASITESI ©
(ml/dk)

H1 8 E 6 1,25 Y k k Hipogamaglobinemi, klinefelter Antikor eksikligi
sendromu

H2 6 E 10 1 D b b Hipogamaglobulinemi Antikor eksikligi

H3 7 K 8 0,5 D b b Kombine IY

H4 5 K 10 1 (6] k b Immun disregulasyon Immun disregulasyon

HS 4 K 6 0,7 (6] k k Artemis eksikligi Nakil

H6 5 K 8 0,8 Y k k Ataxia telenjiektazi Kombine IY

H7 5 K 6 1 Y k k RAG 2 eksikligi Nakil

H8 4 K 7 1 D b b Tanimlanmamis immun yetmezlik + Antikor eksikligi
hipogamaglobulinemi

H9 5 E 4 1,3 Y k k Hipogamaglobulinemi, bronsiolitis Antikor eksikligi
obliterans

H 10 4 E 9 0,3 Y b b Hipogamaglobulinemi + inflamatuvar Immun disregulasyon
bagirsak hastaligi

H11 6 E 12 0,9 (6] k k LRBA eksikligi Immun disregulasyon

H12 8 E 9 1 (6] k b Hipogamaglobulinemi, tbc Antikor eksikligi

H13 4 K 11 0,6 (6] k k ADA eksikligi Nakil

H 14 16 E 11 1,2 D k k Wideman steiner sendromu Antikor eksikligi

H15 11 E 8 1 (6] b b Hipogamaglobulinemi, bronsektazi Antikor eksikligi

S1 4 E 5 0,9 Y k k

S2 5 E 9 1 Y k k

S3 6 E 14 1,2 (6] b b

S4 6 E 11 1 (6] k b

S5 6 K 10 0,5 (6] b b



S6 7 E 6 0,5 Y
S7 8 E 10 1 D
S8 9 E 17 1,3 (6]
S9 6 K 4 1 Y
S 10 9 K 11 0,9 D
S 11 10 K 14 2 Y
S 12 9 K 10 0,8 Y
S 13 7 E 6 1 Y
S 14 6 K 9 1,2 D
S 15 6 K 8 0,9 (6]
P-degeri 0.7 0.3 0.4 0

~ o ~ =~ ~ ©o =~ o =~ =

~ o ~ =~ ~ ©o =~ =~ <o =
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2 S: Kontrol grubu. H: Primer immiin yetersizligi
b dmft (d: giiriik, m: eksik veya f: dolgulu t: siit disleri)
°Y: yiiksek, O: orta, D: diisiik

4 p-degeri: gruplar arasindaki fark. Onemli fark yok (p> 0.05)
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Tampon kapasitesi ile tiir sayis1 arasinda (R? =0,06, F (1,28) = 1,78, p-degeri

=0,19) anlamli bir korelasyon bulunamamistir (Sekil 4.1). Akis hizi ile tiir sayis1 arasinda

da (R’ =0,04, F (1,28) = 1,19, p-degeri =0,3) anlaml1 bir iliski bulunmamustir.

3.0

25

2.0

Tukrik tamponlama kapasitesi

2.00

1.50

1.00

Akis hizi

50

.00

200 400 600 800
Tir sayisi

R? Linear = 0.041

200 400 600 800

Tar sayisi

Sekil 4.1. Tiikiiriik tamponlama kapasitesi ile akis hizinin tiir sayist ile korelasyonu (p >0,05).
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4.2. Genel Mikrobiyal Profil

ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep kiti kullanilarak dig ¢iiriiklerinden elde edilen

DNA lara ait saflik ve konsantrasyon degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Dig drneklerinden izole edilen DNA’lara ait degerler.

Ornek Konsantrasyon (ug/ml) 260/280 nm 260/230 nm
S1 139,4 1,919 1,139
S2 20,735 2,6095 0,26375
S3 62,89 2,0115 0,67545
S4 148,75 1,8805 1,1525
S5 137,775 1,9165 1,0016
S6 160,7 1,91 1,265
S7 157,4 1,952 1,3535
S8 55,145 2,1195 0,67865
S9 25,345 2,257 0,3664
S10 23,675 2,3745 0,33665
S11 84,365 1,9425 0,8383
S12 18,33 3,224 0,2864
S13 13,14 2,735 0,2052
S14 32,25 2,043 0,4207
S15 32,35 2,05 0,4104
Hl 31,225 2,334 0,40285
H2 86,865 2,0235 0,8502
H3 116,2 1,959 1,0735
H4 54,46 2,149 0,62335
H5 253,5 1,9085 1,5645
He6 137,8 1,941 1,225
H7 149,5 1,891 1,221
H8 98,225 2,003 1,0325
H9 63,185 1,9855 0,7096
HI10 152,95 1,9135 1,2365

HI11 99,285 1,956 0,9868



HI12
H13
H14
HIS5
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64,655 2,0685 0,7522
75,685 2,0085 0,84195
18,82 2,2335 0,2541
20,445 2,2435 0,2795

Orneklerden izole edilen DNA’lar kullanilarak gergeklestirilen dizileme

isleminden sonra kalite kontroliinii gegen okumalar, farkli taksonomik seviyelerde en

yiiksek benzerlik gosteren taksonomik birime atanmistir. Asagidaki grafikte (Sekil 4.2.),

her bir 6rnekte tespit edilen toplam okuma sayilari ve cins seviyesine kadar bir taksonomik

birime tanimlanmis (a¢ik mavi renkli) okumalar gosterilmistir. Koyu mavi renkli

okumalar,

cins seviyesinden daha {ist taksonomik birime atanmig okumalari

gostermektedir.
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Sekil 4.2. Cins seviyesine kadar bir taksonomik birime tanimlanmis okumalar.
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Asagidaki gorselde (Sekil 4.3.), tez kapsaminda tiim numunelerde en yliksek oranda
gdriilen 20 bakteriyel cins ¢ubuk grafigi olarak sunulmustur. Ik 20 cinsten daha az oranda

tespit edilenler “Other” (Diger) olarak gruplanmstir.

