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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FARKLI KAYNAKLARDAN ELDE EDIiLEN BAKTERIi iZOLATLARININ
METAGENOMIiK ANALIZi

Merve ACIL

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Danisman : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Mikroorganizmalar, Diinya {izerinde en ¢ok sayida bulunan biyolojik varliktir ve en biiyiik
biyolojik ve genetik ¢esitliligini saglar. Bu ¢ok sayida mikroorganizma, tiim yasami siirdiiren
enerji ve madde dongiilerinde 6nemli rol oynarlar. Yakin ge¢mise kadar bu genis mikrobiyal
diinya ¢ogunlukla klasik mikrobiyoloji ve kiiltiire bagl yontemlerle arastirilmistir. Dogrudan
cevreden izole edilen buylk rastgele nikleik asit dizileri 6rnekleri olan metagenomlarin
uiretilmesindeki son gelismeler, mikrobiyal topluluklarin bilesimi, yapisi ve isleyisinin kapsamli
portrelerini  sunmaktadir. Metagenomik caligmalar, bir organizmadaki toplam genetik
materyalleri ve hiicresel fonksiyonlarin korunmasinda kilit rol oynayan deoksiriboniikleik asit
ve riboz nukleik asit gibi tim genetik materyalleri tanimlayan yeni ortaya ¢ikan bir alandir. Bu
teknolojinin en iyi yani, mikrobiyal topluluklarin muazzam genetik degiskenligine aninda
onciiliik etmek i¢in ¢gevresel mikrobiyologlara daha fazla esneklik saglamasidir.

Bu tez kapsaminda Istanbul Universitesi Biyoloji Boliimii, Temel ve Endistriyel Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dali (TEMA) Laboratuvari tarafindan Kiiciikkcekmece Golii, Manyas Golii ve Bati
Karadeniz gibi farkli kaynaklardan alinarak olusturulmus bakteri izolatlarinin metagenomik
analizi yapilmistir. TEMA Laboratuvari tarafindan ticari olarak mevcut API 20E test sistemi
kullanilarak standart biyokimyasal yontemlerle fenotipik olarak tanimlanan izolatlar, genotipik
olarak, 16S bakteriyel rRNA geni, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildi ve
sekanslandi. PCR Urunundn dizisi, SILVA ( Version 99) veri tabanindaki bilinen 16S rRNA
gen dizileri ile ¢oklu dizi hizalamasi ile karsilastirildi. Bu ¢alisma, klasik yontemler kullanilarak

X



yapilan fenotipik tanimlamalarin hatalara yol agabilecegini ve dolayisiyla daha giivenilir, ucuz
ve hizli tanimlama yontemlerinden olan Metagenomik analizlerin 6nemini gosteren 6rnek bir
calisma olarak degerlendirilebilir.

Ocak 2022, 77 sayfa.

Anahtar kelimeler: : 16S rRNA, metagenomik, mikroorganizma, mikrobiyoloji.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

METAGENOMIC ANALYSIS OF BACTERIAL ISOLATES OBTAINED
FROM DIiFFERENT SOURCES

Merve ACIL

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ercan ARICAN

Microorganisms are the most abundant biological entities on Earth and provide the greatest
biological and genetic diversity. These many microorganisms play an important role in the
energy and matter cycles that sustain all life. Until recently, this vast microbial world has mostly
been explored by classical microbiological and culture-dependent methods. Recent advances in
generating metagenomes, which are large examples of random nucleic acid sequences isolated
directly from the environment, provide comprehensive portraits of the composition, structure,
and functioning of microbial communities. The metagenomic study is an emerging field that
identifies the total genetic materials in an organism and all genetic materials such as
deoxyribonucleic acid and ribose nucleic acid that play key roles in maintaining cellular
functions. The best part of this technology is that it gives environmental microbiologists more
flexibility to instantly lead to the enormous genetic variability of microbial communities.

In this thesis, metagenomic analysis of bacterial isolates obtained from different sources such
as Kugukcekmece Lake, Manyas Lake and Western Black Sea Region was performed by
Istanbul University Department of Biology, Department of Basic and Industrial Microbiology
(TEMA) Laboratory. These isolates, which were phenotypically identified by standard
biochemical methods using the commercially available APl 20E test system by TEMA
Laboratory, were genotypically amplified and sequenced with the 16S bacterial rRNA gene,
polymerase chain reaction (PCR). The sequence of the PCR product was compared with known

xii



16S rRNA gene sequences in the SILVA (Version 99) database by multiple sequence
alignment. This study can be considered as an exemplary study showing the importance of
metagenomic analysis, which is one of the more reliable, inexpensive and fast identification
methods, and those phenotypic descriptions using classical methods can lead to errors.

January 2022, 77 pages.

Keywords: metagenomics, 16SrRNA, microorganism, microbiology.
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1. GIRIS

Bakteriler, nukleer bir zardan yoksun, metabolik olarak aktif olan ve ikili bolunme ile
boliinen tek hiicreli mikroorganizmalardir (Baron, 1996). Bakteriler neredeyse akliniza
gelebilecek her yerde bulunabilir; tatli, tuzlu sularda, toprakta, havada, hayvan ve bitkilerin
icinde. Bakteriler bilinen en kicuk canli hiicrelerdir. Sekillerine gore t¢ buyuk gruba
ayrilirlar. Kiiresel seklindeki bakteriler coccus, ¢ubuk seklindeki bakteriler bacillus, sarmal
seklindeki bakteriler spirillum olarak adlandirilir. Tiirler {izerinde yapilan ¢alismalarda
dogru ve kesin sonuca ulagabilmek adina numune ortamdan alindiktan sonra laboratuvarda
izolasyon iglemi uygulanmaktadir. Bu islem sonucu olusturulan ortam izolat olarak
tanimlanir. Daha genis bir tanimlamayla izolatlar ¢esitli dogal ortamlardan ya da karisik bir
kiltirden alinarak elde edilmis saf mikroorganizmalardir. Hi¢ bilinmeyen bir izolatin
tanimlanmasi ile belirli cins veya tlrin tanimlanmasi igin farkli yontemler kullanilir

(Ankara Universitesi Agik Ders Malzemeleri).

Diinya iizerinde canliligin baslangicina dair goriis birligine varilamamis olsa da bu konuda
yiiriitiilen ¢ok fazla calisma vardir. Arastirmalar neticesinde diinya iizerinde var olan bir¢cok
canli tiirii kesfedilmistir. Tiim bu canlilar standart bir siniflandirma ile tanimlanmaktadir ve
bakteri dlemi de tiim tiirleri ile bu siniflandirma sistemi kullanilarak adlandirilmaktadir
Bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu heniiz tanimlanamamustir. Bakteri subelerinin neredeyse
yarist laboratuvar ortaminda kiiltiirlenebilen tiirlerden olusur. Mikrobiyolojinin alt
dallarindan biri olan bakteriyoloji bakterileri arastirir. Taksonomi siniflandirma,
isimlendirme ve tanimlama yaparak organizmalarin cesitliligini belirleyip, farkliliklarini
ortaya koyar. Tanimlama taksonominin uygulamasidir. Organizmalarin 6zelliklerini saptar
kaydeder, hangi taksona ait olduklarini tayin eder. Bakteriler hiyerarsik sirada en biiyiikten
en kiigiige dogru alem, boliim, sinif, takim, aile, cins, tiir seklindeki taksonomik birimlere

yerlestirilir (Carli, 2015).

Bakteriler ile ilgili ilk smiflandirma girisimlerinin, 1773’de Alman bilim insan1 Miiller
tarafindan Vibrio ve Monas adli iki bakteri genusunun tanimlanmasiyla baslandigi
sOylenebilir (Asan, 1991). Kiiflerin fruktifikasyon yapilarini1 1664 yilinda rapor eden Robert
Hook’tur ama bakterileri kendi yapmis oldugu mikroskopta ilk Anton Van Leeuwenhoek



tanimlamistir. Van Leeuwenhoek’un goézlemleri diger bilim insanlar1 tarafindan kabul
gormesine ragmen, bu organizmalarin yapisi ve Oneminin anlagilmasi gelismis
mikroskoplarin yayginlagsmasiyla ile miimkiin olmustur. BOylece mikrobiyal yasam
sekilleri daha fazla anlasilir hale gelmistir (Cokmiis, 2010).

Mikroorganizmalart uzun yillardir standart bir sekilde siniflandirma geregi hep var
olmasima ragmen, siirekli yeni mikroplarin kesfedilmesi ve bunlarin birbirinden farkli
Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle yapilan sistematik siniflandirmalar daima
degismekteydi. Bakterileri modern anlamda ilk sistematize eden kisi Buchanandir (1917).
Daha sonra 1984-1986 yillarinda "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" adiyla
taksonlarin tanimlanmasi ve tek tek isimlendirme i¢in 4 ciltlik bir yayin ¢ikarilmistir (Arda,

2000).

Tanimlamada genel olarak basit morfolojik analizler ve biyokimyasal testler
uygulanmaktadir. Cok gelismis laboratuvarlarda ve bilimsel arastirmalara hizmet etmesi
amaciyla faj tiplendirmesi ve genetik esasli testler kullanilmaktadir. Her bakteri veya
bakteri toplulugunun sadece kendisine has bir biyokimyasal 6zelligi bulunur. Kendine 6zgu
enzimleri sayesinde bazi maddeleri kendine 6zgii yontemlerle metabolize eder. Bunun
sonucunda kendine 06zgii yapim ve yikim irilinleri ortaya c¢ikararak ayirt edilmesini
kolaylastirir. Tanimlanmamis bir bakteriye, bazi biyokimyasal testler uygulanarak elde
edilen veriler, Bergey’s Manual gibi kaynaklarda bulunan listeler ile karsilastirilarak

tanimlanir (Ankara Universitesi A¢ik Ders Malzemeleri).

Mikrobiyolojide geleneksel ve hizli yontemler temel iki yontemdir. Geleneksel yontemler
altin standart olarak kabul edilse de hizli yontemler avantajlari nedeniyle daha gok tercih
edilmeye baslamistir. Hizli yontemler, yiliksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip, ucuz ve kisa
stirede sonug verebilirler. Hizli minyatiirize test kitlerinden birisi olan API 20E sistemi
birden fazla bakteriyel taksonomik grubu identifiye etmek icin tercih sebebidir. Bu
yontemin kullanima amaci, gevresel bir Ornekte bulunan bakteri, mantar, virls gibi
mikroorganizmalar tespit edip onlara ait metabolitlerin izolasyonunu, identifikasyonu
yapip bakterilerin antibiyotiklere karsi1 duyarliliklarmi belirleyebilmektir (Aras, 2011).
Geleneksel mikrobiyoloji teknikleri, bir cok mikrobu ayni anda kiiltiirlemek i¢in yetersiz
gelmektedir. Bu nedenle tek seferde yalnizca tek mikrobu incelenebilmekteydi. Ayrica,

teknikler zaman alic1 ve kontaminasyona meyillidir. Bir bakteri veya mikrop kiiltiiriiniin



incelenmesi 3 gune kadar sirebilmektedir. Bu nedenle, tek bir habitattan tim mikrobiyal
toplulugu klasik mikrobiyoloji yontemlerini kullanarak incelemek zordur. Bu baglamda

hizli ve toplu olarak tanimlama i¢in basvurulan bilim metagenomiktir (Chauhan, 2020).

Metagenomik, énceden klonal Kiiltiirlerin yetistirilmesine ihtiya¢ duyulmadan bir ¢evresel
ornek i¢inde bulunan genomlarin dogrudan genetik analizi olarak tanimlanabilir (Oulas ve
dig., 2015). Bu teknoloji ile mikrobiyal genom, 6rnegin dogasina ve mikrobiyal varliklarin
bolluguna bakilmaksizin dogrudan alinabilir (Dash, 2018). Metagenomik, saf kiilturde hala
erisemedigimiz organizmalarin ¢oguna erismemizi saglayan c¢ok sayida veri, arac,

teknolojiyi bize sunmustur (Thomas, 2015).

Son yillarda bilimsel aragtirmalar i¢in olduk¢a onemli bir teknoloji olan yeni nesil DNA
dizileme, genetik ve epigenetik olabilecek diizenleyici aglarin, kromatin yapisi, niikleer
yapilanmasi ve genom varyasyonlar1 gibi bilgi akisin1 saglamaktadir. Yeni nesil DNA
dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukta ve yiiksek hizda dizileme yapilabilmektedir. Bu
yontemle simdiye kadar yapilmis hicbir deneysel yontem ile elde edilemeyecek derecede
zengin ve 6zgln bilgiye sahip mikrobiyal genom dizisi elde edilir. Bu bilgi hazinesinin
depolanmasi, analizi ve degerlendirmesi giiclii teknoloji gerektirir ve bu yeni nesil dizileme
teknolojisinin basarili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in gelismis biyoinformatik araclar
kullanilir. Dolayisiyla metagenomik, mikrobiyoloji, genom bilimi ve biyoinformatik

alanlari birbiriyle bulusturan disiplinler aras1 bir daldir (Ustek, 2011).

