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OZET Bacterial DNA Extraction Kit kullamlarak, MagPurix
(Zinexts, Taiwan) cihazinda izolasyon islemi yapildi.

Amag: Tepekdy Hoytk kurtarma kazilan  Mus Buna gore calismak icin getirilen dort 6rnekten sadece

ili ile Varto ilcesi yakinlannda Tepekoy koyiinde birinde DNA elde edildi. 16S r-RNA izolasyonu ve

gerceklesmistir. Bu bolgeye ait dort kafatasindaki Nanopore Dizi Analizii¢in Oxford Nanopore Teknolojisi

tarihi dis taglarindan 6rnek alimmasina ragmen sadece (England) kullanildi. Daha sonra bioinformatik analiz

bir bireyde DNA analizi yapilabilmis ve buna gore ile cins diizeyine kadar bakteri analizi yapildi.

bu bireyin maruz kaldigi bakterilere bagh fizyolojik

ozellikleri ve hastaliklari  konusunda tahminde Bulgular: Bakteri sube dtizeyinden cins dtizeyine

bulunabilmistir. kadar smiflandinlmis ve bu smuflarda ilk sirayr su

bakteriler almistir. Sube diizeyinde; Firmicutes
Materyal ve Metot: Calismanin gerceklestigi bireyin 9452 74 simf duizeyinde; Clostridia %31,55, takim
20-35 yas arahgmnda oldiugu, 151-162 cm arasinda dtizeyinde; Clostridiales %31,55, aile dtizeyinde;
bir boya sahip oldugu, omurlarinda hafif derecede Ruminococcaceae 9%24,29, tiir dtzeyinde; Ralstonia
kemik osteofitleri bulundugu gozlenmistir. Bireyin dis %21,48, ilk siray1 almuslardir.
tast Ornegi temiz altiminyum folyo tizerine toplandi.

Daha sonra steril vidali tiipe aktarildi. Numune Sonug: Elde edilen bakteriler aracihig ile bu bireyin
dekontaminasyonu icin UV 1gmlamasi, dis yiizeyin fizyolojik ~ ozellikleri ve hastaliklann —konusunda
temizligi ve dekontaminasyonu i¢in agartict islem baglantili kurulmus olup bu kisin obez, diabete egimli

kullanildi (%4 agartici, sodyum hipoklorit, NaCIO),  ve ozellikle beslenme sekli olarak tahilla beslendigi
steril bir kapta (petri kab1) bes dakikaya kadar havada ongortstinde bulunulmustur.

kurumaya birakildi. Numune toz haline getirildikten

sonra, steril bir vidal kapakli tiipe dokiildi. MagPurix Anahtar kelimeler: Tarihi, dis tasi, molekiler.
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INVESTIGATION OF NUTRITION AND DISEASE
CONDITIONS WITH MOLECULAR BACTERIA
ANALYSIS IN A DENTAL CALCULUS SAMPLE
FROM 1900S

ABSTRACT

Objective: Tepekoy Hoyiik salvage excavations were
carried out in the village of Tepekdy, near Mus province
and Varto district. Although samples were taken from the

historical dental calculus in four skulls from this region,

only one individual could be analyzed for DNA, and
accordingly, the physiological characteristics and diseases
related to the bacteria that this individual was exposed to
could be predicted.

Material and Method: It was observed that the subject
of the study died between the ages of 20-35, had a height
between 151-162 cm, and had mild bone osteophytes in his
vertebrae. The dental calculus sample of the individual was
collected on clean aluminum foil. It was then transferred
to a sterile screw tube, UV irradiation was used for the
sample decontamination, the bleach process was used for
the cleaning and decontamination of the outer surface (4%

bleach, sodium hypochlorite, NaCIO), allowed to air dry in
a sterile container (petri dish) for up to five minutes, sample
powder after reconstitution, it was poured into a sterile
screw-cap tube. Isolation was performed on the MagPurix
(Zinexts, Taiwan) device using the MagPurix Bacterial DNA
Extraction Kit. Accordingly, DNA was obtained in only one
of the four samples brought for study. Oxford Nanopore
Technology (England) was used for 16S r-RNA isolation
and Nanopore Sequence Analysis. Then, bacterial analysis
was done up to the genus level with bioinformatics analysis.

Results: Bacteria were classified from phlyum level to
genus level and the following bacteria took the first place in
these classes. At the phylum level; Firmicutes 52.74%, class
level; Clostridia 31.55%, order level; Clostridiales 31.55%,
family level; Ruminococcaceae 24.29%, at the genus level;
Ralstonia 21.48% took the first place.

Conclusion: The physiological characteristics and diseases
of this individual were linked by the bacteria obtained, and
it was predicted that this person was obese, prone to diabetes
and especially fed with grains as a diet.

Keywords: Historical, dental calculus, molecular.