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
$10
S11
$12
S13
S14
$15
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15

Genus

Other Propionibacterium
Streptococcus Corynebacterium
Prevotella Bifidobacterium
Actinomyces Scardovia
Lactobacillus Selenomonas
Olsenella Neisseria

Veillonella Atopobium

Fusobacterium Capnocytophaga
Pseudomonas :‘ Rothia

Leptotrichia

O

Saccharibacteria_genera_incertae_sedis

Parascardovia

N N~} S ) L
RS ¥ K3 & S

Relative Abundance

Sekil 4.3. Tiim 6rneklerde en yiiksek orana sahip 20 bakteri susu. H (Hasta), S (saglikli).

Metagenomik analiz, 1327 cins, 303 aile, 123 takim, 82 siif ve 46 filuma ait 2440
bakteri susunun tanimlanmastyla sonuglanmistir. Bu ¢alismada tespit edilen tiim bakteri

filumlari, cinsleri, tiir-susu i¢in 6rnek nispi bolluklar asagidaki gibi sunulmaktadir.



Phylum (Filum)
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Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 46 filum tespit edilmistir. Firmicutes (34,64% ve 35,42%),

Actinobacteria (27,73% ve 23,57%), Bacteroidetes (12,83% ve 14,80%), Proteobacteria (13,37% ve 15,23%), Fusobacteria
(6,00% ve 5,40%), Acidobacteria (2,43% ve 1,33%), Candidatus _Saccharibacteria (0,80% ve 1,40%), (S ve H) olarak

stralanmistir (> %1 nispi bollukta). En yiiksek oranda goriilen ilk 30 filum asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.4).

ve rlru Ceol mlol Ctoro bal ae =============-===========
g
haumarchaeota -

Tenericutes -
Synerglstetes --- --

--_
sp.mchaetes--=======================
-

Proteobacteria - L T [ (.
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Lentisphaerae -

Latescibacteria -

Gemmatimonadetes - Il

Fusobacteria-/

Firmicutes -0

Euryarchaeota -.
DeinococcusUnclassifiedThermus -

Deferribacteres -

——11
Cyanobacterla/ChIoroplast ...-....-.
-

Chloroflexi -
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candidate_division WPS'UncIassTed2 -==

Bacter0|detes -
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Acidobacteria -
Acetothermia -
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Sekil 4.4. Tiim 6rneklerde tespit edilen ilk 30 filum. H (Hasta), S (sagliklr).
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Class (Sintf)

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 82 sinif tespit edilmistir. Actinobacteria (28,00% ve 23,98%),
Bacilli (22,15% ve 22,35%), Bacteroidia (10,64% ve 12,82%), Negativicutes (8,75% ve 10,75%), Fusobacteriia (6,11% ve
5,46%), Betaproteobacteria (6,48% ve 5,38%), Gammaproteobacteria (3,52% ve 6,81%), Clostridia (3,87% ve 2,53%),
Alphaproteobacteria (2,09% ve 2,28%) ve Flavobacteriia (1,42% ve 1,51%) (S ve H) olarak siralanmistir (> %1 nispi bollukta).
En yiiksek oranda goriilen ilk 30 siif asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.5.).

SSggerglstlg --—--—-—----—---—---—--—--
ubdivision '
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Sekil 4.5. Tiim 6rneklerde tespit edilen ilk 30 sinif. H (Hasta), S (sagliklr).
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Order (Takim)

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 123 takim tespit edilmistir. Lactobacillales (21,49% ve 21,90%),
Actinomycetales (16,17% ve 10,71%), Bacteroidales (10,93% ve 13,03%), Selenomonadales (8,77% ve 10,78%), Coriobacteriales
(5,95% ve 8,43%), Fusobacteriales (6,11% ve 5,47%), Bifidobacteriales (5,92% ve 4,87%), Pseudomonadales (1,76% ve 5,82%),
Clostridiales (3,93% ve 2,63%), Rhodocyclales (2,34% ve 1,96%), Burkholderiales (2,20% ve 1,21%), Neisseriales (1,53% ve
1,58%), Flavobacteriales (1,46% ve 1,54%), Rhizobiales (1,17% ve 1,20%), Holophagales (1,26% ve 0,32%), (S ve H) olarak
stralanmistir (> %1 nispi bollukta). En yiiksek oranda goriilen ilk 30 takim asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Tiim 6rneklerde tespit edilen ilk 30 takim. H (Hasta), S (sagliklr).
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Family (Aile)

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 303 aile tespit edilmistir. Streptococcaceae (17,85% ve 11,25%),
Veillonellaceae (8,82% ve 10,81%), Prevotellaceae (5,65% ve 9,86%), Actinomycetaceae (7,89% ve 6,87%), Coriobacteriaceae
(5,98% ve 8,47%), Lactobacillaceae (2,79% ve 10,22%), Bifidobacteriaceae (5,95% ve 4,88%), Fusobacteriaceae (3,85% ve
3,04%), Pseudomonadaceae (1,76% ve 4,77%), Porphyromonadaceae (3,27% ve 2,22%), Leptotrichiaceae (2,30% ve 2,45%),
Propionibacteriaceae (2,88% ve 1,31%), Corynebacteriaceae (2,65% ve 1,24%), Rhodocyclaceae (2,40% ve 2,01%), Neisseriaceae
(1,55% ve 1,59%), Flavobacteriaceae (1,08% ve 1,43%), ve Micrococcaceae (1,22% ve 1,04%) (S ve H) olarak siralanmistir (>
%1 nispi bollukta). En yiiksek oranda goriilen ilk 30 aile asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Tiim 6rneklerde tesplt edllen ilk 30 aile. H (Hasta), S (saghkh).