Metagenomik, Sanger dizileme yontemini baz alarak baslamistir. Bu dizilemede 1.5 kb
uzunlugundaki 16S rRNA genini hedef alinir. 16S rRNA geni, bakteriler arasindaki
filogenetik iliskileri belirleyici 6zelliktedir (Kolbert ve Persing, 1999). Bu dizi 9 korunmus
C1-C9 bolgelerinden ve 9 ¢ok degisken V1-V9 bolgelerinden olusmaktadir (Petrosino ve
dig, 2009). Bir cok metagenomik ¢aligsmalarda dizileme igin ¢ok degisken bolgeler hedef
alinirken, dizilemede ise Illumina tercih edilmektedir (Alves ve dig., 2018). Metagenomik
calismalarda Illlumina tercih edilmesinin sebebi olarak hedef DNA dizisinin boyutu,
cevresel orneklerden alinan mikroorganizmalarin ¢esidi ve miktarinin fazla olmasi
gosterilebilir (Culligan ve dig., 2014). Verilerin analizi icin genellikle QIIME programi
kullanilmaktadir (Oulas ve dig., 2015). QIIME ile DNA dizilerinin kalite kontrolu yapilir
ve dizilere ait islevsel taksonomik birimler (OTU) saptanir. Boylece taksonomik ¢esitlilik

icin veriler elde edilmis olur (Kuczynski ve dig., 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0580951718300114#!

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Biyoloji Béliimii, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dali (TEMA) Laboratuvar tarafindan Kiiglikgekmece Golii, Manyas Goli ve
Bati Karadeniz gibi farkli kaynaklardan alinarak olusturulmus bakteri izolatlarinin
metagenomik analizi yapilmistir. Alinan orneklerin bir kismi TEMA Laboratuvari
tarafindan API 20E Test Sistemi ile tanimlanmisken bir kismi herhangi bir tanimlama
islemine tabi tutulmamustir. Orneklerin, DNA izolasyonu yapilip, 16S rRNA genlerinin V3-
V4 bolgelerini ¢ogaltilmasi, Illumina ile dizilenmesi, dizileme sonucunda QIIME programi
kullanilarak yapilan metagenomik analiz ile  OTU’larin belirlenmesi ve bdylece
taksonomik analizin incelenmesi ve mikroorganizma ¢esitliliginin ortaya konmasi

amagclanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

Mikroorganizmalar, ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiiciik ve tek hiicreye sahiptir. Bu
tek hiicreden olusan canlilar gogalip kolonileri olustururlar. Bu koloni topluluklar ¢iplak
gozle gorilebilir. Dunyada altt milyon g¢esit mikroorganizma oldugu diisiiniilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin  yaklagik % 5‘1 tamimlanabilmistir.  Mikroorganizmalarin
kesfedilmesiyle bitki ve hayvanlar olarak ayrilan canli grubuna 1866'da Haeckel’in yaptig1
caligmalarla tigiincii bir alem olan protistalar da eklenmistir. Protistalar algler, mantarlar,
protozoonlar, ve bakterileri kapsar. Protistalar, hiicre yapisina bakildiginda ikiye ayrilir.
Okaryotik hiicreler bitki ve memeli hiicresini andiriken, prokaryotik hiicreler daha ilkel
yapidadir. Bakteriler prokaryot hiicre yapisinda, dogada yaygin olarak bulunan ve
canlilarda bir ¢ok hastaligin sebebi olabilen mikroorganizma tiirtidiir. Bakteri hiicresi genel
olarak Sekil 2.1°de goriildiigii gibi ¢ekirdek, sitoplazma, hiicre zar1 ve hiicre ¢eperinden
olusmaktadir. Bakteri hiicreleri kapstile, kirpige ve pilusa sahip olabilirler, spor olusturabilir
(T.C. MEB Yayincilik Hayvan Sagligi, 2015).

Pili

Kapsul

Hucre Duvan

: Kamg! (Flagellum)

Kromozom (DNA) Nikleoid Bolgesi

Sekil 2.1: Bakteri Hiicrelerinde Yer Alan Yapilar (S. Thenmozhi ve dig.,2014).

Bakteriler basit 151k mikroskoplar1 ile bile goriilebilen, kolay boyanabilen, iiretilebilen
canlilar olmasinin yaninda yapi, organel, enzim, toksin ve genetik dzellikleri iyi bilinen

mikroorganizmalardir. Bu sayede oldukg¢a genis bir arastirma imkani sunmakla beraber en



iyi bilinen mikroorganizma grubunu olusturmaktadir. Bakteriler, morfolojisi oldukca
genistir. Sekil ve boyutlart bakimindan c¢esitlilik gosterir. Bakteriler morfolojik yapilari
bakimindan kok, basil, spiral ve pleomorfik olarak 4 cesittir. Basil bakteriler tek-¢ift veya
uzun-kisa zincirler olustururak ¢esitlilik gosterir (Sekil 2.2) (T.C. MEB Yayincilik Hayvan
Saghigi, 2015).
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Sekil 2.2: Bakterilerin morfolojik yapilari.

Bakteriler, okyanus sular1 i¢inde, yiksek derinliklerde ve hidrostatik basing altinda kolayca
yasabilirler (Arda, 2000). Bakterilerin siniflandirilmasi bilimine bakteri taksonomisi denir.
Smiflandirma, bakterilerin karsiliklt benzerlikleri veya evrimsel iliskileri temelinde
gruplara veya taksonlara (tekil, takson) duzenlenmesini ifade eder. Adlandirma,
yaymlanmig kurallara gore taksonomik gruplara adlarmm atanmasi ile ilgili
disiplindir. Tanimlama, belirli bir izolatin taninmis bir taksona ait oldugunu belirleme

stireci olan taksonominin pratik yontnu temsil eder (Garg, 2016).



Taksonomi, sasirtict  bakteri ¢esitliliginin, karsilikli  benzerlikleri veya evrimsel
akrabaliklar1 temelinde gruplara veya taksonlara siniflandirilmasina ve diizenlenmesine
yardimci olur. Taksonomide bir bakteri kii¢iilk ama homojen bir grubun i¢ine bir sira veya
seviyede yerlestirilir. Bu riitbenin veya seviyenin gruplari, daha yiiksek bir riitbe veya
seviye grubu olusturarak birlesir. Bakteriyel taksonomide, artan siralarina gére en yaygin
kullanilan siralar veya seviyeler sunlardir: tiir, cins, aile, takim, siiflar, bolim ve alem.

Turler, bakteri taksonomisindeki temel taksonomik gruptur (Ashwathi, 2016).

Pennsylvania Universitesi'nden David Bergeys, 1923'te bakteri tiirlerinin tanimlanmast igin
bir el kitab1 yayinlanmistir ve buna Bergey'in Belirleyici Bakteriyoloji El Kitab1 adini
verilmistir. Bakterileri sadece morfolojik karaktere gore siniflandirir ve filogenetik karakter
icermez. Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji El Kitabi'nin ilk baskis1 1984-1989'da
yayinlandi. 2001-2012'de yayinlanan ikinci baski bes cilt ve 1000’ e yakin yazarin
katkilarindan olusmustur. Bu Kilavuzlar, prokaryotik gruplarin taksonomisi, sistematigi,
fizyolojisi, ekolojisi ve habitatlar1 hakkinda kapsamli tanimlayici bilgilerin yani sira
prokaryotlarin evrimsel ge¢mislerini yansitan dogal bir siniflandirmasini saglamaktadir

(Black, 2012).

Yillar boyunca, Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda bakteri tanimlama rutin olarak
mikroorganizma fenotipine gore gergeklestirilmistir. Bu fenotipler morfoloji, farkli
boyamalarla tanimlanan duvar yapisi, mikroorganizmanin farkli kiiltiir ortamlarinda,
sicaklik ve atmosfer kosullarinda {ireme yetenegi, farkli biyokimyasal yollar veya
substratlar kullanma yetenegi ve bazi durumlarda belirli antimikrobiyallere karakteristik bir
duyarlilik gibi 6zellikleri kapsamaktadir. Bununla birlikte, mikrobiyolojik tekniklerin ¢ogu,
mikroorganizmalarin biiylimesini gerektiren ¢cok sayida kosula baglidir ve bu tanimlama

sliresinin olduk¢a uzamasina neden olur (Martin ve dig., 2014).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda bakterilerin tanimlanmasi, geleneksel olarak
organizmay1 izole ederek ve bakteri tanimlamanin altin standardi olan Gram boyama, kiiltiir
ve biyokimyasal yoOntemlerle fenotipik olarak inceleyerek gergeklestirilir. Standart
biyokimyasal tayin yontemlerinden biri API 20E test sistemi yontemidir. API-20E sistemi,
enterik bakterilerin tanimlanmasi ig¢in uygundur ve Enterobacteriaceae familyasi liyeleri ve
iligkili organizmalarla ilgili testleri asilamak ve okumak i¢in uygun bir yontem saglar

(Thaochan ve dig., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chinajariyawong%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20883132

API (Analitik Profil Indeksi) 20E, bakteri tanimlanmasi ve ayirt edilmesi icin bioMerieux,
Inc.'e ait bir biyokimyasal paneldir. Plastik serit, her test i¢cin kimyasal olarak tanimlanmis
bilesimlerden olusan yirmi mini test odasi i¢erir. Kuyularin her birini sulandirmak i¢in bir
bakteri  siispansiyonu kullanilir. inkiibasyondan sonra bazi  kuyucuklarda pH
farkliliklarindan dolay1 renk degisiklikleri olurken bazilarinda reaktiflerle tanimlanmasi
gereken son triinler olusur. Dizisinden ve test sonuglarindan bir profil numarasi belirlenir,
ardindan bakteri izolatin1 tanimlamak i¢in bir kod kitabinda aranir. Gram pozitif ve Gram
negatif bakteri ve mayalarin tanimlanmasi i¢in kullanilan bu sistem, arttk APIWEB™ qgibi

veri tabanlari hizmeti araciligiyla internet ilizerinden yapilmaktadir (bioMerieux, Inc.,

2019).

Bununla birlikte, bu bakteri tanimlama yontemlerinin iki biiyiilk dezavantaji
vardir. Birincisi, Tropheryma  whippelii gibi  yetistirilemeyen  organizmalar  i¢in
kullanilamazlar . Ikincisi, ara sira, bilinen herhangi bir cins ve tiiriin kaliplarina uymayan
biyokimyasal 6zelliklere sahip organizmalarla karsilasmamiz miimkiin. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve DNA dizilemesinin kesfinden bu yana, bazi bakterilerin genomlari
tamamen dizilenmistir. Bakteri tiirlerinin genomik dizilerinin karsilastirilmasi, 16S
ribozomal RNA geninin tiir veya cinsler i¢inde yiiksek oranda korundugunu ve dolayisiyla
bakterilerin tiirlenmesi i¢in yeni altin standart olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu
yeni standart kullanilarak tiirler arasindaki temel farkliliklara dayali filogenetik agaclar
olusturulur; bakteriler tanimlanir ve yeni cinslere gore yeniden smiflandirilir; ve

ekilemeyen mikroorganizmalarin siniflandirilmasi miimkiin kilinmis olur (Woo ve dig.,

2000).

Ote yandan, bu teknikler, kiiltiir ortaminda biiyiimesi zor olan veya simirli biyokimyasal
aktiviteye sahip mikroorganizmalara uygulandiginda uygulanabilirlik ve guvenilirlikle
ilgili belirgin sinirlamalar gosterir. Bu sinirlamalarin iistesinden gelmek amaciyla, esas
olarak genetik tekniklere dayanan farkli metodolojiler gelistirilmektedir. Bu yaklasimlar,
mikroorganizmanin tanimlanmasindaki giivenilirligi artirirken, numunenin 6nceki kiiltiirti

olmadan dogrudan teshis edilmesini saglamistir (Prieto ve dig., 2014).

Son yillarda yapilan caligmalarla, mikrobiyologlarin mikroorganizmalar hakkindaki
goriisleri, kiiltiirlenmis mikroorganizmalardan kiiltiirlenmemis mikroorganizmalara

doniismiistiir ve 1985'te yapilan deneysel bir ilerleme, mikrobiyal diinyay1 gorsellestirme


https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuen%20KY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11040945

seklimizi kokten degistirmistir. Kiiltiirlenmemis mikroorganizmalarin incelenmesinin
sonuglarindan biri ‘metagenomiklerin’ ortaya c¢ikmasidir (Oulas ve dig., 2015).
Metagenomik terimi ilk olarak 1988’de Jo Handelsman grubu tarafindan karisik ¢evresel
DNA tirlerinin iglev temelli analizine atifta bulunarak kullanilmigtir. Norman R. Pace ve
meslektaslari, bir ¢evresel ornekteki mikroorganizmalarin gesitliligini kiiltiir yapmadan
tanimlamak i¢in ortamdaki 5S ve 16S rRNA gen dizilerinin dogrudan analizini kullandilar.
Bu, toplu DNA'nin gevresel bir drnekten izole edilmesi ve klonlanmasiyla ilgili ilk raporu

ortaya koymustur (Handelsman, 2004).

Metagenomik , saf kultirler elde etmeye gerek kalmadan mevcut mikroorganizmalar
toplulugunu incelemek igin gevresel orneklerden elde edilen DNA'y1 analiz etmek igin
kullanilan molekiiler bir aragtir. Metagenomik, spesifik olarak, uygun biiyiikliikte DNA
fragmanlarinin iretilmesini ve fragmanlarin uygun bir klonlama vektorine baglanmasini

iceren metagenomik kiitiiphanelerin yapimini ifade eder (Ghosh ve dig., 2019).