GIiRiS
Mus Tepekdy Hoyiigiin Tarihcesi
Ornekler Tepekoy Hoytuk kurtarma kazilarindan

(Mug/Turkiye'de  yer
elde edilmistir. Tepekdy Hoytgiu yaklastk 5 bin

alan Tepekoy koytinde)
metrekarelik bir alana yayilmis orta olcekli bir
hoytikttr (Resim 1). Mezarhik alani, hoytgin tist
yuzeyinde yer almaktadir. Mezarhgin 1900’lerin
basindan 1946 yili Varto depremine kadar Tepekoy
sakinleri tarafindan kullanildigi dustintilmektedir.
[skeletler islami inamiglara gore defnedilmistir. Bireyler
dogu-bat1 pozisyonda, ytiz gtineye dontik ve sag tarafa
dogru yatirilmis basit toprak mezarlardir (Resim 2).'?

Dis Tas1 Calisilan A3M3 Numaralh Bireyin
Antropolojik Analizi

A3M3 numarali birey st Usttt yatrilmis, yiiz
glineye bakar pozisyonda yerlestirilmis basit toprak
Osteolojik
bireyin tim kemikleri iyi korunmus durumdadir

mezar  gomusudir. incelemelerde
ve nerdeyse kemiklerin hepsi tamdir. Ozellikle yas
ve cinsiyet tahmininde %98'in tizerinde dogruluk
veren kemiklerin hepsi mevcuttur. Antropolojik
calismalarda insan viicut kemikleri icinde pelvis
ve cranium cinsiyet tayininde en sik bagvurulan
A3M3  numarali

elementlerdir. bireyin cinsiyet

tayininde kullanilan antropolojik kriterler 1s1¢inda
bireyin kadin oldugu anlasilmaktadir. Ayrica cinsiyet
tayininde pelvis ve cranium disinda viicudun diger

kemiklerinde gozlenen ozellikler ve kemiklerden

Resim 2. Tepekdy Hayik Iskelet (Yilmaz ve ark, 2020).
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Resim 3. A3M3'e ait kafatasi

Resim 4. A3M3'e ait disler
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Resim 5. A3M3'e ait alt gene (mandibula)

Resim 6. A3M3'e ait dis yiizeylerindeki dis taglar

alian metrik olctimler bireyin kadin oldugunu teyit
etmistir. Antropolojik calismalarda iskeletlerde yas
tayini yapilan kriterler A3M3 bireye uygulandiginda,
kisinin yetigskin oldugu anlasilmistir. Yas tahmininde
kullanilan pelvis'deki pubic symphysis ve auricular
yiizey sathalart ile kraniumdaki suturlarin kapanma
safhalar1 ve tst ve alt cenede tciincii azimin cikis
zamanina gore yapilan yas tayini sonucunda bireyin
20-35 yas araliginda 6ldugu anlasiimaktadir.?

Diger antropolojik analiz ise bireyin boy uzunlugudur.
Uzun kemiklerinden alman olctilerde bireyin 151,72
cm-162,72 c¢m arasmmda bir boya sahip oldugu
anlasilmistit. ABM3 numarall bireyin paleopatolojik
degerlendirmesinde kemiklere yansimis orta ve ileri
derecede makro patolojik olusumlara rastlanmamistir.
Sadece bireyin omurlarinda hafif derecede kemik
osteofitleri gozlenmistir. Ozellikle bu osteofitler boyun
ve sirt omurlarinda daha belirgindir. Agiz ve dis saghg
acisinda bireyin periodontal patolojilerine bakildiginda
dis tas1 dikkat cekicidir. On ve arka dis gruplaninda
belirgin seviyede dis tasi gdzlenmistir. Bunun yan sira
olum oncesi dis kaybi dedigimiz antemortem dis kaybi
sadece st cenede kiiciik azi disinde (P2) gortlmustir.
Diger bir dis rahatsizhg olan dis curigi ise bireyin
alt cenesinde 2.buytik az1 (M2) ve 3. bityitk azt (M3)
dislerinin ¢igneme ytizeylerinde pit ve fiisstir ctirtikleri
olarak gozlenmistir (Resim 3-6).!