56

Genus (Cins)

Cins diizeyinde, tiim 6rneklerde toplamda 1327 cins tespit edilmistir. H ve S gruplari i¢in nispi bolluklar1 en fazla bulunan
cinsler; Streptococcus (%18 ve %11,3), Prevotella (%5,4 ve %9,8), Actinomyces (%7,9 ve %6,8), Lactobacillus (%2,8 ve %10,2),
Olsenella (%5 ve %6,8), Veillonella (%5 ve %6,5), Fusobacterium (4 % ve % 3.1). Her iki grup arasinda farkli bollugu gosteren
ancak anlamli bir fark olmayan Pseudomonas’tir (% 2 ve % 4,3) (Sekil 4.8). Metagenomik analiz sonucunda, tiim orneklerde
toplamda 1327 cins tespit edilmistir. En yiiksek oranda goriilen ilk 30 cins (= %1 nispi bollukta) asagidaki grafikte gosterilmistir
(Sekil 4.8.).

Veillonella - IS
Streptococcus - Bl [ ]

Selenomonas -

Scardovia -
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis -
Rothia -
Pseudoramibacter -.
b Psepbdorponas -
ropionibacterium = .
P evotella - Relative Abundance
Porphyromonas -.

Parascardovia -
Olsenella -
Neisseria -

Macellibacteroides -
Leptotrichia -
Lautropia -
Lactobacillus -
Holophaga -
Fusobacterium =
Dysgonomonas -
Draconibacterium -
Dialister =
Corynebacterium -
Capnocytophaga -
ampylobacter -

Bifidobacterium -
Azonexus -
Atopobium -
Actinomyces - B | R s
N~ 0

1
- N M a v © = e}
w o o w O o O O = = = = = I T T

0.4
0.3
0.2
0.1

0.0

9
0
1
2-
3=
4=
5-
2

2 = = 2 I 2

Sekil 4.8. Tiim 6rneklerde tespit edilen ilk 30 bakteri cinsi. H (Hasta), S (sagliklr).
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Species (Tiir)

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 2440 tiir tespit edilmistir. Streptococcus _mutans (AY188348),
(19,13% ve 11,05%), Olsenella_profusa (AF292374) (6,12% ve 9,63%), Parascardovia_denticolens (D89331) (4,14% ve
1,84%), Propionibacterium_acidifaciens (EU979537) (3,64% ve 1,84%), Actinomyces gerencseriae (X80414) (2,97% ve
1,96%), Prevotella oris (L16474) (1,79% ve 2,41%), Bifidobacterium dentium (D86183) (1,87% ve 2,05%),
Corynebacterium_matruchotii  (X82065) (1,93% ve 1,26%), Actinomyces naeslundii (X81062) (1,48% ve 1,58%),
Scardovia_wiggsiae (AY278626) (1,13% ve 2,25%), Azonexus _caeni (AB166882) (1,59% ve 1,42%), ve Rothia_dentocariosa
(M59055) (1,04% ve 1,56%) (S ve H) olarak siralanmistir (> %1 nispi bollukta) (Sekil 4.9.).
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Numune basina bakteri tiirii/susu sayis1 235-820 arasinda degismektedir. Hasta ve
saglikli gruplarda en bol bulunan 50 tiir Kruskal-Wallis testi ile analiz edildiginde bu iki
grup arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir. Yalnizca, Prevotella

melaninogenica (p=.002) ve Prevotella salivae (p=.004) H grubunda anlamli derecede

daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.10.).

Prevotella melaninogenica (CP002122)

~
=
2,
o
2
=
1
o3
5 _—
S H
Prevotella salivae (AB108826)

5

4
X 3
=
52
2
-4

! 9

%
0 [—=

S H

Sekil 4.10. Hasta ve saglik gruplar arasindaki tiir diizeyinde farkliklar. Prevotella melaninogenica
CP002122 (p=0.002) ve Prevotella salivae AB108826 (p=0.004).
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Kontrol (S) grubuna gore hasta grupta (H) anlamli olarak daha bol bulunan P.
melaninogenica, klinik olarak 6nemli anaerobik gram-negatif basillerden (AGNB) biridir.
Ag1z mikrobiyotasinda bulunan ve apse olusumunun yani sira akciger ile ilgili hastaliklar1
bilinen tiirlerden biridir (Brook, 2021). Ayrica, P. melaninogenica'min c¢iirikli aktif
cocuklarda cliriiksiiz ¢ocuklara gére daha baskin oldugu bulunmustur (Qudeimat ve ark.,
2021). Bu bulgulara dayanarak, bagisiklik tehlikeye girdiginde P. melaninogenica'nin daha
bol hale geldigi goriilmektedir. Larsen yiiksek Prevotella bollugunun, IL-23 ve IL-1 dahil
olmak tizere T yardimci tip 17 (Th17) iireten antijen sunan hiicreler tarafindan bagisiklik
tepkisini tetikleyen Toll benzeri reseptorleri aktive ettigini bildirmistir (Larsen, 2017). Ek
olarak, Prevotella, epitel hiicrelerini nétrofili indiikleyen IL-8 ve IL-6 iiretmeleri i¢in uyarir
(Larsen, 2017; Zheng ve ark., 2020). Notrofil hiicreleri ana antibakteriyel bagisiklik

hiicreleridir ve 16kositlerin %95'1 ag1z dokularinda bulunur (Zenobia ve ark., 2021).