Metagenomik analizler yeni nesil dizileme (YND) yontemleriyle hizli ve yiiksek dogrulukla
yapilir. Bu teknoloji ile bitki, bakteri, maya, kif, virlis gibi mikroorganizmalarin
genomlarmi basarili sekilde dizilenir. GUnUmuzde populer olarak, Illumina Genome
Analyzer, Complete Genomics, Applied BioSystem SOLID, , Helios ve lonTorrent gibi
YND araglar1 kullanilir (Jongman ve ark., 2020; Nair ve ark., 2020). Metagenomiklerin
Sanger sonras1 dizileme ile birlikte kullanilmasi, mikrobiyal topluluklar: hizli bir sekilde
tanimlama, karakterize etme ve ayrintili olarak anlama yetenegi sunmaktadir (Schloss ve

Handelsman, 2005).

YND, yontem ve bulgularin analizi bakimindan Sanger dizilemeden farklilik gosterir.
Elektroforez tabanli Sanger dizileme halen DNA dizileme i¢in altin standart olarak kabul
edilse de son zamanlarda bu yontemin artik altin standart olmayabilecegi iizerine
caligmalarda yapilmaktadir. Sanger dizileme, yiiksek giivenilir sonuglar saglasa bile ¢ok
uzun okuma uzunluklarina sahiptir. Hedeflenen genom alanlari uzakdik¢a maliyet ve
gereken sure artar. Bu nedenle Sanger, blylk genomlarin veya ¢ok sayida genin ayni anda
incelendigi zamanlarda pratik olmaz. YND ise gen panellerinin daha diisiik bir maliyetle
dizilenmesine saglar. Hizli, genis 6l¢ekli ekzom ve tiim genom dizi analizi gergeklestirme

kabiliyeti sunar ( Sanger,1977).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/dna-profiling
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cloning-vector
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Metagenomik amplikon ve shotgun dizileme olmak (zere iki sekilde analiz yontemi
kullanmaktadir. Ornekteki toplam mikroorganizmalarin DNA izolasyonu yapilip belirli gen
bolgeleri hedeflenir. Bunlar, yuksek oranda korunmus ve taksonomik bilgi veren 16S
rRNA, 18S rRNA ve ITS gibi genlerdir (Parente ve dig., 2020). Hedeflenen
metagenomikleri gerceklestirmek igin, cevresel DNA ekstrakte edilir ve ilgili gen i¢in en
blylk sekans ¢esitliligini ¢ogaltmak tizere tasarlanmis primerler kullanilarak PCR
amplifiye edilir. Cogaltilan gen bolgelerinin dizilemesi ve NGS ile anlam kazanarak
tanimlanir. Shotgun dizilemede bir 6rnekteki tiim genomun rastgele pargalarinin dizilenir.
Tum genomun tiir diizeyinde tanimlanmasinda shotgun dizileme daha gtivenilir sonuclar
sunar (Bharagava ve dig., 2019). Tim genom shotgun dizileme ve amplikon dizileme de
farkli veritabanlar1 kullanilmaktadir ve shotgun dizileme ile daha blyuk ham veri elde
edilmektedir (Escobar-Zepeda ve dig., 2018).

1986’da Kary Mullis’in buldugu polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), spesifik bir DNA
sekansini, spesifik primerler ve DNA polimeraz enzimi kullanilarak tekrarlanan sentez

donguleri ile in vitro amplifiye etmek igin kullanilan bir yontemdir (Arusha, 2016).

PCR ve ardindan 16S rRNA genlerinin dizilenmesi, bakteri ve arkealarin filogenisi
anlayisimizda devrim yaratti. Neredeyse bilinen tiim tiirleri kapsayan 16S rRNA gen veri
tabanlariin sunulmasiyla, yeni tiirlerin kesfedilme orani 6nemli Glglide artti. Yapilan
calismalarda tiirlerin tanimlanmasinda etkili 16S rRNA geni lizerine bir egilim
olusturdugumuzda metagenomigin derinine inmis oluruz. Prokaryotik ribozomlar, 30S ve
508’ lik alt birimlere sahiptirler. 16S rRNA geni, bakteriyel ribozomun 30S alt
biriminin RNA bilesenini kodlar. Bakteri tlrleri, bu genin bir ¢ok kopyasin1 igerir ve bu
sayede bakteriyel filogeniyi ve cins/tiir ssniflandirmasini incelemek igin bize avantaj saglar.
Bu yOntem, bilinmeyen suslari tanimlamak i¢in bir ¢ok klinik laboratuvar igin glvenilir
gortlmektedir. 2001 ile 2007 yillar1 boyunca, 16S rRNA gen dizilenmesi, 29'u yeni cinsler
olarak smiflandirilan 215 yeni bakteri tiiriinii tanimladi. Bakteriyel simiflandirma igin
onerilen kilavuzlara gore, 16S rRNA gen dizisinde % 97'den az benzerlige sahip suslar,
farkli bakteri tiirlerini temsil eder (Wang ve dig, 2015). Bu genler, mRNA’dan protein
translasyonunda gorev aldigi i¢in organizmalar arasinda son derece korunmustur. Ribozom
klglk alt birimi, buraya spesifik rRNA primerleri baglanabildigi i¢in flogenetik analiz i¢in

onemlidir. Bu yontemle olusturulan ilk filogenetik agaglarda Xenopus laevis (eukaryote)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/30s
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phylogeny
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Escherichia coli (eubacterium), Zea mays (eukaryote), Halobacterium volcanii
(archeabacterium), Dictyostelium discoideum (eukaryote), Saccharomyces cerevisiae
(eukaryote), Mus mus (eukaryote),) turlerinin akrabalik iliskileri belirlenmeye c¢alisilmigtir
(Turan ve dig., 2018).

Sekil 2.3’de goriildiigii tizere 16S rRNA geni, 1500 b¢ niikleotid uzunlugundadir. Bakteri
tirleri arasinda korunmus olan (C1-C9) bdlgeleri ve yiiksek oranda degiskenlik gosteren
(V1-V9) bolgelerini icerir (Petrosino ve dig, 2009).

Sekil 2.3: 16S rRNA genindeki korunmus ve ¢ok degisken bélgeler (Petrosino ve dig,
2009).

16S rRNA gen dizisi ilk olarak 1985 yilinda filogenetik analiz i¢in kullanilmistir (Lane ve
dig., 1985). Mikroorganizmalarin filogenetik o6zelliklerini tanimlamada kullanilan 16S
rRNA gen dizisi, primer tasarimi i¢in yiiksek oranda korunmus bdlgelerle beraber
hiperdegisken bolgelerde igerdiginden, bakteri topluluklarinin profilinin ¢ikarilmasinda en
yaygin kullanilan isaretleyici gen haline gelmistir (Tringe ve Hugenholtz, 2008). Belirli bir
hiperdegisken bolge i¢indeki tiire 6zgii diziler, teshis testleri ve diger bilimsel arastirmalar
icin yararli hedefler olusturur. Tiim bakteriler arasinda tek bir bolge ayirt edilemez. Ne
yazik ki, 16S rRNA hiperdegisken bolgeleri, farkli derecelerde dizi ¢esitliligi sergiler ve tek
bir hiperdegisken bolge tiim bakteriler arasinda ayrim yapamaz (Chakravotory ve dig.,
2007). 16S rRNA geni yiiksek oranda korunmus olmasina ragmen, farkli organizmalari
ayirt etmek igin kullanilabilecek dokuz hiperdegisken bolgeye sahiptir. V2, V3, V6
bolgeleri cins diizeyinde ayrim igin yeterlidir ama bazi durumlarda tiir diizeyinde ayrimda
da kullanilmaktadir. Bu bdlgeler yiksek degiskenlik oranina sahip olduklari igin
smiflandirmada olduk¢a dnemli bir isleve sahiptir. Diger bolgeler iyi korundugu igin ¢ok
tercih edilmezler. Filogenetik agaclar, 6zellikle yeni mikrobiyal soylar olmak iizere farkli

tlrler arasindaki sistematik iligkileri aydinlatmak ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Bununla birlikte, filogenetik ¢oziiniirliik agisindan farkli 16S rRNA alt bolgeleri arasindaki
iliskileri belirleme stratejileri hala tartismalidir. Farkli hiperdegisken bdolgelerin
korelasyonu, farkli bolgelerin dizilerine dayali olarak insa edilen filogenetik agaglarin
jeodezik mesafesinden c¢ikarilabilir. Jeodezik mesafe, agaglar arasindaki farkliliklart
6lgmek i¢in kullanilmistir. Farkli alt-bolgeler arasindaki mesafeler incelendiginde, bakteri
filogenetigi i¢cin V4-V6 bolgeleri en guvenilir bélgedir. V2 ve V8’ ise en az guvenilir

bolgeler olarak belirlenmistir (Yang ve Dig., 2016).

Degisken bolgelerin yaninda, korunmus bdlgelerinde varligi bu bdlgelere universal
primerlerin baglanmasini kolaylastirir. Bu sayede mikrobiyota c¢alismalar1 oldukca
genislemis ve veri tabanlarina kaydedilen 16S rRNA gen dizileri artmaktadir. Bahsedilen
yiiksek degiskenlik gosteren ‘V’ bolgelerinin baslangi¢ ve bitis pozisyonlar1 asagida Tablo
2.1°de gosterilmistir (Turan ve dig., 2018).

Tablo 2.1: Yiiksek degisken bolgeler ve gen igindeki pozisyonlari.

Degisken bolge Baslangi¢ ve bitis numaralan (kb)

V1 ' 66-99

V2 137-142

V3 433-497

V4 576-872

V5 822-879

V6 986-1043

V7 1117-1173

V8 1243-1294

V9 14335-1465
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Sekil 2.4’te 16S rRNA genindeki degisken bolgelerin hepsi farkli renkle gésterilmistir.
Sekilde ayrica 16S rRNA'nin V4 bolgesinde yer alan ve yiiksek oranda korunmus olan 690
firkete yapist i¢i dolu sekilde renklendirilmistir (Yang ve dig., 2016).

Sekil 2.4: 16S rRNA geni 2D-3D yapisi (Yang ve dig., 2016).

Elde edilen 16S rRNA gen dizileri uygun bi¢cimde hizalanir. Hizalama belirli bir organizma
veya tim organizmalar lizerinde yapilabilir. Bu islem bazen ¢ok uzun zaman alabilir, bu

durum aragtirmacilari kisitlayan bir noktadir (Turan ve dig., 2018).

Diziler, benzerlige gore "Operasyonel Taksonomik Birimler" (OTU'lar) adi verilen
kutularda kiimelenir. Tipik olarak benzerlik, ikili dizi hizalamasinda uyusan sitelerin
yiizdesi olarak hesaplanir. Turleri ayirt etmek igin gerekli olan benzerlik sorant % 98’dir
(Nyugen ve dig., 2016). Bir OTU tablosu, her oOrnekte her taksonomik birim igin
gdzlemlenen dizi sayisini igerir. Okumalar igindeki sira benzerligine dayali olarak OTU'lar
ve her OTU'dan temsili bir dizi sec¢ilmesinden olusur. Protokol ayrica referans
veritabanlarini kullanarak taksonomik kimlikleri atar, OTU dizilerini hizalar, sekil 2.5’te ki
gibi filogenetik bir aga¢ olusturur. Her bir mikrobiyal 6rnekteki her OTU'nun bollugunu
temsil eden bir OTU tablosu olusturur (Kuczynski ve dig., 2011).
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Sekil 2.5: OTU kladogrami ( Letunic,2007).

Yeni Nesil Dizileme (YND) cihazlari, dizileme islemi sirasinda meydana gelen teknik
hatalar konusunda bilgi verirken genetik metaryalde ortaya ¢ikan sorunlar hakkinda
geligmis bir bilgi vermez. Kullanilan YND platformunun tedarik¢isinin sagladigi yazilim
ile yapilan baz ¢agirma ve de-multiplexing islemi sonucunda ¢ikti olarak FASTQ (Fast
Adaptive Shrinkage Thresholding Algorithm and Quality) dosyasi olusmaktadir. Fastq
niikleotid dizisini ve okudugu niikleotidin kalite degerlerini bir arada bulundurur. YND, bir
referans genomla eslenmesi veya yeni birlestirilmesi gereken milyonlarca kisa okuma ile
cok buyuk miktarda veri Uretir. Biiyikk 6l¢ekli verilerin birlestirilip anlamli kiimeler
olusturmasi islemine making assembly denir. Veri analizi ylksek kaliteli okumalara
dayanmalidir, ¢iinkii diisiik kaliteli okumalar mutasyon sayisinin agir1 yorumlanmasina yol
acabilir. Ek olarak, yuksek kaliteli okumalar, de novo dizi montajinin daha yuksek

dogruluguna yol agacaktir .Hem referans tabanli haritalama hem de de novo derleme biyik
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veri dosyalar1 olusturur. De novo dizi montaji ilizerinde calistigimiz 6rnege ait higbir

genetik bilginin olmadigi durumlarda kullanilir (Oral, 2018).