Dis plag, memeli dislerinde olusan mikrobiyal
biyofilmdir. Bir bireyin yasami boyunca dis plagi, dis
tast olusturmak i¢in periyodik, ardistk mineralizasyona
ugrar. Dis tagiin kalsifiye matrisi, konagin éliimtinden
sonra harici mikroorganizmalarin istilasimdan korunan
DNA ve proteinler gibi biyomolekiilleri korur ve
boylece tarihi oral mikrobiyom korunur® Dis tasi,
bakteriyel biiytime icin ideal bir tireme ortamidir.* Oral
mikrobiyom, bagirsak mikrobiyomundan sonra en ¢cok
karakterize edilen ikinci mikrobiyomdur ve Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria ve Bacteroidetes'e
ait 700'den fazla bakteri tirtine sahip oldugu
bilinmektedir. Bilinen oral tirlerin yaklastk %57'si
isimlendirilir, %13' isimsiz kalir ancak tretilebilir
ve % 30w hala tiretilmemis olarak kahr.’ Insan oral
mikrobiyomunun karakterizasyonu cografi bolgelere ve
kiilttire gore farklilik gosterebilir.” Mevcut patojenlere
yapilacak DNA analizleri insan saghg ve hastaliginin
yani sira patojen evrimine dair i¢gért saglayabilecegi
gibi gecmisten gelen gida cesitliligi, yasam tarzi ve
ahgkanliklart hakkinda bilgi saglayacakur.®” Dis tast
bu nedenlerle, hem modern hem de tarihi drneklerde
insan beslenmesi, fizyolojisi ve mikrobiyom aktivitesi
hakkinda yeni bilgiler saglama konusunda ¢nemli bir
potansiyele sahiptir ve insan-mikrobiyom birlikteligi
hakkinda evrimsel ¢alismalara izin verir.®
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Bu calismada ayni mezarhk alamindan cikarilan dort
farkl kafatasindan alinan dis tas1 drmeklerine ait yapilan
dizi analiz teknigi ile bakteriyel cesitliligin arastirilmast
ve buna gore beslenme ve kisi hakkinda fizyolojik
ozellikler arastinlmaya ve yorumlanmaya calisiimistir.

MATERYAL VE METOT
Orneklerin DNA izolasyonu icin On Hazirhk Safhas:

Dort farkhi kisiye ait dis tasi 6rnekleri ayni yontem
kullamlarak cahisildi. Ornekler disten cikarihrken disin
parcalarini yakalamak icin numune (izole dis, kafatast
veya cene) temiz altiminyum folyo tizerine toplandr.
Analizin en kalin veya en belirgin kenar tanimlanarak
dis tast c¢ikarilincaya kadar dis minesine dogrudan
bitisik olan kenara basing uygulamak icin bir dis tast
temizleme aract olan kretuarlar ve Gracy kiretler
kullamildi. Dis ytizeyinin cizilmesi veya zarar gdrmesi
riski nedeniyle, btiytik metal aletlerin kullanimindan
kacinildi.  Genellikle, bu islem sirasinda dis tas
parcalanabilir. Dis tast disten cikanldiktan sonra,
aliminyum folyo tizerindeki numune toplanarak
kuctik, etiketli, steril vida kapakh plastik tip icine
yerlestirildi. Tasima sirasinda plastik veya cam tiipler
icindeki hareket kinlgan 6rnekleri parcalayabilir
ve tip kullanilmas: gerekiyorsa, ¢rneklerin kolayca
ezilebilecegi dustntlerek plastik olanlar onerilir. Her
numune torbasi veya tipl, numune icerigi, numune
bilgileri ve tarih ile dikkatlice etiketlendi. Numune
dekontaminasyonu icin UV 1sinlamast  kullanildi
(her ytizeyde> 15 dakika); 6rnek, bu islem sirasinda
ideal olarak %4 agartici (sodyum hipoklorit, NaCIO)
ve uv 1sinlamasi ile dnceden muamele edilmis steril
(presel) cimbizlarla maniptle edildi. Analiz érneginin
uv sinlamasiiin  ardindan, dis ylzeyin temizligi
icin dekontaminasyon icin agartict islemi kullamildi.
Numune, bes dakika boyunca molektler dereceli
agartict (%4 seyreltilmis) iceren steril bir kaba
(petri kab1) daldirildi ve daha sonra agartici izlerini
gidermek icin ayr bir steril molekiiler dereceli etanol
kabma (%90) daldinlarak ti¢ dakika kadar durulandu.
Numune, dogrudan toz haline getirme ve ekstraksiyon
islemine gecmeden o6nce, sterilize edilmis bir ytizeyde
veya steril bir kapta (petri kab1) bes dakikaya kadar
havada kurumaya birakildi. Eski malzemeyi toz haline
getirmenin birden fazla yolu vardir, basit yontem olarak
“cekicle parcalama” yontemi kullanildi. Dekontamine
edilmis numune temiz, steril plastik bir torbanin (3
cm 4 cm veya daha kuciik) alt kosesine yerlestirildi
ve bir toz haline getirici ¢ekicle hafifce ve tekrar tekrar
vuruldu. Numune toz haline getirildikten sonra,
torbanin karsi kosesi steril makasla kesildi ve numune
ekstraksiyon icin temiz, steril bir vidal kapakl ttipe
dokuldi.”