Dis cliriigi mikrobiyal toplulugunu anlamak, ¢iiriiklerin bilesiminin ve
metabolizmasinin ve bunlarin bagisiklik sistemi ile iligskisinin arastirilmasiyla baslar. Bu
caligmada, PIYH alt gruplarinin her biri kontrol grubuyla karsilastirilmis ve gruplar
arasinda anlaml farklar tespit edilmistir. Streptococcus mutans saglikli grupta (kontrol
grubu) antikor eksikligi olan hastalara gére daha yiiksek oranda bulunurken Lactobacillus
fermentum ve Macellibacteroides fermentans antikor eksikligi olan hastalarda daha yiiksek
bollukta bulunmustur. Actinomyces naeslundii, Lautropia mirabiils ve Prophyromonas
endodontalis immiin disregiilasyon grubuna goére saglikli grupta onemli Ol¢lide daha
yiiksek nisbi bollukta bulunmustur. Son olarak, kombine immiin yetmezligi olan hastalarla
saglikli grup karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak, Parascardovia
denticolens, Scardovia wiggsiae, Atopobium parvulum, Prevotella nigrescens ve
Prevotella histicola, kok hiicre transplantasyonu ger¢eklestirilen SCID hastalarinda kontrol

grubuna kiyasla anlamli olarak daha bol miktarda tespit edilmistir. (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. PIYH alt gruplarinin nisbi bolluk karsilastirmas. (a.) Antikor eksikligi, (b.) Bagisiklik diizensizligi ve (c.) Kok hiicre nakli.
(p<0.05).
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Streptococcus mutans, ilk olarak ¢iiriik lezyonlardan izole edilen gram pozitif
fakiiltatif anaerobik bir bakteridir (Clarke, 1924). lyi karakterize edilmis bir insan
patojenidir ve dis plagi ve ¢iiriiklerle iliskilendirilmistir (Lemos ve ark., 2019; Loesche,
1986). S. mutans ¢ok yonlii bir mikroorganizmadir. Yiizeylere tutunmasini saglayan
hiicre dis1 polimerlerin iiretimi, cesitli karbon kaynaklarindan yararlanilmasi ve zorlu
kosullarda yasayabilmesi, dogal ortamina uygunlugunu artirmaktadir (Loesche, 1986).
Bu calismada herhangi bir immiinolojik hastalig1 olmayan ¢ocuklarin ciiriiklerinde S.
mutans bollugu antikor eksikligi olan hastalara gore daha yiliksek bulunmustur. Bu
nedenle S. mutans'in tek basina veya mutans streptokok grubu olarak diger suslarla
birlikte ¢iiriiklere neden oldugu ve konagin immiin durumundan bagimsiz olarak

PR

prevalansinin degistigi goriilmektedir.

Lactobacillus fermentum, hem mikroaerobik hem de anaerobik ortamlarda
iireyebilen gram pozitif heterofermentatif bir bakteridir (Zilmer ve ark., 2009). L.
fermentum'un hem yetiskin hem de ¢ocukluk c¢agi ¢iiriiklerinde baskin tiirlerden biri
oldugu ileri siiriilmiis ve diger laktobasillerle birlikte yasamaktan ziyade ciiriikk
lezyonlarinda tek bir Lactobacillus olarak yasadig bildirilmistir (Caufield ve ark.,2015).
Ayrica ¢ocuklarin derin dis ¢iiriiklerinde de bulundugu iddia edilmistir (Becker ve ark.,
2002). Bu caligmada, antikor eksikligi olan g¢ocuklarin ¢iiriiklerinde L. fermentum
bollugunun kontrol grubunun ciiriiklerine goére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit

edilmisgtir.

Macellibacteroides fermentans, gram pozitif zorunlu anaerobik bir bakteridir
(Jabari ve ark., 2012). Dis hastaliklar1 ile iliskisi hakkinda ¢ok az arastirma vardir. Bu
caligmalardan birinde, kronik periodontitisli hastalarda graniilasyon doku drneklerinde
M. fermentans tespit edilmistir (Chowdhry ve ark., 2019). Bildigimiz kadariyla, bu
calisma ilk kez cocuklarin ciiriiklerinde M. fermentans’in yaygmligmi agikca
gostermistir. Ayrica antikor eksikligi olan hastalarda M. fermentans bollugu kontrol

grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
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Actinomyces naeslundii, insanlarda oral mikrobiyotanin normal bir pargast olarak
var olan ve dental biyofilm olusumunda yer aldig1 gosterilen gram pozitif fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir (Dige ve ark., 2009). Bu nedenle dental biyofilmin i¢ kisminda
bulundugu belirtilmistir. Tang ve arkadaslar1 Actinomyces spp.’yi kok kanal
enfeksiyonlarinin patojeni olarak rapor etmislerdir ve A. naeslundii'nin enfeksiyonlu kok
kanallarindaki prevalansin1 %9,4 olarak saptamistir (Tang ve ark., 2003). A. naeslundii'nin
tek basina oral patogenezdeki rolii uzun yillardir tartisilmakta, ancak son zamanlarda
patojenitesinin oral mikrobiyotanin diger sakinleri ile etkilesimi iizerine indiiklendigi iddia
edilmektedir (Rismayuddin ve ark., 2020). Vielkind ve arkadaslar1 kronik periodontitisli
hastalarda Actinomyces spp. prevalansini arastirdi ve 4. naeslundii'nin hem hastalarda hem
de saglikl kisilerde en yaygin tiirlerden biri oldugunu buldu (Vielkind ve ark., 2015). Bu
calismada da, immiin disregiilasyon grubu ile karsilastirildiginda, saglikli grupta A.
naeslundii'nin bollugu 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur. Buradan, 4. naeslundii'nin
tek basina veya diger bakterilerle birlikte polimikrobiyal etkilesim yoluyla ciirige neden
oldugu ve prevalansinin konagin immiin durumundan bagimsiz olarak degistigi sonucuna
varilabilir. Bu sonug, bakterilerin dis biyofilmlerinin ve kdk kanallarinin derin kisimlarinda
bulunmalarinin kendilerini konagin bagisiklik sisteminden gizleyebilecegi ve ¢ocuklarin

bagisiklik durumundan bagimsiz olarak ¢ogaldiklar1 seklinde yorumlanabilir.

Lautropia mirabilis, insan agiz boslugunda yasayan gram negatif fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir (Gerner ve ark., 1994). L. mirabilis 6zellikle saglikli oral
mikrobiyota ile iliskilendirilmistir (Baraniya ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2017; Qudeimat
ve ark., 2021), dyle ki, ¢iiriiksiiz ¢ocuklarin supragingival plaklarinda en yaygin tiirlerden
biri oldugu bulunmustur (Qudeimat ve ark., 2021). Dental plaklardaki prevalanslari
hakkinda az sayida ¢alisma vardir (Qudeimat ve ark., 2021; Thara ve ark., 2019), ancak
dis clirigli olusumundaki rolleri hakkinda higbir ¢aligmaya rastlanmamistir. Burada L.
mirabilis'in immiinolojik olarak saglikli ¢cocuklarin dis ¢iirlimelerinde baskin tiirlerden
biri oldugu ortaya konmustur. Ancak dis ¢iiriigii olusumundaki rolleri hakkinda daha fazla

arastirma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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Porphyromonas endodontalis, endodontik ve periodontal lezyonlarla iliskili siyah
pigmentli, biyofilm olusturan anaerobik bir bakteridir (Diaz ve ark., 2019). Minimum
besin gereksinimi olan bu zorunlu anaerobik bakteriler, kendilerini konak¢inin hiicresel
ve hlimoral bagisiklik sisteminden koruduklari kék kanalinda bulunur (Diaz ve ark.,
2019; Siqueira, 2002). Buna ek olarak, bu bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri de
konukg¢u organizmanin bagisiklik sisteminden kagmalarina yardimer olur. Bu nedenle,
yukaridaki ifadelerden varliklarinin ve zenginliginin konagin immiinolojik durumu ile
iligkili olmayabilecegi ¢ikarilabilir. Bu tez calismasinda da bu goriisii destekleyecek
bicimde, P. endodontalis'in bollugu, immiin disregiilasyon grubuna gore saglikli grupta

oldukga yiiksek bulunmustur.

Daha once Bifidobacterium denticolens olarak adlandirilan Parascardovia
denticolens, gram pozitif, hareketsiz bir anaerobik bakteridir (Dong ve ark., 2002;
Crociani ve ark., 1996). Temsilcilerinin ¢iiriik (Modesto ve ark., 2006; Crociani ve ark.,
1996), diseti yariklarindan (Maeda, 1980), tiikiiriik (Sanyal ve Russell, 1978) ve dis
plagindan izole edildigi bildirilen Bifidobacteriaceae liyesidir. Prevalansinin hem plakta
hem de ciiriikklerde benzer oldugu bildirilmistir (Modesto ve ark., 2006). Bu ¢alismada
kok hiicre transplantasyonu yapilan SCID hastalarinda P. denticolens bollugu saglikli
gruba gore anlamli derecede yliksek bulunmustur. Tek tiir bollugu her zaman viicuttaki
hastaliklar veya kusurlarla iliskilendirilmeyebilir, ancak olas1 baglantilar kurulabilir.
Ayrica, viicut kisimlarindaki mikrobiyal topluluklarin géreceli bollugu da biitiinciil bir
yaklagimla degerlendirilebilir. Reyman ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada,
solunum yolu enfeksiyonlarina (RTI) kars1 duyarlilikta viicudun bdoliimleri boyunca
bulunan mikrobiyal topluluk aglarin rolii ortaya konmustur (Reyman ve ark., 2021).
Ayrica, karyojenik P. denticolens'in RTI’ya duyarli gruplarda anahtar tiirlerden biri
oldugu bulunmustur. Buna gore, bu ¢aligma ile kok hiicre transplantasyonu yapilan SCID
hastalarinda P. denticolens prevalansinin yiiksek olmasi bir endikasyon olarak kabul
edilebilir ve solunum yolu enfeksiyonlarina yatkinliklarinin degerlendirilmesi ig¢in