[llumina dizileme yontemiyle, 16S rRNA isaretleyici geninin yiiksek verimli dizilenmesi
yontemi, mikrobiyal topluluklarin gesitliligini ve bilesimini degerlendirmek igin yaygin
olarak kullanilir (Pichler ve dig., 2018). Bu yontem maliyeti diisiiriip kisa siire icinde buyik
veriler olusturur. Metagenomik ¢alismalarda Illumina dizileme yonteminin tercih
edilmesinin sebebi genis kapsamli, yiliksek verimli, ok fazla sistematik hata barindirmayan
veriler sunmasidir. Bu verilerin biyoinformatik analizi i¢in QIIME en ¢ok tercih edilen
yazilimdir. (Oulas ve dig., 2015). Standart bir QIIME analizi, Sanger, Roche / 454, lllumina
veya digerleri gibi bir veya daha fazla sekanslama teknolojisinden gelen sekans verileriyle
baglar. QIIME genel olarak, bir terminal penceresine bir dizi komut yazmay: ve grafiksel-

metinsel ¢iktiy1 gortintiilemeyi icerir (Kuczynski ve dig., 2011).

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Biyoloji Béliimii, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dali (TEMA) Labaratuvarindan alinmis farkli kaynaklardan olusturulmus
bakteri izolatlarinin DNA izolasyonu, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesinin PCR ile
cogaltilmasi, Illumina dizileme yontemiyle dizilenmesi, QIIME programi kullanilarak

OTU’lar belirlenmesi ile beraber metagenomik analizi yapilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Tez kapsaminda kullanilan Kiigiikgekmece Golii, Manyas Golii ve Bati Karadeniz su
ornekleri, Istanbul Universitesi Biyoloji Béliimii, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji
Anabilim Dali (TEMA) laboratuvari ¢alisanlari tarafindan alinmis ve izolasyonlar1 yapilmis

olan drneklerdir. Tablo 3.1°de drneklerin alindig1 nokta ve izolat kodlar1 verilmistir.

Tablo 3.1: Orneklerin alindig1 noktalar ve izolatlarin kodlart.

Orneklerin Alindig Bolge izolat Kodlan

BK117
BK96
BK93
Bati Karadeniz BK85

BK56

M107

M126
ManyaS Gola M127

M83

C77
C80

Kicukcekmece Golu

3.1. Orneklerin DNA izolasyonu Ve Miktar Tayini

Farkl1 noktalardan alinan bakteri izolatlarin izolasyonu, Qiagen firmasinin topraktan ve
sudan DNA izolasyonu ig¢in tasarladigi DNeasy PowerSoil (Cat. no. 12888-50) ile yapildi.

Her izolat bu farkli su kaynaklarinin farkli bolgelerinden alinmistir.

[zolasyon islemi, calisma kabini igerisinde yapildi. Izolasyondan énce kabin 20 dk UV 1s1k
ile sterilize edildi. Powerbead tiipiine 0.25 ml 6rnekten alinip hafif¢e calkalandi. 60 ul C1
soliisyonu eklendi ve birkag kez ters ¢evirerek tekrar galkalandi. Bir vorteks adaptorii tiip

tutucusu kullanarak Powerbead Tupleri yatay olarak sabitlenerek 10 dakika boyunca
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maksimum hizda calkalandi. Tipler 10.000 xg’de 30 saniye boyunca santrifiijlendi,
Stipernant 2 ml’lik temiz bir toplama tiipline aktarildi. 250 pl C2 ¢o6zeltisi eklendi ve 5
saniye boyunca calkalandi. 4 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Tiipler 10.000 xg’de 1 dakika
santrifiijlendi. Pelletten kacinarak 600 pl'ye kadar siipernatant temiz bir 2 ml toplama
tiiptine aktarildi. 200 pl C3 ¢6zeltisi eklendi ve kisa siire ¢alkalandi. 4 °C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Tipler 10.000 xg’de 1 dakika santrifiijlendi. Pelletten kaginarak 750 pl'ye kadar
slipernatant temiz bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi. C4 ¢ozeltisi karistirmak igin sallandi
ve supernatana 1200 pl eklendi, 5 saniye vortekslendi. Bir MB dondiirme kolonu iizerine
675 ul eklendi ve 1 dakika boyunca 10.000 x g’de santrifiijlendi. Bu islem iki kez tekrarland1
ve sonra 500 pl C5 ¢ozeltisi eklenerek 10.000 xg’de 30 saniye santrifiijlendi. Devir daim
durduktan sonra tekrar 10.000 xg’de 1 dakika santrifiijlendi. MB Dondiirme Kolonu 2 ml'lik
temiz bir toplama tiipiine dikkatlice yerlestirildi. Beyaz filtre membraninin ortasina 100 ml
¢ozelti C6 eklendi. Oda sicakliginda 30 saniye 10.000 x ’de santrifiijlendi. MB dondiirme
Oda sicakliginda 10.000 xg'de 30 saniye santrifiijlendi. MB Ddndiirme Kolonu ¢ikarildi.

izolasyonu yapilan &rneklerin DNA konsantrasyonlar ve saflik degerleri dl¢iildii. Bu islem
icin Thermo Scientific NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazi kulllanildi. DNA miktari,
260 nm dalga boyundaki absorbans degerlerine gore hesaplanmistir. Elution Buffer cihaza
1 pl yiklenerek blank 6l¢timii yapildi. Sonra su 6rneklerinden 1 pl alinarak kit icerisinde
bulunan tiiplere aktarildi ve 1 pl Elution Buffer eklenip, DNA konsantrasyonlar: 6l¢iildii.
Saflik kontrolii icin UV 151811 sogurma degerlerinin oram (A260/A280) kullanildi.
DNA’larin konsantrasyonlart agagidaki formiille hesaplandi; (Leland J,2004)

DNA (ng/1) = A260 x 50 ng/1 x Seyreltme Faktorii (3.2)

1.8-2.0 deger araligindaki konsantrasyon orant DNA’nin saf oldugunu gosterir (Matlock,
2015). Calisma igin yeterli kalite ve miktarda olan DNA 0Ornekleri -20 derece sogutucuda

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) analizleri i¢in saklandi.

3.2. DNA’larin 16s rRNA Geninin V3-V4 Bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

Izole edilen 6rneklerin 16S rRNA geni VV3-V4 bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
cogaltildi. BOylece, drneklerin galisip calismadigi kontrol edildi. Bu protokolde kullanilan
primer ciftleri Illumina adaptor ¢ikintili niikleotid dizileri, gene 6zgii dizilere eklendi. Bu

dizilerin kullanilmasinda, Klindworth ve arkadaslarinin yayimladigi ¢alismasi referans
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alimmistir (Klindworth ve dig.,2013). Bu ¢alismaya dayanarak, {ic amplikon boyut smnifi
(100-400, 400-1000, > 1000 bp) icin Bakteriler ve Arkeler i¢in 'en uygun' primer

ciftlerinin 464 bp amplikon boyutuyla en umut verici bakteri primer ¢ifti SD-Bact-0341-
bS-17 / SD-Bact-0785-aA-21 olarak goriilmiistiir. Bu bolgeyi hedefleyen standart IUPAC

niikleotid terminolojisini kullanan tam uzunlukta primer dizileri sunlardir:

16S Amplikon PZR Ileri (Forward) Primer = 5’
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
16S Amplikon PZR Geri (Reverse) Primer =5’

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
AT CC

16S rRNA genindeki V3 ve V4 bolgelerinin 6zgiin primer dizileri koyu renkli gosterilmistir.

[llumina evrensel adaptor dizileri normal yazilmistir.
PZR icin Tablo 3.2’deki bilesenler verilen miktarlarda hazirlandi.

Tablo 3.2: PZR igin gerekli bilegenler.

Bilesen Ad1 Hacim (ul)
Mikrobiyal DNA (5ng/ul) 2.5
Amplikon PZR Forward Primer=5’ 5
Amplikon PZR Reverse Primer=5’ 5
2x KAPA Hifi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, KK2601) 12,5

Toplam 25
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Hazirlanan bilesenlerle, Tablo 3.3’de verilen kosullarla C1000 Thermal Cycler (Biorad
Laboratories, Inc., ABD) cihazi kullanilarak, PZR islemi yapildi.

Tablo 3.3: PZR kosullari.

Donguler Sicaklik (°C) Sare Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 3dk 1
Denattrasyon 95 30 sn 25
Baglanma 55 30 sn 25
Uzama 72 30 sn 25
Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 0

Cogaltilan amplikonlarin PZR purifikasyon islemi yapildi. Boylece primer, primer dimer
ve diger PZR bilesenlerinden temizlenen amplikonlara 6zgin Illumina index dizileri
bagland1 ve amplikonlar purifiye edildi. 460 b¢ uzunlugunda amplikonlar gogaltilan
ornekler kontrol icin jel elektroforezinde gorintilendi. Kalitatif analiz icin Tablo 3.4’te

belirtilen miktarlarla % 1,2’lik agaroz jel hazirlandi ve elektoforez yapildi.

Tablo 3.4: Agaroz jel elektroferezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Ad1 fcerigi

50X TAE Tamponu 2 M Tris bazi (Sigma, T8524) (Sigma, T8524),
%0.0571 Glasiyal asetik asit (Sigma, A9967),
50 mM EDTA (pH 8.0)

10mg/ml EtBr 10mg EtBr, 1 ml distile su

6X Yiikleme Tamponu 100 mM EDTA (pH8.0), %1 SDS, %60
Gliserol, %0.03 Bromofenol mavisi, %0.03
Ksilen siyanol FF
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Elektroforez i¢in 1 kb ladder (NEB) kullanildi. Yiiriitme islemi igin 1X Tris-asetat-EDTA
(TAE) tampon sistemi kullanildi. %1,2 agaroz jel elektroforezi igin 0.48 g agaroz (Sigma,
A5073) tartilip tizerine 40 ml 1X TAE eklendi ve mikrodalga firinda 2 dakika ¢ozulmesi
beklendi. Oda sicakliginda sogutulan jele 32 pul EtBr eklendi. Taragi yerlestirilen
elektroforez kasedine (BioRad, 1704416EDU) dokiilen jelin katilasmasi i¢in 30 dakika
beklendi. Polimerize olan jel, icinde 1X TAE tamponu bulunan yatay elektroforez tankina
yerlestirildi. 5 ul DNA 6rnegi, 1ul 6X DNA Yiikleme boyasi (Thermo Scientific, R0611)
ile karistirilip kuyulara yiiklendi. 85 V sabit akim ile 50 dakika yuriimesi saglandi. DNA’lar
UV transilliminatér (Vilber Lourmat, ECX-F26.M) kullanilarak kontrol edildi.

3.3. Orneklerin Hlumina Yeni Nesil Dizileme Ydntemi ile Dizilenmesi

V3-V4 bolgesi cogaltilmis 11 6rnek dizilemeye gonderildi. DNA dizilemesi islemi i¢in Piya
Biyoteknoloji sirketi tarafindan profesyonel hizmet verildi. lllumina MiSeq sistemi ile

dizileme yapilarak fasta ve qual formatinda veriler elde edildi.

Metagenomik analiz icin QIIME 1.9.1 versiyonu, grafik gorintilemeleri icin QIIME2
versiyonu kullanildi ve analiz protokoliiniin uygulanmasinda Kuczynski ve dig.’lerinin

(2011) makalesi referans alind1.
[k asamada 3 dosya gereklidir:
1.Dizi Dosyasi ‘.fna’: DNA dizilerini i¢eren fasta dosyasi.
2.Kalite Skoru Dosyas: ‘.qual’

3.Haritalama Dosyasi “.txt’: Kullanici tarafindan olusturulan bu dosya Orneklerle ilgili
tum bilgileri icerir. Ornegin adi, 6rnek igin kullanilan barkod dizisi, 6rnegin gogaltiimasi

i¢in baglayici primer dizisi ve agiklayici siitunu igerir.

3.4. Coklu Okuma Sayilarim Biyolojik Orneklere Atama

Coklu okuma sonuglar1 barkod dizilerine atanir. Dizi, kalite skoru ve haritalama dosyalari
kullanilir. Her 6rnek icin Kalite filtrelemesi yapilir. Diisiik kaliteli okumalar silinir (Kalite

skoru >25). Islem igin split_libraries.py komut dizisi uygulandi.
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split_libraries.py -m barkod-dosyaadi.txt -f dizileme dosyaadi.raw.fasta.gz -q dizileme-

dosyaadi.raw.qual.gz -0
Bu komutla agagidaki iki dosya elde edildi:
split_library_log.txt: Okuma say1si ve temizlenen okumalarin kisa 6zeti.

segs.fna: Girilmis fasta dosyasindan okunan isim bilgileri ve duzeltilen tim barkod

hatalarini igerir.

Kalite skoru uygun diziler kendi barkodlarina gore yeniden adlandirilir (Tablo 3.5). (Her

ornege 0zgl 8 nlkleotidten olusan barkod dizileri eklenerek DNA dizileri ayristirilir.)

Tablo 3.5: Orneklere verilen barkod dizileri.

Ornek Barkod Dizisi Primer Dizisi
BK117 CCTACGGG
BK96 CCTACGGG
BK93 CCTACGGG
BKS85 CCTACGGG
BK56 CCTACGGG
M107 CCTACGGG CCTACGGGNGGCWGCAG
M126 CCTACGGG
M127 CCTACGGG
MO083 CCTACGGG
crr CCTACGGG

C80 CCTACGGG
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3.5. islevsel Taksonomik Birimlerin (OTU’larin) Atanmasi

Bu asamada, %97 benzerlige sahip diziler kiimeleme yontemiyle islevsel taksonomik
birimlere (OTU) atanir. Bu asama i¢in fasta formath (.fna uzantili) dizi dosyasi

gerekmektedir.

pick_otus.py komut dizisi uygulandi:
pick_otus.py -i split_Library _output_8bp/seqgs.fna -o picked_otus_default
QIIME ile (default) Uclast parametreleri ile kalite kontrol yapildi, kimerik diziler

filtrelenerek kimelemeler belirlendi.