DNA izolasyonu

MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit, 48 preps/
kit (Zinexts, Taiwan) ile yapilmistir. Dis tast drnegi
tizerine 300 pl kit icerisinde bulunan BL2 buffer ve
100 pl lizozim enzimi eklenerek 37°C de 30 dakika
inktibe edildi.
bulunan orneklere tam otomatik MagPurix (Zinexts,

Inkiibasyon sonrasinda elimizde

Taiwan) cihazinda izolasyon islemi yapildi. Buna gore
calismak icin getirilen dort drnekten sadece birinde
DNA elde edildi.

16S r-RNA izolasyonu

16S rRNA hedefli metagenomik analiz i¢cin daha once
tanimlanmis is akislan  kullanildi (10). Amplikon
kutiiphanelerinin -~ olusturulmast i¢in  kullanilacak
primer ¢ifti 16S TRNA geninin V1-V9 bolgesini kapsayan
yaklastk 1400 bp’lik bir bolgeyi hedeflemektedir.
UL Hedef spesifik primer ciftlerinin 5" ucuna,
olusturulan kiittiphanenin Oxford Nanopore Teknoloji
Nanopore barkod DNA dizileri eklendi. 16S rRNA’ya
ozgii hedef spesifik primer-konnektér sekanslar
ileri primer icin TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC
- AGRGTTTGATYHTGGCTCAG -3 ve geri
primer icin 5- ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC -
TACCTTGTTAYGACTT -3’ seklindedir. ilk PCR Proof
Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix ve her
bir primerden 200 nm kullanilarak uygulandi. PCR
cihazinda su 151l dongti programu izlendi: 95°C'de
3 dakika; 25 dongt 95°C'de 30 saniye, 55°C'de
30 saniye ve 72°C’de 90 saniye; 72°C'de 5 dakika.
PCR triintt agaroz jelde ytiritiilerek boyutu (~1450
bp) dogrulandi ve PCR Product Purification Kit
kullamlarak saflastirilda.

Tablo 1. 165 rRNA geni tam-okuma igin kullanilan primerler.

Oligo name| ONT Universal Tag Sequence 5' to 3' |Amplicon
16S-27F | TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC [AGRGTTTGATYHTGGCTCAG|  16S
16S-1492R  [ACTTGCCTGTCGCTCTATCTIC | TACCTTGTTAYGACTT 163

Nanopore Dizi Analizi

Amplikon kutiphanesi hazirlanmast icin Ligasyon
dizileme kiti 1D (SQK-LSK108; Oxford Nanopore
Technologies) kullanilmis ve amplikon kitiiphanesi
MinlONTM
cihazina ytiklenmistir. Cihaza 1-1.5 pg DNA icerigine

(Oxford Nanopore Technologies)
sahip 45 ul barkodlanmis DNA karisimi ve pozitif
kontrol olarak 5 ul lamda faj DNA’st ytiklenmistir.
DNA ug¢ tamiri ve dA eklenmesi icin NEBNext End
Repair/dA-tailing Module (New England Biolabs) kiti
kullanilmistir. Saflastirma icin Agencourt AMPure XP
beads (Beckman Coulter) kiti kullanilmistir.
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M Firmicutes

M Proteobacteria

M Actinobacteria

M Bacteroidetes
Chlorobia

¥ Acidobacteria

M Bacteria unclassified

Firmicutes

52.7%

Sekil 1. A3M3 numarali dis tasinin Sube dizeyindeki analizi

Tablo 2. A3M3 numarali dis taginin sube diizeyindeki analizi sonucu elde edilen bakteriler

. . rRNA Bulunma
Sira No | Mikroorganizma Miktari | Orani (%)
1 Firmicutes 36 h2,74
2 Proteabacteria 209 3096
3 Actinobacteria 83 12,29
4 Bacteroidetes 16 237
5 Chlorobia 1 103
6 Acidobacteria 2 029
7 Bacteria unclassified 2 029
M Clostridia
Il Betaproteobacteria
¥ Bacilli
M Actinobacteria
Clostridia Gammaproteobacteria
31.6% M Bacteroidia
I Actinobacteria unclassified
Negativicutes
Chlorobia
Erysipelotrichia
Alphaproteobacteria

Thermoleophilia
[ Bacteria unclassified
Acidobacteria unclassified

Sekil 2. A3M3 numarali dis tasinin sinif diizeyindeki analizi

Tablo 3. A3M3 numarali dis taginin sinif diizeyindeki analizinden elde edilen bakteriler

NOBEL

MEDICUS’

Sira No | Mikroorganizma N::w:" [?r I;II:II"(';'/:]
1 Clostridia 213 31,65
2 Betaproteobacteria 162 24
3 Bacill 132 1956
4 Actinobacteria 10 1037
5 Gammaproteobacteria 44 6518
6 Bacteroidia 16 237
7 Actinobacteria unclassified il 162
8 Negativicutes 1 1,03
9 Chlorabia 7 108
10 Erysipelotrichia 4 069
" Alphaproteobacteria 3 044
12 Thermoleophilia 2 029
13 Bacteria unclassified 2 029
14 Acidobacteria unclassified 2 029