incelenmesi Onerilebilir.
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Scardovia wiggsiae, insanin ag1z boslugundan izole edilen gram pozitif, anaerobik,
hareketsiz bir basildir (Downes ve ark., 2011). P. denticolens gibi Scardovia wiggsiae de
Bifidobacteriaceae'nin bir iyesidir. Glikoz kullanarak ve disin demineralizasyonuna
katkida bulunan asetik asit tireterek ortamin pH'mi diisiirmesiyle bilinir (Kameda ve ark.,
2020). Cocuklarda, siddetli erken cocukluk ¢agi ciiriikleri ile giicli bir sekilde
iligkilendirilmis ve erken ¢ocukluk ciirtikleri i¢in aday ciiriik patojeni olarak dnerilmigtir
(Tanner ve ark., 2011). Bu ¢alismada, kok hiicre transplantasyonu olan SCID hastalarinda
kontrol grubuna kiyasla yiiksek miktarda bulunan bir tiir olarak kaydedilmistir. Ancak
bugiine kadar plak ve c¢iiriikk olusumu disinda herhangi bir hastalikla iliskisine dair bir

kanit bulunamamustir.

Atopobium parvulum, agiz kokusu ve insan oral enfeksiyonlar ile iligkili gram
pozitif, hareketsiz ve zorunlu anaerobik bir bakteridir (Copeland ve ark., 2009).
Insanlarda A. parvulum prevalansi yaygin olarak ¢iiriik ile baglantilidir (Copeland ve ark.,
2009; Holgerson ve ark., 2015). Bununla birlikte, bir ¢alismada, insan bagirsaginda H»S
ireticilerinin merkezindeki anahtar tiir olarak atanmis ve goreceli bollugu, Crohn
hastaliginin siddeti ile pozitif olarak iligkilendirilmistir (Mottawea ve ark., 2016).
Bildigimiz kadariyla bu calismada elde edilen sonuglar, kok hiicre transplantasyonu
yapilan SCID hastalarinda saglikli gruba kiyasla 4. parvulum'un anlamli derecede daha

fazla oldugunu gosteren ilk rapordur.

Prevotella nigrescens gram negatif ve zorunlu olarak anaerobik bir bakteridir
(Shah ve ark., 1992). Saglikli agiz boslugu (Gharbia ve ark., 1994) ile iliskilendirilmistir,
ancak ayni zamanda kronik endodontik enfeksiyonlarda (Tomazinho ve ark., 2007) ve
periodontal hastalikta da (Zhang ve ark., 2017) bulunmustur. P. nigrescens'in P.
intermedia ile birlikte subgingival plakta onemli rolleri oldugu belirtilmistir. Bu
calismada, kok hiicre transplantasyonu yapilan SCID hastalarinda P. nigrescens

prevalansi, saglikli gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
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Insan ag1z boslugundan izole edilen Prevotella histicola gram negatif, zorunlu
olarak anaerobik ve hareketsiz bir bakteridir (Downes ve ark., 2008). Cirikli
cocuklardan alinan supragingival plak Orneklerinde P. histicola bollugunun ciiriikk
olmayanlara gore ¢ok daha yliksek oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2014). Benzer
sekilde, ciiriiklii cocuklarin tiikiiriigiinde ¢liriik olmayan ¢ocuklara goére daha bol oldugu
bulunmustur (Baker ve ark., 2021). Prevotella, liyeleri oral ve bagirsak mikrobiyotasinda
bulunabilen bir cinstir (Xu ve ark., 2014; Baker ve ark., 2021; Mangalam ve ark., 2017).
Mangalam ve arkadaglar1 ¢aligmalarinda, bir insan hastali§inin terapisinde bagirsaktan
tiiretilen bir P. histicola kullanmistir (Mangalam ve ark., 2017). Bu ¢alismada, klinik
oncesi bir hayvan modeli kullanarak multipl sklerozu (MS) baskilamak i¢in P. histicola'y1
kullanilmislardir. Bu sonug, P. histicolanin agiz boslugunda bir hastalifa yol
acabilecekken viicudun diger boélgelerindeki bir hastaligin tedavisi igin terapide
kullanilabilmesi ile ikili bir role sahip olabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢caligmada, kok
hiicre transplantasyonu yapilan SCID hastalarinda P. nigrescens prevalansi saglikli gruba

gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Yukarida verilen analizlere ek olarak tez kapsaminda PIYH alt gruplarmdaki
tiirlerin anlamli korelasyonu i¢in Spearman testi yapilmis olup, Prevotella oris'in hem
Scardovia wiggsiae hem de Saccharibacteria genera incertae sedis TM7 filumu ile
pozitif bir korelasyon iligkisine sahip oldugunu gdsterilmistir (p<0,05). Ayrica, Scardovia
wiggsiae ile Saccharibacteria genera incertae sedis TM7 filumu arasinda pozitif
korelasyon goriilmektedir (p <0.01) (Sekil 4.12). Saccharibacteria TM7, konakgi
mikrobiyomu oOldiirerek veya konakci bakteri biiyiimesini engelleyerek konakg¢inin
goreceli bollugunun degismesine yol acarak oral mikrobiyota yapisin1 degistirme
potansiyeline sahiptir. Yapilan son ¢aligsmalar, bu filum boyunca memeli konakgisi ile
iligkili iyelerde biiyiik 16S rRNA c¢esitliligini ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢aligmalar, bunlarin
vajinoz ve inflamatuvar barsak hastaligi gibi oral mukozal enfeksiyoz hastaliklarla
iligkisini ortaya koymustur. Bununla birlikte, TM7'yi, fizyolojilerini, yagam tarzlarini ve
saglik veya hastaliklardaki rollerini gelistirmenin imkansizlig1 belirsizligini korumaktadir

(Bedree ve ark., 2019).
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Sekil 4.12. PIYH alt gruplarinda tiir dagilimi ve bolluk (>%3) arasindaki iliski.