3.6. Her OTU’yu Temsil Eden Dizinin Belirlenmesi

Analizlerde kullanmak icin her bir OTU icin temsili bir dizi belirlenir. Bu asamada
seqs_otus.txt dosyast ve iki basamak once elde edilen fasta formatli (.fna uzantili) dizi

dosyas1 kullanilir
pick_rep_set.py komut dizisi uygulandi;

pick_rep_set.py -i picked_otus_default/segs_otus.txt -f split_Library output 8bp/segs.fna
-0 rep_setl.fna

3.7. Temsilci Dizinin Taksonomik Atamasi

Temmsili dizilere taksonomik atamalar yapildi. Dizilerin taksonomik atamalari varsayilan
(default) Uclust parametreleri ve SILVA Veritaban1 (versiyon 99) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu asamada rep_setl.fna dosyasi gerekmektedir.

Bu agamada assign_taxonomy.py komut dizisi uygulandi:

assign_taxonomy.py -i rep_setl.fna

Elde edilen otu tablosu, goruntiilenmesi ve interaktif grafiklerle incelenmesi icin QIIME2

ortamina aktarilmistir. Bunun i¢in su komutlar kullanilmistir:
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giime tools import --type FeatureTable[Frequency] --input-path otu_table.biom --output-

path frequency _table.qza --input-format BIOMV210Format

giime tools import --type FeatureData[Taxonomy] --input-path otu_table.biom --output-
path taxonomy_table.qza --input-format BIOMV210Format

QIIME2'ye yiiklenen otu tablosunun gorsellestirilmesi i¢in su komut kullanimistir:

giime taxa barplot --i-table freguency_table.qza --i-taxonomy taxonomy table.qza --o-

visualization barplot.qza

Veriler taksonomik basamaklara ayrilarak, 6rneklerdeki mikrobiyal gesitlilik belirlendi.
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4. BULGULAR

Bakteri izolatlarindan alinan 6rneklerden elde edilen DNA’larin konsantrasyon degerleri
Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1: izole DNA’lar ve konstantrasyon degerleri.

Ornek Konsantrasyon (ng/ul)
BK117 116,4
BK96 115
BK93 47,9
BK85 38,1
BK56 21,9
M107 55,8
M126 13,3
M127 8,3
MO083 19,9
cr7 25,9

C80 19,6




25

Izole edilen 11 &rnegin V3-V4 bolgeleri PZR yontemi ile cogaltildi. Agaroz jel
elektroforezinde kalitatif analiz yapildi ve bantlar Sekil 4.1°de ki gibi goriintiilendi.
Orneklerin V3-V4 bélgelerinin gogaltilma isleminin basari ile yapildig: goriintiilendi.

BK56 BK83 BK93 BK96 BK117 C77 C80 MO083 M107 M126 M127 PK  NK

20000 bp ——

5000 bp ——

1500 bp ——

500 bp ——

Sekil 4.1: V3 ve V4 bolgesi ¢ogaltilan drneklerin elektrofez jel gortintiileri.
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Calisan 11 6rnek, Piya Biyoteknoloji sirketi tarafindan profesyonel olarak yeni nesil
dizileme yontemi kullanilarak lllumina MiSeq sistemi ile dizilenmistir.Elde edilen fasta ve
qual formatinda dizi verilerinin metagenomik analizi yapildi. Dizilerin ¢oklu okuma
verilerinin, biyolojik 6rneklere atanmasi ile elde edilen, dizilenmis her 6rnegin barkod

okuma sayis1 Tablo 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.2: Orneklerin barkod okuma sayisi.

Ornek Okuma Sayisi
BK117 53213
BK96 41027
BK93 49899
BK85 57476
BK56 44407
M107 36530
M126 29179
M127 26214
M083 68204
Ccr7 62305
Cc80 38227

OTU’lar belirlendi ve hepsi i¢in temsilci dizilere taksonomik atama yapildi. Sonuglar farkl
taksonomik basamaklarda siiflandirilip, 6rneklerin arasindaki mikroorganizma ¢esitliligi
tespit edildi. Taksonomik analiz sonucunda, 11 6rnekte 1 alem, 9 sube, 19 siif, 27 takim,
31 familya, 52 cins ve 321 tir tespit edildi. Yapilan karsilastirmada SILVA Veritabani
(versiyon 99) kullanildi. Herhangi taksonomik eslesmenin olmadigr (unassigned)

mikroorganizmalarin yiizdeleri her 6rnek igin belirlendi.
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Her ornek icin ¢ikarilan taksonomik bilgiler ve o 6rnek icinde bulunma miktarlar1 ylizdesel
olarak yazilarak analiz dosyasi olusturuldu. Her bir 6rnek icin olusturulan ‘Taksonomik
Analiz Sonuglar’’ dosyasindaki bilgiler kullanilarak tiir basamaginda mikroorganizma
oranlarmin karsilastirildigr Sekil 4.2-4.12°deki grafikler ¢izildi. Her 6rnek igin bulunan

mikroorganizma oranlar1 Ekler boliimiinde EK 1-11 de gosterilmistir.

0577%. 0002% 30 BK117
L 0,002%
b [ ,lo,oo‘z%g 0,002%
0,002% g M
G | 7 0,002%
0,002% " 0,0029%

= k__Bacteria;p__Pr bacteria;c__( proteoba
cteria;o__Pseudc dales;f _Pseud daceae;
g__Pseudomonas;Ambiguous_taxa

» k__Bacteria;p__Pr bacteria;c__Gi proteoba
cteria;o__Pseud dales;f__Pseud daceae;
g__Pseud ;s__Pseud resinovorans

» k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteoba
cteria;o__Pseudc dales;f__| d d
g__Pseud ;s__Pseud:

. Eseuggtaelr al-genﬁoteobacterla;c Gammaproteoba
cteria;o__Pseudomonadales;
f__Pseudomonadaceae;

OO S SOt o clostriai
ales;f__Ruminococcaceae;g__Ruminococcus
1;s__uncultured bacterium

= k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridi
ales;f__Lachnospiraceae;g__Roseburia;s__unculture
d bacterium

= k_ Bacteria;p__Pre bacteria;c__Betapr bacter
ia;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g__unc
ultured; Ambiguous_taxa

Sekil 4.2: BK117 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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= k__Bacteria;p__Pr bacteria;c__ b
cteria;o__Pseud dales;f__Pseud daceae;
Pseudomonas;Ambiguous_taxa
» k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteoba
d

cteria;o__Pseud: dales;f__Pseud eae;
Pseud Pseud: fragi
i E:Bacterla;p__:‘ steobacteria;c__ L b
cteria;o__Pseud dales;f__Pseud: daceae;
m g
- E:Bacteria;p_? teob il Lot el
cteria;o_Psead dales;f__Pseud 4
Pseud: g ltured b
-E:Bacieria;p_Pr bacteria;c__¢ oteoba
cteris;o__Pseud dales;f__Pseud: 4
Pseud: Pseud sp. E7
« E—Bacteria; Steobacteria;c_ b
cteria;o__P dales;f__Pseud d:

Pseudomonas;s uncultured Pseudomonas sp.
» k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridi

ales;f__Lachnospiraceae;g__[Eubacterium] rectale

roup;s__uncultured bacterium
= k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridi

ales;f__| eae;g__F lib jS__u
ncultured bacterium

» k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_

Bifidob iales;f__Bifidob i ;8__Bifidoba

cterium;s__uncultured bacterium

Sekil 4.3: BK96 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.

BK93

= k__Bacteria;p__P

= k__Bacteria;p__P1 b ia;

b b

= k__Bacteria;p__| ia;c__¢

cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Enterobacter;s__Enterobacter sp. NISOC_03

b b

ia;c__
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Kluyvera;s__Kluyvera ascorbata

= k__Bacteria;p__Pi bacteria;c__ b
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
S b Ler;s__| I d b, i

= k__Bacteria;p__Pi b: ia;c__ b
cteria;o__| b les;d b

g__Enterobacter;s__En terobacter sp. enrichment
culture clone HSL19

-
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Erwinia;s__Erwinia billingiae

= k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;A

taxa;Ambi _taxa;A _taxa

= k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteoba

cteria;o__| | ceae;g
__Klebsiella;s__Klebsiella oxytoca

Sekil 4.4: BK93 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar grafigi.
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BK85

sk _B ia;p_ P b ia;c__ G b
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Kluyvera;s__Kluyvera ascorbata

= k__Bacteria;p__P b ria;c__ b
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
- Enterobacter,; En(erobacter sp. NISOC_03

(R
cteria;o__| b les;f__Ei bacter
Klebslella Amblguous mxa
= k ia;c__ b

ctena,o_Enterobacteriales’f Enterobacteriaceae;g
_ Klebsiella;s__| Klebs|ella sp.B12
nk_ __Bacteria;p__Pi a;c__ ¢ b

cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Erwinia;s__Erwinia billingiae

= k__Bacteria;p__P bacteria;c__G: b
cteria;o__Pseud: dales;f__ 1l B_A
" i A b |
nk_B ia;p__P b ia;c__ b

cteria;o__| Emerobacterlales*f f__Enterobacteriaceae;g
Klebsiella s__| uncultured Klebsiella sp.
. k B __P ia;c__
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
Klebslella,s uncultured organism
sk_B __P b ia;c__G: b
cteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g
__Klebsiella;s__Klebsiella sp, 8,1T
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Sekil 4.5: BK85 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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Sekil 4.6: BK56 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar grafigi.



30

M107

adaless_§ monas sp..SD-

Sekil 4.7: M107 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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Sekil 4.8: M 126 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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Sekil 4.9: M 127 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari grafigi.
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Sekil 4.10: M083 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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Sekil 4.11: C77 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1 grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez kapsaminda kullanilan 6rnekler, Kii¢iikgcekmece Golii’'nden C77 ve C80 noktalarindan,
Bati Karadeniz’den BK117, BK96, BK93, BK85 ve BK56 noktalarindan, Manyas
Gélii’nden M107, M126, M127 ve MO083 noktalarindan Istanbul Universitesi Biyoloji
TEMA Laboratuvari ¢aligsanlari tarafindan alindi. Her izolat bu farkli su kaynaklarinin farkl
bolgelerinden alinmis olup bir kismi tanimlanmig, bir kismi tanimlanmamis bakteri
izolatlaridir. Tanimlanmis 6rneklerin tiir tayini, TEMA Laboratuvari ¢alisanlar tarafindan
API 20E test sistemi ile klasik yontemle belirlenmis olup Tablo 5.1 ‘de gosterildigi gibidir.
Bu izolatlar Gram boyama yontemi ile boyanip, sitokrom oksidaz ve katalaz testleri

yapilarak, tiir tayini API 20E test sistemi kullanilarak yapilmistir. (Biomerieux, France)

Tablo 5.1. : API 20E test sistemi kullanilarak belirlenen tiir tayinleri.

B56 Pseudomanas luteola Gram (-), oksidaz (+)

B85 Pseudomanas fluorescens Gram (-), oksidaz (+)

B93 Tanimlama Yapilmamig -

B96 Aeromonas hydrophila Gram (-), oksidaz (+)

B117 Tanimlama Yapilmamis -

C77 Escherichia coli Gram (-), oksidaz (-)

C80 Enterobacter cloacae Gram (-), oksidaz (-)
MO83 Burkholderia cepacia Gram (-), oksidaz (+)
MO107 Aeromonas sobria Gram (-), oksidaz (+)
MO124 Aeromonas Gram (-), oksidaz (+)
MO126 Aeromonas sobria Gram (-), oksidaz (+)
MO127 Aeromonas Gram (-), oksidaz (+)

MO129 Aeromonas sobria Gram (-), oksidaz (+)
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Bu tez ¢alismasinda 11 farkli 6rnegin DNA izolasyonu Qiagen firmasinin topraktan ve
sudan DNA izolasyonu i¢in tasarladigi dneasy powersoil Kiti ile yapildi. DNA miktarlari
spektrofotometrik 6lcum ile belirlendi. Ortalama DNA konsantrasyonlart 44 ng/ul olarak
Olciilmiistiir (Tablo 4.1).

PZR sonucunun kalitatif analizi yapildt ve 11 Ornegin tamamimin V3-V4
bolgelerinin basariyla ¢ogaltildi (Sekil 4.1). ~460 b¢’lik DNA dizileri elde edildi. Garcia
ve dig.,(2019) yaptig1 calismada, fibromiyalji hastalarindan alinan diski ve kandan izole
edilen DNA’larin 16S rRNA genlerinin V3 ve V4 bolgelerini ¢ogaltarak metagenomik
analizini yapmuglardir. Fibromiyalji hastalarinda bakteri ¢esitliliginin ve Bifidobacterium
ve Eubacterium cinslerinin  bollugunun  6nemli  olglide  azaldigimi  tespit
etmislerdir. Sonugclar, mikrobiyom analizinin, ¢aligmada kullanilan diger tekniklerden daha

onemli biyobelirtegler sagladigini gdstermektedir.