Adaptor ligasyonu asamasi i¢in toplam 0.2 pmol uglar
hazirlanmis DNA 50 pl Blunt/TA ligase master mix
(New England Biolabs) karisimimin icerisine eklenmis
ve 20 nul adaptor karisimi eklenerek oda sicakliginda 10
dakika inkitbasyona birakilmistir. DNA kittiphanesinin
elde edilmesi icin son saflagtirma islemi Adapter Bead
Binding buffer (provided in the SQK-LSK108 kit) ve
0.5X Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter)
kitleri kullamlarak tamamlanmistir.

Dizileme karnsimi (14 ul DNA kitiiphanesi), Loading
beads (25,5 pl) ve Running Buffer karisimi (35,5 pl)
ile kanstirthir. Kullanilacak R9.4 akis hiicresi priming
yapilarak ytiklemeye hazir hale getirilmis ve hazirlanan
dizileme kansimi akis hiicresinin  ¢rnek yiikleme
kismina aktarilmustir.

MinlON™  kontrol yazilimi, MinKNOW™ versiyon
0.46.1.9 (R9.4) kullanilarak 48 saatlik (R9.4) bir dizileme
protokolti gerceklestirilmistir. Okuma verileri, 1.2.2 rev
1.5 is akist ve Metrichor ™ agent (versiyon 0.16.37960)
yazilimi tarafindan baz alinarak elde edilmistir.

Dizileme bittikten sonra, fast5 formatnda elde edilen
sonuclar guppy v3.1.5 yazihm kullamlarak fastq
formatina cevrilmistir (base-calling ve de-multiplexing).
Barkod ve adaptor sekanslart Porechop v0.2.3 yazilim
kullanilarak = temizlenmis, ayrica dizilerin her iki
ucundan 45 baz silinerek evrensel primer ve etiketler
de silinmistir. Dizilerin temizlenmesinin ardindan
1350-1550 bp uzunlugundaki okumalar filtrelenmis
ve geriye kalan okumalar analizden ¢ikarlmustir.

Temizlenmis okumalar mothur v.1.39.5 platformu
kullamilarak 6zellestirilmis is akis1 ile analize tabi
tutulmustur. Sekanslar kimerik yapilardan armdirlmus,
hizalanmus, benzerlik matrisi ile aralarindaki mesafeler
oOlciilerek  %99’dan daha fazla benzerlik gosteren
okumalar ktimelenerek Operasyonel Taksonomik
Birimler (OTU) olusturulmustur. Olusturulan OTU’lar
RDP 16S rRNA veri tabanina gore karsilastinlarak
taksonomik anotasyonlar gerceklestirilmis ve aym
cins olarak tespit edilen OTUlar iliskilendirilerek
istatistiksel sonuclar elde edilmistir. OTU’larin eslestigi
organizmalara, bunlann kantitatif degerlerine ve
orneklere ait metadata verilerine gore grafikler Minitab
ve R programlan kullamlarak cesitli istatistiksel
analizler ile olusturulmustur.

BULGULAR
Bioinformatik Analizler

Bakteri smiflandirmast; sube (phylum), smuf (class),
takim (order), aile (family), cins (genus), tiir (species)
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DNA analizinde bakteri

siniflandirmasinda cins diizeyine kadar analiz yapilnus

olarak  yapilmaktadir.

olup tiir diizeyinde analiz yapilamamistir.

Bakteri sube diizeyinden cins diizeyine dogru ilk olarak
sube diizeyindeki smiflandirmada (Sekil 1, Tablo 2)
ilk t¢ swayi; Firmicutes %52,74, Proteobacteria
%30,96, Actinobacteria %12,29, simf diizeyindeki
simflandirmada (Sekil 2, Tablo 3)ilk bes siray1; Clostridia
%31,55, Betaproteobacteria, %24, Bacilli, %19,55,
%10,37, Gammaproteobacteria
%6,51, takim diizeyindeki smiflandirmada ilk dort
siray1 Clostridiales %31,55, Burkholderiales %23,85,
Bacillales  %13,77, Actinomycetales %8,14, aile
duizeyindeki smiflandirmada (Sekil 3, Tablo 4) ilk ti¢
sirayl, Ruminococcaceae %24,29, Burkholderiaceae

Actinobacteria,

%22,51, Actinomycetales unclassified %6,37, tur
duzeyindeki simflandirmada (Sekil 4, Tablo 5) ilk
bes siray1; Ralstonia %21,48, Clostridium III %12,29,
Ruminococcaceae unclassified %9,62, Actinomycetales
%6,37, Bacillales unclassified 9%5,33
olarak bulunmustur.

unclassified

TARTISMA VE SONUC

Eski minerallesmis veya fosillesmis biyofilmlerin
incelenmesi, bakteriyel viriillans faktorleri, konak
savunma proteinleri ve bugtin karst karsiya kalman
uygarlk hastaliklarmin =~ gelisimi  hakkinda  fikir

verebilir."?