4.3. Alfa ve Beta Cesitliligi

Hasta ve saglikli gruplarin g¢iiriik mikrobiyota c¢esitliligini ve zenginligini
aragtirmak i¢in Shannon-Weiner indeksi ve Simpson indeksi hesaplanmistir. Analiz
sonucunda mikrobiyal ¢esitlilik ve zenginligi agisindan hasta ve saglikli gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Buna ek olarak, tiir zenginligi ve alfa ¢esitlilik analizleri
her bir hasta alt grubu i¢in kontrol grubu ile karsilastirmali olarak hesaplanmistir. Burada

yapilan analizler t-Test kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir. Hasta alt
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gruplarmin saglikli kontrol gruplartyla karsilastirilmasinda da, Shannon ve Simpson

endekslerindeki farkliliklarin istatiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Hasta ve saglikli grup arasindaki alfa ¢esitlilik analizi (a,b). Hasta alt gruplar1 ve
kontrol grubu arasindaki ¢esitlilik analizi (c-1) (p > 0.05).
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PiYH grubu (Ort=3.51; SD= 0.58) ile S grubu (Ort= 3.20; SD= 0.68) arasindaki
Shannon istatistik indeksi, ¢ (28) = -1.36 ve p=0.19 olarak bulundugundan her iki grup
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). PIYH grubu (Ort=
0.92; SD= 0.05) ve S grubu (Ort= 0.89; SD= 0.09), arasindaki Simpson indeksi ise # (28)
= -1.30, p= 0.21 olarak hesaplandigindan yine her iki grup arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir (p> 0.05) (Tablo 4.3). Ayrica, her bir alt grup i¢in Shannon
ve Simpson endeksleri, Kruskal-Wallis testinde arandig1 gibi anlamli bir farkliliga sahip
degildir (p>0.05).

Tablo 4.3. Orneklerin Shannon, Simpson ve inverse-Simpson indeksleri ve tiir say1s1.

Inverse-Simpson

Ornek Shannon indeksi Simpson indeksi indeksi Tiir sayisi
HI 3.23 0.91 11.08 330
HI10 3.44 0.94 15.44 340
HI11 3.43 0.94 16.83 259
HI12 2.87 0.84 6.38 288
HI3 3.28 0.91 10.61 367
H14 43 0.97 34.72 765
HI5 4.25 0.97 32.72 741
H2 2.87 0.89 8.89 336
H3 3.27 0.89 9.33 293
H4 3.1 0.91 10.6 313
H5 3.83 0.95 20.95 306
H6 4 0.97 30.29 358
H7 2.43 0.81 5.36 235
HS 4.26 0.97 37.87 567
HO 4.11 0.97 36.99 436
S1 4.11 0.97 36.1 358
S10 2.01 0.71 3.41 299
S11 2.76 0.86 7.24 356
S12 3.14 0.93 13.85 326
S13 433 0.97 30.66 820
S14 3.42 0.93 15.08 628
S15 3.77 0.96 22.34 713

S2 2.92 0.91 10.75 280



S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

2.9

3.56
3.85
2.6

3.18
3.34
2.07

0.86 7.02 314
0.94 16.97 368
0.97 30.37 399
0.82 5.69 239
0.89 8.76 374
0.92 12.21 409
0.69 3.28 269
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Temel Bilesen Analizi (Principal Coordinate Analysis - PCoA), tiim numunelerin

normallestirilmis nispi mikrobiyal c¢esitliligini gosterir. Hesaplama, S ve H gruplari

arasindaki cins seviyesindeki mikrobiyal profile dayanir. Hem S grubu hem de H

grubunun kiimelenmis 6rnekleri, dagilim i¢inde benzer mikrobiyal dagilim gostermistir

(Sekil 4.14).
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Cins diizeyinde temel koordinat analizi (PCoA).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bagisiklik sistemi, enfeksiyonla (mikroplar) savasan; beyaz kan hiicreleri,
antikorlar, tamamlayici sistem, lenfatik sistem, dalak, timiis ve kemik iliginden olusur.
Ilgili genlerdeki herhangi bir mutasyon, primer immiin yetmezlige yol acabilir. Primer
immiin yetmezligi olan c¢ocuklar enfeksiyonlara karsi savunmasizdir ve oliime yol
acabilir. Agiz, viicudun enfeksiyonlardan korunmasini saglayan onemli ortamlardan
biridir. Agizdaki immiinoglobulin, mikroorganizmalarin neden oldugu herhangi bir
enfeksiyona karst viicudu korur. Oral mikrobiyota i¢inde birgok farkli bakteri tiirii yasar.
Bununla birlikte, insan bagisiklik sistemindeki degisimler sonucunda bakteriler patojenik
veya baskilanmig tiirler haline gelerek yasamaya devam edebilir. Bu ¢aligmada, primer
immiin yetmezliginin ¢ocuklarin dis ¢iiriigii mikrobiyotasindaki roliiniin tespit edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla, primer immiin yetersizligi olan ¢ocuklar ile saglikli cocuklarin
dis ciirtiklerindeki mikrobiyota farkliliklart metagenomik yaklagimla ortaya ¢ikarilmistir.
Ayrica, ¢aligma gruplarmin tiikiiriik parametreleri (tiikiiriik akis hizi, tamponlama

kapasitesi ve bakteri yogunlugu) ile DMFT indeksleri de arastiriimustir.