Metagenomik analiz icin llumina miseq teknolojisi ile fasta ve qual formatiyla diziler
¢ikarildi. Metagenomik analiz sonucuna gore 11 6rnekte toplam 1 alem, 9 sube, 19 smnif,
27 takim, 31 familya, 52 cins ve 321 tiir tespit edildi. Taksonomik analizde elde edilen

veriler ile tiirler basamagina kadar bu tez kapsaminda degerlendirildi (Sekil 4.2-4.12).

Shin ve arkadaglarinin dev papiller konjonktivit ve keratit gibi goz hastaliklariin gelisimi
icin bir risk faktorii olarak goriilen kontakt lensler iizerinde yaptiklari ¢alismada, bu
hastaliklarin okiiler mikrobiyotadaki degisikliklerle iliskili olarak ortaya c¢ikabilecegini
ongormiislerdir. Lens kullanan ve kullanmayan deneklerden alinan konjonktiva ve goz
altindaki cilt bakteri topluluklarindan alinan 6rnekler, 16S rRNA genlerinin V4 bdolgesi
cogaltip, metagenomik analizini yaparak karsilagtirilmistir. Illumina miseq ile elde edilen
dizilere QIIME ile metagenomik analiz uygulanmustir. Ornek basina ortalama 21.569
okuma ile 7.010.096 dizi ve 11.750 isletim taksonomik birim (OTU) elde edilmistir.
Sonuglar, kontakt lens takmanin okiiler konjonktivanin mikrobiyal yapisint degistirdigini
ve bu da onu cilt mikrobiyotasina daha benzer hale getirdigini gostermektedir. Bu ¢alisma,
lens kullanicilarimin g6z mikrobiyotasinin, kullanmayanlarinkinden farkli oldugunu ve
cildin mikrobiyotasina daha ¢ok benzedigini gésterdi. Ayni zamanda, mikrobiyotanin viicut
bolgeleri arasinda nakledilmesinin bakteri popiilasyon yapisin1 yalmizea gecici olarak

degistirdigini de tespit etmislerdir (Shin ve dig., 2016).
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Taksonomik analiz sonucunda 11 ornekte en yiiksek mikroorganizma yogunlugu Bati
Karadeniz’de Proteobacteria, Manyas G6lii’nde ve Kiigiikgekmece Golii’nde Firmicutes
subesinde goruldu. Cins bazinda dikkate aldigimizda, Bati Karadeniz’de Pseudomanas ve
Enterobacter, Manyas Golii'nde Basillus ve Kiiglikgekmece Golii'nde Basillus ve
Acinobacter cinsinde bakteri yogunlugu tespit edilmistir. Tez kapsaminda kullanilmak igin
alinan bakteri izolatlarinin, TEMA laboratuvari ¢alisanlari tarafindan belirlenen geleneksel
yontemlerle yapilan tanimlamasina baktigimizda, li¢ kaynakta da ylizdesel olarak yogun
bulunan bakteri tiirlerinin Proteobacteria subesinden oldugunu goriiyoruz. Geleneksel
kaltar yontemiyle izole edilip API 20E test kiti ile tayin edilen tlrlerin, metagenomik analiz

yontemiyle belirlenen tirlerle uyusmadigini gérmekteyiz.

BK96 noktasindan alinan numunede yiizdesel olarak en ¢ok goriilen cins Pseudomonas
olurken tiir cinsi heniiz tanimlanamamistir. Bu 6rnekte, TEMA Laboratuvari tarafindan
klasik yontemle tespit edilen bakteri tirti, Aeromonas cinsi, Aeromonas hydrophila ‘dir.
Pseudomonas ve Aeromonas, Gamaproteobakter smifinin ait farkli cinslerdir.
Aeromonas hydrophila , monotrik bir flagellum igeren, spor olusturmayan, Gram negatif,
pleomorfik bir basildir. Tatli su ve kanalizasyonda siklikla bulunan fermentatif, oksidaz
pozitif, fakiltatif bir anaerobdur (Simmons, 2012). Klasik yontemle tespit edilen bakteri

tiirii ile, metagenomik yontemle tespit edilen bakteri tiirii farkli ¢ikmastir.

BK117 o6rneginin, TEMA laboratuvar1 tarafindan klasik yontemle tanimlanmasi
yapilmamis olup, ilk defa metagenomik yontemle tiir analizi yapilmistir. BKI117
noktasindan alinan numunede yiizdesel olarak en ¢ok goriilen cins Pseudomonas olurken
tir heniiz tamimlanamamustir.,, Pseudomonadaceae familyasindan olan Pseudomonas
katalaz pozitif, gram negatif, aerobik, ¢cubuk seklinde bakteri tirdur. Kolay treyebildikleri
icin biiyiik sorun olusturmaktadir. Pseudomonas spp. genel olarak nemli ortamlarda
kolaylikla ¢ogalabilen, zorunlu aerob bir bakteri olmakla beraber, bu cins i¢inde bulunan
diger tiirlerin aksine P. Aeruginosa terminal elektron alict olarak nitrati kullanabilme
Ozelligi nedeniyle anaerobik kosullarda da varligini siirdiirebilmektedir (Keskin ve

Ekmekgi, 2008).


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/aeromonas
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Duman ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma ile Pseudomonas tirlerinin Tirkiye'deki tath
su baliklar1 ve su iiriinleri yetistiriciligi ¢iftliklerindeki sularda goriilme sikligr 2013-2017
ve 2018 yilinin iki sezonunu kapsayan donemde aylik olarak belirlenmistir. Calismaya dahil
edilen ciftlikler Tirkiye'nin alti farkli bolgesinde yer almaktadir. Sudan, hastalikli ve
saglikli baliklardan toplam 90 Pseudomonas susu izole edilmis ve 20 tir altinda
siniflandirilmistir. Suglarin fenotipik karakterizasyonu oksidaz ve katalaz aktiviteleri,
hemoliz, sicakliga tolerans ve sodyum kloriir, floresan pigment tiretimi ve antibiyotik direng
spektrumlarina dayanmaktaydi. 90 izolatin filogenetik tanimlamasi, 16S Rrna’nin kismi
dizilisine dayali olarak ¢ok genli (Gyrb, rpob ve rpod) ¢cok odakli dizi analizi ile
gerceklestirilmistir. Bu P. Lundensis, P. Brenneri, P. Lactis, P. Mandelii P. Meridiana, P.
Defensor, P. Haemolytica,, P. Lurida, gibi bazi Pseudomonas turlerinin izolasyonuna

iligkin ilk rapordur (Duman ve dig., 2021).

BK93 ve BK56 noktalarindan alinan numunelerde yiizdesel olarak en ¢ok goriilen cins
Enterobacter oldu. Enterobakterler, Enterobacteriaceae familyasindan yaygin bir Gram
negatif, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan bir bakteri cinsi olarak
tanimlanmaktadir. Enterokoklar genellikle basitge laktik asit Greten bakteriler olarak
tamimlanir. Enterobacteriaceae’nin tim Uyeleri glikozu asit Uretimi ile fermente eder ve
nitratlar1 azaltir. Enterobacteriaceae icinde belirli fizyolojik organizma gruplari taninabilir.
Enterobacteriaceae, 1siyla islenmis gidalarin hijyen ve islem sonrasi kontaminasyonunun
yararl bir gostergesidir. Bu aile, gida kalitesinin gostergesi olarak ve ayrica gida glivenligi
icin kullanilmigtir (Halkman, 2014). Bu noktalarda en ¢ok goriilen tiir yeni tanimlanmig
suslardan olan Enterobacter sp. NICOS 03 oldu. 2016 yilinda Papizadeh ve arkadaglarinin
yaptig1 bir calismada, Ahvaz petrol sahasindan petrolle kirlenmis toprak oOrnekleri
kullanilarak, farkli dibenzotiyofen bozunma yeteneklerine sahip mikroorganizmalari tespit
etmek i¢in fenotip ve genotip analizlerine dayali olarak NISOC-03 susu kullanilmistir.
NISOC-03 susu nitrat azaltici, oksidaz negatif, katalaz, sitrat ve iireaz pozitif, gram negatif
cubuk olarak petroliin toksik etkilerine kars1 oldukg¢a direnglidir (Papizadeh ve dig., 2016).
BK93 o6rnegi klasik yontemle tanimlanmamisken, BK56 6rnegi TEMA laboratuvari
calisanlar1 tarafindan, Pseudomanas luteola bakteri tiiri olarak tayin edilmistir.
Pseudomonas luteola, nadir goriilen firsatc1 bir patojendir. Pseudomonas luteola aerobik,
spor olusturmayan, Gram negatif ve ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Bu bakteri, bir veya daha

fazla polar flagellanin varlig1 nedeniyle hareketlidir. Optimum biiylime sicakligir 30°C'dir
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(Yousefi, 2014). Klasik yontemle tespit edilen bakteri tiru ile, metagenomik yontemle

tespit edilen bakteri tiirli farkl ¢ikmustir.

BK85 noktasindan alinan numunede yiizdesel olarak en ¢ok goriilen tiir Kluyvera ascorbata
oldu. Kluyvera, insanlarda nadiren enfeksiyonlara neden olan Enterobacteriaceae ailesinin
nispeten yeni tamimlanan bir tyesidir. Pediyatrik popilasyonda, idrar yolu
enfeksiyonlarindan multiorgan yetmezligi olan sepsise kadar klinik olarak 6nemli
enfeksiyonlarla iliskili olarak tanimlanmaktadir. Kluyvera gram negatif bir basildir..
Kluyvera kuguk, ¢cok zengin, hareketli, oksidaz negatif, katalaz pozitif bir basildir ve
glikozu fermente eder (Oncel ve dig., 2015). TEMA laboratuvari tarafindan API 20E test
kitiyle belirlenen bakteri turii gram-negatif Burkholderia cepacia ‘dir. Burkholderia
cepacia, eski adiyla Pseudomonas cepacia’ nin bir zamanlar tek bir bakteri tiirii oldugu
distintiliiyordu, ancak yakin iliskili 24 firsatg1 patojen tiirii igeren Burkholderia cepacia
kompleksine (Bcc) genisledi. Bu bakteriler, yaygin bir ¢evresel dagilima, olaganiistii bir
metabolik cok yonliiliige, lic kromozomlu karmasik bir genoma ve yiiksek hizli mutasyon
ve adaptasyon kapasitesine sahiptir (Tavares ve dig., 2020). B. Cepacia kompleksi
(Bcc) igindeki tiirlerin tanimlanmast, fenotipik olarak ¢ok benzer olduklarindan ve ¢ogu
ticari bakteri tanimlama sistemi aralarinda giivenilir bir sekilde ayrim
yapamadigindan, genisletilmis  bir  biyokimyasal test paneli ile bile yetersiz
kalabilir. Ayrica, bu tiirlerin Ralstonia, Cupriavidus, Pandoraea, Achromobacter,
Brevundimonas, Comamonas ve Delftia tiirleri gibi diger ilgili taksonlardan givenilir
sekilde ayirt edilmesi zordur. Gelismekte olan {ilkelerdeki ¢ogu durumda, Bcec,
oOzellikle Pseudomonas spp., fermente edici olmayan gram-negatif basiller olarak yanlis

tanimlanmustir (Ragupathi, 2019).

M107 noktasindan alinan numunede yiizdesel olarak en ¢ok gorulen tir Pseudomonas
fluorescens oldu. Pseudomonas fluorescens, yaygin bir gram-negatif, ¢ubuk seklindeki
bakteridir. P. fluorescens birden fazla flagella'ya sahiptir. Son derece ¢ok yonlu bir
metabolizmaya sahiptir ve toprakta ve suda bulunabilir. P. fluorescens'in blytmesi igin
optimum sicaklik 25-30 °C'dir. P. fluorescens , insanlarda genellikle bakteriyel bir patojen
olarak kabul edilmez; bununla birlikte, ¢ok sayida kiiltiire dayali ve kiiltiirden bagimsiz
caligmalar, ¢esitli viicut bolgelerinin yerel mikrobiyotasinda diisiik seviyelerde tespit

edilmistir. P. Fluorescens , toprak ve rizosferdeki rolii i¢in en yaygin sekilde ¢alisilmasina
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ragmen ,memeli konakgilarda biiyiime ve gelisme kabiliyeti saglayan bir dizi islevsel
ozellige sahiptir. P. Fluorescens insanlarda akut enfeksiyonlara neden olabilmektedir. P.
Fluorescens enfeksiyonunun en yaygin bolgesi kan dolasimidir (Scales ve dig.,2014). API
20E test Kiti ile belirlenen tir Aeromonas sobria’ dir. Aeromonas spp. Cevresel dagilim,
konuk¢u araligi ve biiylime kosullar1 agisindan tiirler ve alt tiirler arasinda Snemli
heterojenlige sahip bir Gammaproteobacteria cinsidir. Tatli su baliklari, amfibiler ve
stiriingenlerin firsat¢1 bir patojeni olarak goriilen bu tiir balik ve insanlarda hastaliklara

sebep olabilir ( Gauthier ve dig., 2017).