Dis tasi, gecmiste yutulan maddelerle ilgili bilgileri
yeniden hayata gecirmek icin artik yaygin olarak
kullanilmaktadir. Toplanan veriler erken Paleolitik'te
ozellikle degerlidir. Bununla ilgili olarak birkac
kurtarma yontemi kullanilir ve her biri farkli sonuclar
verir. Dis taslarindan elde edilen biyomolekdler
belirtecler ve genetik materyaller, tammlanabilir
diyet, tibbi tirtinler ve insan mikrobiyal topluluklar
hakkinda yeni veriler saglamaktadir. Eski dis taslarinin
incelenmesi, gercekci parametreler icinde ge¢mis
yasamlar hakkinda bilgi elde etmek icin buytk bir
potansiyele sahiptir.'*

Yapilan bir calismada; 16S rRNA dizileri (n = 509.067)
kullamilarak, eski arkeolojik déneme dis analizinde
toplam  2.699 mikrobiyal patojen belirlenmis.
Bunlardan biri arkeal ve dokuzu bakteri olmak
lizere sube alt smifinda tespit edilmistir. Bunlar;
Firmicutes (%49,5+10.6), Actinobacteria (%12,0+6.1),
Proteobacteria (%11,5+8,6), Bacteroidetes (%6,6+3.,6),
™7 (%4,6+4,0), Synergistetes  (%3,3+2,6),
Chloroflexi  (%2,7+1,5), Fusobacteria (%2,1+1,8),
Spirochaetes (%0,6+0,3), ve Euryarchaeota (%0,4+0,6)
olarak bulunmustur.”” Calismanmizda sube diizeyinde

Clostridiales
31.6%

M Clostridiales

M Burkholderiales

M Bacillales

M Actinomycetales
Enterobacteriales

M Lactobacillales

I Bacteroidales
Actinobacteria unclassified
Selenomonadales
Chlorobiales
Acidimicrobiales
Gaiellales

[ Erysipelotrichales
Acidobacteria unclassified

Sekil 3. A3MS numaralr dis taginin takim diizeyindeki analizi

Tablo 4. A3M3 numarali dis taginin takim diizeyindeki analizinden elde edilen bakteriler
Sira No | Mikroorganizma er:}g:" l?r l;ll:lln(mu/:)
1 Clostridiales 213 31,08
2 Burkholderiales 161 23,85
3 Bacillales 93 18,17
4 Actinomycetales 55 814
5 Enterobacteriales 4 6,07
6 Lactobacillales 39 11
7 Bacteroidales 16 2,31
8 Actinobacteria unclassified 1 1,62
9 Selenomonadales I 1,08
10 Chlorabiales 7 1,03
" Acidimicrobiales b 074
12 Gaiellales 4 059
13 Erysipelotrichales 4 069
14 Actinobacteria unclassified 4 059
15 Acidobacteria unclassified 2 029
16 Rhizabiales 2 029
17 Solirubrobacterales 2 029
18 Thermoleaphilales 2 029
19 Bacteria unclassified 2 029
20 Gammaproteobacteria unclassified 2 029
21 Kanthomonadales 1 014
22 Betaproteobacteria unclassified 1 014
23 Rhodospirillales 1 014

B Ruminococcaceae
M Burkholderiaceae

W Actinomycetales unclassified

B Enterobacteriaceae
Bacillales unclassified
[ Paenibacillaceae 1

I Clostridiales Incertae Sedis XI

Lachnospiraceae

Streptococcaceae

Prevotellaceae

Bacillaceae 1

Actinobacteria unclassified
[ Lactobacillales unclassified

Burkholderiales unclassified

Sekil 4. A3MS numarali dis taginin Aile diizeyindeki analizi

NOBEL MEDICUS 54 | CILT: 18, SAYI: 3

183

1900°LU YILLARA AiT
Di$ TASI ORNEGINDE
MOLEKULER BAKTERI
ANALIZLERI iLE
BESLENME VE HASTALIK
DURUMLARININ
IRDELENMES



Tablo 5. A3M3 numarali dis taginin aile dizeyindeki analizinden elde edilen bakteriler

NOBEL

MEDICUS’