Metagenomik caligmalar dncesinde yapilan DMFT ve tiikiiriik analizlerinde hasta
(PIYH) ve saglikli kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Ayrica,
tikiirtik akis hiz1 ve tamponlama kapasitesi ile tiir sayis1 arasinda da istatistiksel olarak
bir fark tespit edilmemistir. PIYH ve kontrol gruplarinin ciiriik mikrobiyotasi, PIYH
grubunda daha fazla bulunan Prevotella melaninogenica CP002122 ve Prevotella salivae
AB108826 disinda istatiksel olarak dnemli veya anlamli bir farklilik géstermemistir.
Bununla birlikte her bir PIYH alt grubunun tiir bollugu kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, tiir diizeyinde bircok anlamli farkliliklar tespit edilmistir.
Actinomyces naeslundii, Lautropia mirabiils ve Prophyromonas endodontalis tiirleri,

kontrol grubunda immiin disregiilasyon grubuna goére anlamli derecede yiiksek
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bulunmustur. Kombine immiin yetmezligi olan ¢ocuklar ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak, Parascardovia denticolens, Scardovia wiggsiae,
Atopobium parvulum, Prevotella nigrescens ve Prevotella histicola kombine immiin
yetmezlik tanis1 konulan ve kok hiicre nakli tedavisi alan ¢ocuklarda kontrol grubuna gore
daha yiiksek bulunmustur. Streptococcus mutans bollugu kontrol grubunda antikor
eksikligi olan ¢ocuklara gore daha yiiksek tespit edilmis, ancak Lactobacillus fermentum
ve Macellibacteroides fermentans bollugu antikor eksikligi olan ¢ocuklarda daha yiiksek
bulunmustur. Sonug olarak, PIYH ve kontrol gruplarmmin ¢iiriik mikrobiyotasindaki
farkliliklar, bakteriyel kompozisyonun degistirilmesinde bagisiklik sisteminin roliiniin
olabilecegini gostermektedir. Ciiriik dislerden alinan 6rneklerde bulunan en baskin
bakterilerin tamami, dis ¢iliriigiiniin baslamasina veya olusumuna katkida bulundugu
bilinen bakterilerdendir. Ancak bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda Prevotella
nigrescens gibi, normalde patojen olmayan bakteriler patojen hale gelebilir.
Parascardovia denticolens ve Scardovia wiggsiae’nin da prevalanslart immiin yetmezlik

ile pozitif iligkilidir.

Dis ciiriikleri, ¢ocuklardaki kronik hastaliklardan biridir ve yasam kalitesini her
yonden etkileyen agrilara neden olur, tedavisi pahali olabilir ve bazi durumlarda genel
anestezi gerektirebilir. Dis ¢iiriiklerinin olusumunun Onlenmesinde birgok {iriin
kullanilmaktadir. Ancak, dis hijyeninde kullanilan {irtinler, Streptococci ve Lactobacillus
tiirleri lizerindeki antimikrobiyal etkiyi test etmeye odaklanmistir ve bu tez kapsaminda
elde edilen bulgularin degerlendirilmesi ile bir onleme yoOntemi olarak bu iirlinlerin
etkinliginin artirilmasi saglanarak yeni dis hijyeni iirlinlerinin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.

Bu ¢alismaya, Necmettin Erbakan Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Klinigine basvuran primer immiin yetmezlik hastaliklar1 (PIYH) ve dis ¢iiriigii olan 15
hasta (yas ort: 6.5) grubu ile herhangi bir immiin yetersizlik hastalig1 olmayan dis ¢iirigii
olan 15 saglikli cocuk (yas ort: 6.9) kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Calismada primer

immiin yetmezligi olan cocuklar ile benzer yastaki saglikli ¢ocuklarin dis ciirigii
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mikrobiyotalar1 arasindaki farka odaklanilmistir. Ancak, her iki grup sonuglar
birlestirildiginde, bu calisma Konya ilindeki cocuklarin dis g¢iiriiklerindeki bakteri

profilinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan literatiire katki sunmakta ve 6zgiinliik tagimaktadir.

5.2. Oneriler
Asagida maddeler halinde Oneriler siralamaktadir.

v Bu ¢alismada dis ¢iiriiklerindeki bakteri mikrobiyotasi ¢alisilmistir. Gelecekte
yapilacak bir ¢calisma ile diger mikroorganizmalar da (viriis, mantar ve 6karyotik
mikroorganizmalar) ¢aligmaya dahil edilerek daha genis bir perspektif
olusturulabilir.

v" Gelecek ¢aligmalarda daha genis bir katilimer grup ile spesifik gruplardaki oral
mikrobiyota aragtirmalar1 gergeklestirilebilir. Boylece daha 6zel c¢ikarimlar,
oOneriler ve tespitlerin yapilabilmesi miimkiin olacaktir.

v. Bu tez c¢alismast 15 hasta ve 15 saghkl iki grubun katilimiyla
gerceklestirilmistir. Gelecekteki daha kapsamli ¢alismalar ile tim Konya ve

cevresindeki ciiriik mikrobiyotas1 profili ¢ikarilabilir.
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