M126 noktasindan alinan numunenin neredeyse tamami Firmucutes subesine ait Basillus
cinsi bakterilerin farkli tiirlerini icermektedir. % 80 oranla en ylksek bulunan bakteri tirt
heniiz tanimlanmamustir. % 10 oraniyla tespit edilen diger bakteri tiirii B. Subtilis olmustur.
Bacillus cinsine ait B. Subtilis, su, toprak, hava ve birgok bitkiden izole edilebilmektedir
(Tam ve ark., 2006; Hong ve ark., 2009). Bacillus tiirleri, ¢ubuk seklinde, endospor
olusturan aerobik veya fakiiltatif anaerobik, Gram-pozitif bakterilerdir; baz1 tiirlerde
kiiltiirler yasla birlikte Gram negatife doniisebilir. Cinsin birgok tiirii, her dogal ortamda
yasamalarina izin veren ¢ok ¢esitli fizyolojik yetenekler sergiler (Turnbull., 1996). TEMA
laboratuvar1 tarafindan API 20E test sistemi ile yapilan tiir tayinine gére bu 6rnek
Aeromonas sobria olarak tanimlanmustir.

M127 noktasindan alinan numunede, % 10 civarinda Proteobacteria subesine ait bakteri
yogunlugu bulunurken , % 90 civarinda Firmicutes subesinin farkli tiirlerinde bakteri
yogunlugu tespit edilmistir. Bu numunede 2 farkli bakteri susu goriilmesi kiiltiiriin yeterince
saf olmadigini gostermektedir. %10 oraninda P. fluorescens bakteri turt tespit edilirken,
ornekte en yogun bulunan bakteri tiirii % 50 oraniyla civarinda Basillus cinsi Bacillus sp.
SGE152(2010) turudur. Bacillus cinsi bakteriler, gram-pozitif, genellikle aerob, gubuk
seklinde ve endospor olusturma 6zelligine sahiptirler (Logan ve Berkeley, 1984; Kaynar ve
Beyatli, 2006; Ikeda ve ark., 2017). TEMA laboratuvar tarafindan yapilan mikroskobik
morfolojik tanimlamada M127 6rneginde tek tiir, gram pozitif gomak bir bakteri oldugu
tespit belirtilmisti. Morfolojik tespitin 6rnekte en yogun oranda bulunan tek tiir i¢in dogru
tanimlandigini goriiyoruz. Ancak API 20E test kiti ile tanimlanan bakterinin bir Aeromonas
oldugunu goriiyoruz.  Aeromonas cinsine  ait Aeromonadaceae ailesi  bakterilerin
taksonomisi, fenotipik tanimlama yontemleri kullanildiginda karmasiktir, ¢iinkii bu tiir

yontemler  tim  tirleri  dogru  bir  sekilde tanimlamayabilir.  Simdiye


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scales%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278578
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kadar Aeromonas cinsinde 36 tiir tanimlanmistir ve bunlarin en az 19'u insanlarda ortaya
cikan patojenler olarak kabul edilir ve genis bir enfeksiyon yelpazesine neden olur. Suslarin
degisken davranislari nedeniyle fenotipik karakterizasyon kullanarak tiir diizeyinde
tanimlama yapmak zordur, bu da bircok karisikliga ve hatali tanimlamalara neden

olmaktadir (Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020).

MO083 noktasindan alinan numunede, % 55 civarinda Bacillus sp. SGE152(2010) tiiriine ait
bakteri yogunlugu bulunurken , % 45 civarinda Acinetobacter calcoaceticus tiiriine ait
bakteri yogunlugu tespit edilmistir. Acinetobacter tiirleri, kokobasiller sekilli gram negatif
aerobik bakterilerdir ve genellikle aerobik, laktoz olmayan fermente edici, gugc lremeyen,
hareketsiz, katalaz pozitif ve oksidaz negatif olarak tanimlanir. Hastane ortaminda yayilma
gosteren ve buna bagl hastaliklara yol acan Acinetobacter calcoaceticus, ampisilin ve
sefalosporinler dahil bir¢ok antibiyotige duyarlilik gosterir (Bonomo, 2012). Bu numunede
neredeyse ayni yogunlukta 2 farkli bakteri bakteri tlirlerinin goériilmesi kiiltiirlin yeterince
saf olmadigin1 gostermektedir. TEMA laboratuvar tarafindan yapilan API 20E test sitemi
ile yapilan tiir tayininde, M083 &rnegi Burkholderia cepacia olarak tanimlanmis olup,
gram-negatif comak bir bakteri tiirii oldugu belirtilmistir. Bacillus sp. SGE152(2010) gram-
pozitif comak bir bakteri turi iken Acinetobacter calcoaceticus, gram-negatif ve
kokobasildir. Morfolojik tespitin Acinetobacter calcoaceticus tiirii ig¢in uyusurken
metenegonomik analiz yontemiyle belirlenen tir ile klasik mikrobiyoloji bakteri tayin
yontemlerinden biri olan API 20E test sistemi ile belirlenen tiirtin birbiriyle uyusmadigin

gorlyoruz.

C77 noktasindan alinan numunede, % 72 civarinda Proteobacteria subesine ait
Acinetobacter calcoaceticus bakteri yogunlugu bulunurken , % 26 civarinda Firmicutes
subesinin Bacillales takimindan tanimlanmayan bir bakteri yogunlugu tespit edilmistir. Bu
numunede 2 farkli bakteri subesine ait bakteri tirlerinin gorilmesi klttrin yeterince saf
olmadigim1  gostermektedir. Yiizdesel olarak en ¢ok goriilen tir Acinetobacter
calcoaceticus’ dur. Moraxellaceae ailesinden olan Acinetobacter cinsi bakteriler; oksidaz
negatiftir ve Uremek icin Kkiltir ortamini1 aerobik tercih ederler (Bartual ve dig., 2005).
TEMA laboratuvar tarafindan yapilan tanimlamada bakteri tiirii Escherichia coli olarak

belirtilmistir.
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C80 noktasindan alinan numunede yilizdesel olarak en yogun bulunan tiir % 99 gibi yiiksek
bir oranla Firmicutes subesinin Bacillales takimindan taksinomik olarak tanimlanmamus bir
bakteridir. Bacillales suslarinin ¢ogu, toprak ve kil, kayalar, toz, su ortamlari, bitki ortiisii,
yiyecekler gibi cesitli ortamlarda bulunan Gram-pozitif, aerobik endospor olusturan ve
cubuk seklindeki bakterilerdir (Nicholson, 2002). TEMA laboratuvar tarafindan yapilan
tanimlamada bakteri tiirii Enterobacter cloacae olarak belirtilmistir. Enterobacter cinsi ,
yaygin patojenleri igerir ve karmasik bir taksonomiye sahiptir. Hassas taksonomik atama,
mikrobiyoloji i¢in bir temel olusturur. Enterobacter cloacae gibi enterobacter tirleri, insan
enfeksiyonlarinin, &zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaygin patojenleridir.
Bakteriyel izolatlarin kesin tiir ve alttiir tayini, bakterilerin epidemiyolojisini, patogenezini
ve mikrobiyolojik ozelliklerini anlamak i¢in bir temel olusturur. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 standart biyokimyasal testlerle fenotipe dayali tiir tayini yapar. Ancak
fenotipe dayali testlerin Enterobacter'in yanlis tanimlanmasina neden oldugu ve kesin tiir

tanimlamast i¢in giivenilir olmadigi bilinmektedir (Wu ve dig., 2020).

Baz1 6rneklerde birden fazla bakteri tiiriiniin tespit edilmesi elde edilen kiiltlirlerin veya
DNA’nin yeterince saf elde edilmedigini gostermektedir. Kiiltiirleme asamasinda yapilan
hatalardan kaynakl1 bir kontaminasyon olusmus olabilir. Ayni anda birden fazla bakteri tiirti
ile c¢alisilmasindan kaynakli bir kontaminasyon kiiltiiriin safligin1 olumsuz etkilemis
olabilir. Elde edilen taksonomik sonuglarda, bazi o6rneklerin ¢esitli taksonomik
basamaklarda tespit edilen mikroorganizmalarin, kullanilan veri tabaninda (SILVA) kayith
mikroorganizmalardan herhangi biriyle eslesmedigi goriildii. BK117 ve BK96 6rneklerinde
en yiiksek yogunlukta tespit edilen Pseudomonas cinsi bakterinin tiirli tanimlanmamustir
(Sekil 4.2- 4.12). M 126 6rneginde en yiiksek yogunlukta tespit edilen M126 6rneginde en
yiiksek yogunlukta Basillus cinsi bakteri tiiri heniiz tanimlanmamistir (Sekil 4.8). C80
orneginde en yiiksek yogunlukta tespit edilen Bacillales takimindan olan bakteri tiirii heniiz
tanimlanmamistir (Sekil 4.12). Giin gegtikce artan metagenomik calismalarla mevcut
veriler artmakta ve veri tabanlar1 genisletmektedir. Yapilacak yeni caligmalar sonucunda
kesfedilen mikroorganizmalarla veri tabanlarinda tanimlanamayan mikroorganizmalarin

oranlarini azaltilmasi beklenmektedir.

Bakteriyel patojenlerin klinik izolatlarinin tanimlanmasi1 ve karakterizasyonu ig¢in

geleneksel yontemler, bazen bu tiir izolatlar olagandis1 fenotipik profiller sergilediginde
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yetersiz kalmaktadir. DNA dizileme teknolojisindeki son gelismeler, mikrobiyologun bir
bakteri izolatinin kimligini belirleme yetenegini biiyiik 6l¢iide artirmistir. DNA sekans
bilgisinin goreceli nesnelligi ve sekans bilgisi veri tabanlarinin artan mevcudiyeti géz 6niine
alindiginda, klinik patojenlerin tanimlanmasi i¢in molekiiler metotlarin kullanilmasi igin su

anda 6nemli bir hareket yasanmaktadir (Kolbert, 1999).

Klasik yontemlerle elde edilen bilgiler, metagenomik analiz sonuglariyla karsilastirilmis ve
detayli mikrobiyal g¢esitlilik tespit edilmistir. Fenotipe dayali bakteri tiir tayininin
metagenomik analize oranla yetersiz kaldig1 goriilmektedir. 1980'lerden beri, ribozomal
RNA geni filogenetik ¢alismalar i¢in kullanilmistir ve ribozomal RNA temelli yaklagimlar,
ozellikle 16S rRNA kullanilarak bakteri siniflandirmasi ve tanimlamasia giderek daha
fazla uygulanmaktadir. 16S rRNA geni, islevsel olarak sabit oldugu, korunmus ve degisken
bolgelere sahip bir yapt mozaigi gosterdigi ve tiim organizmalarda mevcut oldugu igin
genellikle tanimlama icin kullanilacak en iyi molekiiler dizilim olarak kabul edilir; ve
uzunlugu kolayca siralanir. Bu 0zellikler, onu sistematik uygulamalar igin benzersiz bir

sekilde uygun hale getirir.

KY Yuen ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptig1 bir calismada, Ishalli bir kemik iligi nakli
alicisinin  diskisindan izole edilen bir Enterobacteriaceae susunun klinik kisiligini
belirlemeyi amaglamiglardir. Izolat, geleneksel fenotipik yontemlerle cins diizeyinde
tanimlanamamistir ve tam tanimlama i¢in 16S rRNA gen dizilimi kullanilmistir. Izolat,
geleneksel biyokimyasal testler ve ticari olarak mevcut iki sistem, Vitek (GNI+) ve API
(20E) sistemleri kullanilarak standart biyokimyasal yoOntemlerle fenotipik olarak
arastirilirken, genotipik olarak, 16S bakteriyel rRNA genine dayali ¢ok dizi hizalama ile
karsilastirildi. Calismanin sonucunda 16S rRNA dizilimi, bakteri tanimlamasi i¢in altin
standart olmaya devam edecegi goriilmiistiir. Ek testlerin yardimiyla, Vitek GNI+ ve API
20E sistemleri Enterobacteriaceae ve yaygin glikoz fermente etmeyen Gram negatif
basillerin sirasiyla yalnizca %80,1-94,4 ve %95,6-98,6'sin1 tanimlayabildi. Ek olarak;
Modern teknolojiler, bakterilerin 16S rRNA dizisini temsil eden oligonukleotitlere sahip bir
cip lizerinde yiliksek yogunlukta oligoniikleotit dizileri olusturmayr miimkiin
kilmigtir. Boyle bir tasarim, tavlama isleminin otomasyonunu ve 16S rRNA
amplifikasyonunun PCR iiriinlerinin saptanmasini kolaylagtiracaktir, dolayistyla klinik

izolatlarin tanimlanmasimi miimkiin kilar. Rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
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16S rRNA dizilemesinin kullanilmasinin maliyet etkisi degerlendirilmeye devam etse de,
mevcut ornek, bir klinik izolatin iligkisini saptamak i¢in 16S rRNA dizilemesinin

yararliligini gostermistir ( KY Yuen ve dig., 2000 ).