Sira No | Mikroorganizma I\I:R(I::rl [?r ';II']'I"(T/:]
1 Ruminococcaceag 164 2429
2 Burkholderiaceae 162 22,61
3 Actinomycetales unclassified 43 637
4 Enterobacteriaceae 4 607
5 Bacillales unclassified 36 533
6 Paenibacillaceae 1 32 474
7 Clostridiales Incertae Sedis XI 24 3,99
8 Lachnospiraceae 18 2,66
9 Streptococcaceag 16 237
10 Bacillaceae 1 15 222
1" Prevotellaceae 15 222
12 Lactabacillales unclassified 15 222
13 Actinobacteria unclassified 1 1,62
14 Burkholderiales unclassified 9 1,33
15 Propionibacteriaceae 8 118
16 Chlorobiaceae li 1,03
17 Bacillaceae 2 6 088
18 Veillonellaceae 5 074
19 Staphylococcaceae 4 059
20 lamiaceae 4 059
21 Actinobacteria unclassified 4 059
22 Gaiellaceae 4 059
23 Leuconostocaceae 4 059
24 Erysipelotrichaceae 4 059
25 Clostridiales unclassified 3 044
26 Actinomycetaceae 3 044
27 Enterococcaceae 3 044
28 Peptococcaceag 1 3 044
29 Bradyrhizobiaceae 2 029
30 Acidobacteria unclassified 2 029
3 Acidaminococcaceae 2 029
32 Bacteria unclassified 2 029
33 Conexibacteraceae 2 029
34 Thermoleophilaceae 2 029
35 Gammaproteobacteria unclassified 2 029
36 Betaproteobacteria unclassified 1 014
37 Sinobacteraceae 1 014
38 Acidimicrobineae incertae sedis 1 014
39 Pseudonocardiaceae 1 014
40 Bacteroidales unclassified 1 014
M Aerococcaceae 1 014
42 Clostridiales Incertae Sedis Xl 1 014
43 Rhodospirillaceae 1 014

dis tasmdan izole ettigimiz bakteri gruplarinda
bu calismaya elde
Elde ettigimiz sonuclara gore Firmicutes %52,74
Proteobacteria ~ %30,96  Actinobacteria  %12,29
Bacteroidetes %2,37 Chlorobi %1,03 Acidobacteria
%0,29 ve smiflandirilamamis bakteri %0,29 olarak
bulundu. Bunun vyaninda insan bagirsagindaki

benzer sonuclar edilmistir.

mikrobiyal farkhiligi arastiran bir calismada izole edilen
ve One citkan mikroorganizmalar; yine 6n siralarda
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria’dir.'®
Bu bakterilerden Firmicutes ve Bacteroidetes her
memeli konakcdaki tim 16S rRNA dizilerinin
>%98'ini olusturarak baskin sus olarak karsimiza
citkmaktadir.'®

Bagirsak bakterilerinin yaklastk %901 2 subeden birini
ihtiva eder. Bunlar Bacteroidetes ve Firmicutes'dir.
Firmicutes, Bacteroidetes'ten daha fazla saptanir ve enerji
uretirler. Yiksek yagh diyet uygulanan kemirgenler
gibi, obez insanlar da nispeten daha fazla Firmicutes'e
sahiptir.'” Nispeten ytksek Firmicutes/Bacteroidetes
karbonhidrat
etkilemekle kalmaz, ayni zamanda kisa zincirli yag
asitlerinin tretimini de degistirir. Bunun sonucunda
ozellikle asetat tiretimi artmakta ve biitirat tretimi

oranlart  sadece metabolizmasinm

azalmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir arastirmaya
gore, kandaki asetatin yiiksek seviyelerinin insiilin
direncine neden oldugu ve midede grelin (istah uyarici
hormon) tiretimini artirdigi bulunmustur. Bagirsaktaki
duistik butirat seviyeleri, instilin direncini uyandiran
dustik seviyeli inflamasyonu tesvik eder.'” Bu nedenle
bu iki mikroorganizma ozellikle diabet ve obeziteden
sorumlu tutulmuslardir. Dis tast 6rnegi alian kisinin
obezite ve diabet sorunlar ile karst karsiya kaldigim
soyleyebiliriz. Bireyin omurlarinda hafif derecede
kemik osteofitleri gozlenmistir. Ozellikle bu osteofitler
boyun ve sirt omurlarinda daha belirgindir. Subkondral
osteofitlerin gelisimine neden olan pek ¢ok etyolojik
faktor bulunmaktadir, ancak asil faktdr obezitedir.
Calismalar diz, ayak bilegi, ayak ve vertebral osteofit
gelisimi ile obezite arasinda oldukca giicli bir iliski
oldugu gosterilmistir.'®