Bu tez kapsaminda Istanbul Universitesi Biyoloji Béliimii, Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali (TEMA) Laboratuvari tarafindan Kii¢iikgekmece Golii,
Manyas Golii ve Bat1 Karadeniz gibi farkli kaynaklardan alinarak olusturulmus bakteri
izolatlarinin metagenomik analizi yapilmistir. TEMA Laboratuvar tarafindan geleneksel
biyokimyasal testler ve ticari olarak mevcut API 20E test sistemi ile kullanilarak standart
biyokimyasal yontemlerle fenotipik olarak tanimlanan izolatlar, genotipik olarak, 16S
bakteriyel rrna geni, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildi ve
sekanslandi. PCR Urindniin dizisi, SILVA ( Version 99) veri tabanindaki bilinen 16S rRNA
gen dizileri ile ¢oklu dizi hizalamasi ile karsilastirildi. Bu ¢alisma klasik mikrobiyolojinin
bittigi yerde molekiiler tekniklerin ve 6zellikle NGS’in bagladigin1 gostermesi agisindan
oncl olacaktir. API 20E test sistemleri gibi sadece sinirli sayidaki mikroorganizma
yelpazesini tespit eden yoOntemlere kiyasla metagenomik yontemlerle cok sayida
mikroorganizmay1 tek seferde analiz edebilmek gelecekte bizlere biiyiik avantajlar
saglayacaktir. Bu calisma, klasik yontemler kullanilarak yapilan fenotipik tanimlamalarin
hatalara yol acabilecegini ve dolayisiyla daha giivenilir, ucuz ve hizli tanimlama
yontemlerinden olan Metagenomik analizlerin 6nemini gdsteren drnek bir ¢alisma olarak

degerlendirilebilir.
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EKLER

Her bir 6rnek icin ‘Taksonomik Analiz Sonuglari’ dosyasinda, tiir basamaginda yer alan

mikroorganizma oranlar1 EK 1- 11 ‘te verilmistir.
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EK 1: BK117 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari.

Alem-Tiir Ad1 Mikroor
ganizma
Oram
(%0)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 98,937

s;f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;Ambiguous taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,977

s;f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas resinovorans

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,038

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s Pseudomonas

pseudoalcaligenes

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,010

s;f Pseudomonadaceae; g Pseudomonas;s Pseudomonas fragi

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales:f Ruminococcace | 0,004

ae;g  Ruminococcus 1;s  uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiracea | 0,004

e;g_ Roseburia;s__ uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Betaproteobacteria;o Burkholderiales:f 0,002

Comamonadaceae;g_ uncultured; Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiracea | 0,002

e:g_ [Ruminococcus] gauvreauii group;s _uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,002

s:f Enterobacteriaceae;g  Rahnella;s Rahnella sp, LR113

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales:f Ruminococcace | 0.002

ae;g_ Faecalibacterium;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Clostridiaceae 0,002

l:g  Clostridium sensu stricto 1;s__ uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiracea | 0,002

e;g  Lachnospiraceae NK4A 136 group:;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiracea | 0,002

e:g_ Lachnoclostridium:s _uncultured bacterium




54

EK 2: BK96 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

ceae;g_ Bacteroides; Ambiguous_taxa

Alem-Tiir Ad Mikroor
ganizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 86,487

s:f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 12,839

s;f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas fragi

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,474

s:f Pseudomonadaceae:;g  Pseudomonas:;s Pseudoalteromonas sp. AB 79

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,044

s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,098

s:f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s  Pseudomonas sp. E7

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,023

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s uncultured Pseudomonas sp.

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiraceae | 0,004

g [Eubacterium] rectale group;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Ruminococcace | 0,006

ae;g_ Faecalibacterium;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Actinobacteria;c Actinobacteria;o Bifidobacteriales;f Bif | 0,004

idobacteriaceae;g__ Bifidobacterium;s__uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,008

s;f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s Pseudomonas putida

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,001

s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas sp, AB 46

k Bacteria;p Firmicutes;c Clostridia;o Clostridiales;f Lachnospiraceae | 0,004

:g_ Fusicatenibacter;s _uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes:c Clostridia;o Clostridiales:f Lachnospiraceae | 0,006

:g_ Roseburia;s_ uncultured bacterium

k Bacteria;p Bacteroidetes;c Bacteroidia;o Bacteroidales;f Bacteroida | 0,001
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EK 3: BK93 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

s:f Enterobacteriaceae; Ambiguous taxa;s uncultured bacterium

Alem-Tiir Adi Mikroorg
anizma
Orani
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 81,710

s:f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;s Enterobacter sp. NISOC 03

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria:o Enterobacteriale | 17,751

s:f Enterobacteriaceae;g  Kluyvera;s Kluyvera ascorbata

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,221

s:f Enterobacteriaceae;g  Enterobacter;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,087

s:d Enterobacteriaceae.g Enterobacter;s Enterobacter sp. enrichment

culture clone HSL19

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,072

s:f Enterobacteriaceae;g  Erwinia;s _Erwinia billingiae

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;Ambiguous taxa;Ambig | 0,036

uous_taxa;Ambiguous taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;:c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,034

s:f Enterobacteriaceae;g  Klebsiella;s  Klebsiella oxytoca

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,021

s:f Enterobacteriaceae;g_ Raoultella;s Lelliottia amnigena

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,016

s:f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,013

s:f Enterobacteriaceae;g Enterobacter;s Enterobacter sp. enrichment

culture clone HSL.94

k Bacteria;p Proteobacteria;:c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,012

s:f Enterobacteriaceae;g Enterobacter;s Enterobacter sp, enrichment

culture clone HSL.94

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,004
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EK 4: BK85 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ad1 Mikroorg
anizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 87,811
s;f Enterobacteriaceae;g_ Kluyvera;s Kluyvera ascorbata

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 10,527
s:f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;s Enterobacter sp. NISOC 03

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,955
s:f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;Ambiguous taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,308
s;f Enterobacteriaceae;g Klebsiella;s Klebsiella sp. B12

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,277
s;f Enterobacteriaceae;g_ Erwinia;s _Erwinia billingiae

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,048
s;f Moraxellaceae;g  Acinetobacter;s Acinetobacter calcoaceticus

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,031
s;f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;s  uncultured Klebsiella sp.

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,007
s:f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella:s uncultured organism

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,007
s;f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;s Klebsiella sp, 8,1T

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria:o Enterobacteriale | 0.005
s:f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,005
s:f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;s Klebsiella pneumoniae

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;Ambiguous taxa:Ambig | 0,005
uous_taxa;Ambiguous taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,005
s;f Enterobacteriaceae;g_ Klebsiella;s Klebsiella oxytoca

k Bacteria;p Actinobacteria;c Acidimicrobiia;o Acidimicrobiales;f un | 0,003
cultured; Ambiguous taxa; Ambiguous_taxa
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EK 5: BK56 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ad1 Mikroorg
anizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 99,636
s;f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;s Enterobacter sp. NISOC 03

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,310
s;f Enterobacteriaceae;g_ Kluyvera;s Kluyvera ascorbata

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,013
s;f Enterobacteriaceae;g_ Raoultella;s ILelliottia amnigena

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,013
us;s__ Bacillus sp, SGE152(2010)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacillijo Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,009
us; Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,004
s;f Enterobacteriaceae;g_ Citrobacter; Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,003
us;s__ Bacillus subtilis

k Bacteria;p Planctomycetes;c Phycisphaerae;o Tepidisphaerales;f T | 0,003
epidisphaeraceae;g  uncultured bacterium;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Alphaproteobacteriao Rhizobiales:f Rhi | 0,003
zobiales Incertae Sedis;g_ Nordella;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,003
s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas; Ambiguous taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Alphaproteobacteria;o Rhodospirillales;f | 0,003
__Rhodospirillaceae;g_ Skermanella;s_ uncultured soil bacterium
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EK 6: M107 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlar1

s:f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s uncultured Pseudomonas sp,

Alem-Tiir Ad1 Mikroor
ganizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 96,786

s:f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s Pseudomonas fluorescens

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 1,859

s;f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s Pseudomonas aeruginosa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria:o Pseudomonadale | 0,806

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,113

s:f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s Pseudomonas putida

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,091

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,080

s;f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas sp. ZZ-11

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,063

s;f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s Pseudomonas sp. T5(2015)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,047

s;f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s Pseudomonas sp. E5(2010)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,036

s:f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas:s Pseudomonas sp. ST17

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,030

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s uncultured gamma

proteobacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,025

s;f Pseudomonadaceae:g_ Pseudomonas;s Pseudomonas sp. SD-09

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,025

s:f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s Pseudomonas sp. PRIS

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,009

s;f Pseudomonadaceae;g Pseudomonas;s Pseudomonas sp, PRIS

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,004
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EK 7: M126 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ada Mikroorg
anizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Firmicutes:c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 81,160
us;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 18,093
us:s Bacillus subtilis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,450
us;s__ Bacillus pumilus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,123
us;s__ Bacillus sp. DU183(2010)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,041
us;s__ Bacillus mojavensis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,031
us;s__uncultured Bacillus sp.

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,021
us;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,014
us;s__ Bacillus safensis

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,014
s:f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;s Enterobacter sp, NISOC 03

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae 0.014
g Bacillus;s_ Bacillus sp, STG-83

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,013
s:f Enterobacteriaceae;g_ Kluyvera;s Kluyvera ascorbata

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,013
s:f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas; Ambiguous taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,013
us;s_ Bacillus sp, PK-2013-B3
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EK 8: M127 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ad Mikroor
ganizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 50,336

us;s__ Bacillus sp. SGE152(2010)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 10,081

s;f Pseudomonadaceae;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas fluorescens

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 29,444

us;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 5,019

us;s__ Bacillus subtilis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,962

us;s_ uncultured Firmicutes bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,702

us;s__ Bacillus niabensis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;:f Bacillaceae;g Bacill | 0,605

us;s__ Bacillus sp. IM-267

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,562

us;s__ Bacillus aquimaris

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,403

us;s__ Bacillus sp. PJE7

k Bacteria;p Firmicutes:c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,380

us;s__ Geobacillus sp. RSNPB7

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,299

us;s_ Bacillus sp. IGCAR-1/07

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,237

s:f Pseudomonadaceae:;g_ Pseudomonas;s Pseudomonas aeruginosa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,233

us;s__ Bacillus sp. CECT 8480

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,116

s;f Pseudomonadaceae;g  Pseudomonas;s uncultured bacterium
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EK 9: M083 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ad1 Mikroorg
anizma
Orami
(%)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 54,210
us;s__ Bacillus sp. SGE152(2010)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 43,263
s:f Moraxellaceae;g  Acinetobacter;s Acinetobacter calcoaceticus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,932
us;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,683
s;f Moraxellaceae;g Acinetobacter;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,366
us;s__ Bacillus sp. IM-267

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,093
us;s__ Bacillus simplex

k Bacteria;p Proteobacteria;c Alphaproteobacteria;o Caulobacterales:f | 0.077
_Caulobacteraceae;g  Brevundimonas;s Brevundimonas sp. Tibet-IBal

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,070
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,066
us;s__ Bacillus sp. FTAT-25788

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,058
s;f Moraxellaceae;g  Acinetobacter;s Acinetobacter sp. J54C10A

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0.031
us;s__ Bacillus sp. PJE7

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,026
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s Acinetobacter sp. A4-6

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,021
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s Acinetobacter sp. L176(2011)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,018
us;s__bacterium 8-gw3-4
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EK 10: C77 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Adi Mikroorg
anizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Proteobacteria:c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 71,947
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s _Acinetobacter calcoaceticus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;Ambiguous taxa:Ambig | 26,594
uous_taxa;:Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 1,069
s;f Moraxellaceae;g  Acinetobacter; Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,082
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s uncultured bacterium

k Bacteria;p Proteobacteria;:c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,059
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s _Acinetobacter sp. JS4C10A

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,054
us;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Lactobacillales:f Streptococcacea | 0,054
e;g_ Streptococcus;s _ Streptococcus pneumoniae

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,032
us;s__ Bacillus mycoides

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,023
s;f Moraxellaceae;g  Acinetobacter;s__Acinetobacter sp. A4-6

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,022
s;f Moraxellaceae;g_ Acinetobacter;s Acinetobacter sp. L176(2011)

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Pseudomonadale | 0,010
s:f Moraxellaceae;g  Acinetobacter;s Acinetobacter sp, W-17

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,010
us;s _ Bacillus cereus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,007
us;s__ Bacillus thuringiensis

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,007
s;f Enterobacteriaceae;g_ Enterobacter;s Enterobacter sp, NISOC 03
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EK 11: C80 6rneginin tiir bazinda mikroorganizma oranlari

Alem-Tiir Ad1 Mikroorg
anizma
Oram
(%)

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;zo Bacillales;:Ambiguous taxa:Ambig | 99,311
uous_taxa;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Lactobacillales:f Streptococcacea | 0,252
e:g_ Streptococcus;s _ Streptococcus pneumoniae

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,183
us;Ambiguous_taxa

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,100
us;s__ Bacillus mycoides

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,068
us;s__ Bacillus cereus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,034
us;s__ Bacillus thuringiensis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,010
us;s__ Bacillus pseudomycoides

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;:f Bacillaceae;g Bacill | 0,006
us;s__ Bacillus sp, A-BT-221

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;:o Pseudomonadale | 0,006
s:f Moraxellaceae;g Acinetobacter;s Acinetobacter calcoaceticus

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,006
us;s__ Bacillus sp, CF-S21

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales:f Bacillaceae;g Bacill | 0,006
us;s__ Bacillus weihenstephanensis

k Bacteria;p Firmicutes;c Bacilli;o Bacillales;f Bacillaceae;g Bacill | 0,003
us;s __ Paenibacillus larvae

k Bacteria;p Proteobacteria;c Gammaproteobacteria;o Enterobacteriale | 0,003
s;f Enterobacteriaceae;g Enterobacter;s Enterobacter sp, NISOC 03
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