Yaptigimiz calismada smif diizeyinde izole ettigimiz
dis tasinda ilk ti¢ baskin mikroorganizma olarak
Clostridia, Betaproteobacteria, Bacilli saptandi. Yapilan
bir cahsmaya gore Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi ve Proteobacteria piring-
yonca ve piring-bugday ekilen topraklarda en sik
gortilen mikoorganizmalar grubunu olusturuyordu.'
Bu calismada arastirmacilar piring yetistirme mevsimi
boyunca toprakta bir bakteri bilesimi buldular; buna
gore sube siiflandirmasinda Proteobacteria en ytiksek
miktarda bulunan mikroorganizmay1, Firmicutes ise en
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bol bulunan besinci mikroorganizmay: temsil ediyordu.
Sonucta bu mikroorganizmalar, tarnm topraklarnda
yaygin olarak goriilen sakinlerdendir. Bunlar seltilolitik
enzimleri kullanarak bitki kalntilarmi aynstirirlar,
piring tarim topraklan genellikle oldukea bol olan Bacilli
ve Clostridia simiflarini icerirken, Firmicutes miktarimin
dustik oldugu gortlmektedir.’ Bizim 6zellikle Siif
duizeyinde elde ettigimiz bu bakteri cesitliligi tarihsel
olarak dis tasini elde ettigimiz kisinin ¢zellikle piring ve
bugday agirlikh tarimsal tirtinlerle beslendigini ortaya
koymaktadir. Bunlar kiside obeziteye ve diyabete yol
acan cok énemli kanitlardandir.

Normal gebelik sirasinda, artan insilin direnci,
materno-fetal besin transferini artirmak ve gelismekte
olan fettstin ozellikle glikoz gereksinimleri ile ilgili
beslenme ihtiyaclarini karsilamak icin bir adaptasyon
gorevi goriir. Bununla birlikte, diinya capindaki her
alt gebelikten yaklasik biri, annenin metabolizmasinin
normoglisemiyi strdtirmedeki yetersizliginden
etkilenmektedir; insilin direnci ve yetersiz instlin
sekresyonunun kombinasyonu, gestasyonel diabetes
mellitus (GDM) ile sonuclanmaktadir. Aile diizeyinde
elde iki  bakteri

Burkholderiaceae ozellikle yapilan bazi metagenomik

ettigimiz Ruminococcaceae,

calismada, Ruminococcaceae, Parabacteroides
distasonis ve Prevotella gibi bagirsak mikrobiyotasinin
gestasyonel diyabetli kadmlarda oldugu
gorilmustir®® Bu da calismadaki bireyin diyabetli
oldugunu gosteren baska bir kanit olarak gosterilebilir.

zengin

Ralstonia cinsi su anda 16 tiir ve tic alt tiir icerir. Bunlar,
R. solanacearum, R. pseudosolanacearum, R. paucula
ve R. syzygii gibi bitki patojenlerini icerir. Saghkl
bireylerde, Ralstonia spp. az goriliir. Kistik fibroz,

Ralstonia spp. ile klinik olarak anlamh enfeksiyon
icin en yaygin konake risk faktoriidir?' Bizimde
cins dtzeyinde en stk buldugumuz mikroorganizma
Ralstonia olup o anda ¢rnek alinan kisinin yasadig
yerde bu mikroorganizmanin alt tiirii (R. solanacearum)
tarafindan etkilenen [temel mahsuller (patates), meyve
mahsulleri (muz, domates), yagh tohumlar (aycicegi,
yer fistig1), baharat mahsulleri, yem, cicekler, orman
agaclart (demir agact ve okaliptis)] cesitli bitki
kaynaklarmin olabileceginden soz edilebilir.** Bunun
yaninda Burkholderia cenocepacia, 6zellikle cevrede
yaygin olarak bulunan ve bircok durumda Kistik Fibroz
(KF) hastalarindan izole edilmis bir mikroorganizmadir,
bizimde aile dtizeyinde elde ettigimiz Burkholderianin
KF ile iligkili olabilecegini soyleyebilir boylece hem
Ralstonia hem de Burkholderiamin bu kiside kistik
fibroza neden olabilecegini bununda hastada diabet
yapabileceginden bahsedebiliriz.?**

Elde ettigimiz dis tasi analizinde ilk ©once DNA

izolasyonu  gerceklesebilirse  bunun  arkasindan
yapilacak olan molekiiler dizileme yontemleri ile dis
tast icerisinde mikroorganizma saptanabilir. Boylece
tarth oncesi yasamini stirdtren Kkisilerin o tarihlerde
yasam sekilleri, beslenme cesitligi ve kisinin fizyolojik
ozellikleri hakkinda bilgiler elde edilebilir muhtemel
hastaliklan hakkinda yorum yapilabilir. Belki yapilan
molektiler mikrobiyolojik analizlerin toplumlann tarih
sayfalarindan silindigi dénemlerde onlan etkileyip yok
olmalarini saglayan dogal afetler ve savaslarnn yaninda
salgin hastaliklar konusunda fikir elde etmemizi ve

bunlan kamnitlari ile sunabilmemizi saglayabilir.

bir
bulunmadiklarini bildirmistir.

*Yazarlar ckar iligskisi  icinde
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