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Kısa Bir Hikaye

Günlerden bir gün vücut bölümleri hangisinin daha önemli olduğu konıusunda tartışıyorlarmış

Herşey benim kontrolümde

Vücudu çalıştıran benim

Metobolizmayı ben kontrol ederim



Bütün Hastalıklar Barsakta Başlar

Hipokrat MÖ 460-370

Barsak Mikrobiyatası sağlığın belirleyicisidir

KLİMİK İnsan Mikrobiyom ve Biyoterapi Çalışma Grubu 2019     
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Mikrobiyota çalışmalarının hedefi

• Tiplendirme

• Kantitasyon

• Aktivasyon

• Fonksiyon

• Metagenom

• Metatranskriptom

• Metaproteomik

• Metabolomik
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• Bakteriler
• Mantarlar
• Virüsler
• Archea

Barsak Mikrobiyotası Filogenetik sınıflandırması
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Barsak mikrobiyotasında predominant bulunan bakteriler 
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Mikrobiyota konak İlişkisi
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Problemler……

• Büyük verilerin üretilmesi ve işlenmesi
• Hastalıklarla ilişkilendirilmesi için kanıtlanması
• Sadece popülasyonun tanımlanması yeterli değil aktivitelerinin 

gösterilmesi
• Standart sağlıklı popülasyon yok
• Teknik avantajlar ve problemler
• Örnek alma, transport belirsiz
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1 gr dışkı= 100.000.000.000 bakteri

1 bakteri= 5.ooo.ooo baz (1 milyon byte)

1 gr : 106x1011= 10 17= 100.000.terabyte



Mikrobiyota çalışmalarında  neden sonuç ilişkisi: Koch's 
postulatı
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/kochs-postulates


Fekal mikrobiyota çalışmaları

• Örnek:
oDışkı
oİntestinal biyopsi
oİntestinal mukozal lavaj

• Çalışma ve kontrol gruplarından örnek 
alınmalı

• Uygun şartlarda işlenmeli ve saklanmalı
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Fekal Örneklerin Hazırlanması
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International Human Microbiome Standards Consorsium (IHM)
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http://www.microbiome-standards.org

International Human Microbiome Standards Consorsium (IHM)



28.04.2019 16



Mikrobiyotanın çalışmalarında kullanılan yöntemler

A. Kültüre Dayalı Yöntemler

B.Moleküler Yöntemler

a. Sekans dışı yöntemler

I. Floresan insitu hibridizasyon flow sitometri

II. Pulse field jel elektroforezi

III: Denatürasyon gradient jel elektroforezi

IV. Isı gradient jel elekroforezi

b. Sekansa dayalı yöntemler
I. 16S rRNA ve hipervariable bölgelerin sekansı ( Hedefe odaklı sekans)

II. Tüm genom sekansı (metagenom)

III.Tüm RNA sekansı (meta_RNA transkriptom)

C. Küçük metabolitlerin saptanmasına dayalı yöntemler

I. Gaz koromotografisi, Kitle spektrometrisi

II: Kitle spektrometrisine eşlenmiş kapiller elektroforez

III. Nükleer ve proton manyetik rezonans spektrometrisi

IV. Infrared spektrometri
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16s rRNA geni mikrobiyota çalışmalarının hedeflerinden biridir

1500 bp
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Hipervariable bölgelerin ve kütüphanelerinin seçimi

• 16S rRNA V3, V4 ve V6 bölgeleri

• V3-V4 veya V4-V5 bölgeleri en iyi taksonomik sonuç 

• Mümkün olduğunca çok tür

• Ayırım gücü yüksek

• Üretilen uzunluktaki sekansları düşük maliyette okuma
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Kütüphanelerin hazırlanması ve sekanslama
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Eşleştirme

• Adaaptor ve primer sekansları temizlenir
• R ve F okumalar birleştirilir
• 250-550 bp fragmentler

Avantajları:
• Daha uzun nukleotod
• Düşük kaliteli okumalar elenir
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16S rRNA Sekanslama

Masif paralel sekans
• Küçük fragmentlar (150-300 bp)

• Büyük veri
• Analiz kabusu

• Gelişen software teknolojisi
• configs
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Kulanılan Teknolojiler

• İlumina
• Miseq (250-300 baz uzunluğu)

• Hiseq (150 baz uzunluğu) yüksek kapasiteli 

• Novaseq

• Çogunlukla başarılı

• Single molecule real time (SMRT) -16S rRNA

• Yaygın değil -Pahalı

28.04.2019 23



28.04.2019 24



Alfa ve Beta Diversity
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Diversity of the human microbiome is concordant among measures, unique to 
each individual, and strongly determined by microbial habitat.

• Deri çok değişken, vagina stabil
• Burun deri ve agız arası geçiş
• Barsak ayrı

C Huttenhower et al. Nature 486, 207-214 (2012) doi:10.1038/nature11234



Mycobiota
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Veri Analizi



ShotGun Metagenomik Sekans (MSS)

16S rRNA dsekans dezavantajları
• Sınırlı Sınıflandırma Yapabilme
• Sadece bakteri tanımlayabiliyor
• Fonksiyonel analiz etkinliği sınırlı

MSS
• Örnekteki tüm genomları görebilme
• Fonksiyonel analiz yapabilme
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C Huttenhower et al. Nature 486, 207-214 (2012) doi:10.1038/nature11234

Carriage of microbial taxa varies while metabolic pathways
remain stable within a healthy population.



Tam Genom Sekans Çalışmaları

• Konak DNA kontaminasyonu
• Filtreleme

• Yüksek Taksonomik ayırım gücü= Büyük Data
• Biyoinformatik araçlar 

• Tüm mikroorganizmaların tam genomlarının 
veri bankalarında olmaması

• Çok büyük sekans=Pahalı
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Time 

required for

data 

production

Potential

PCR bias

Microbial 

populations 

analyzed

Method of 

quantification

Functional

analysis

Computing 

requirements

Data 

storage 

(per 

sample)

Estimated 

cost 

(excluding 

labor)

16S Days to weeks Yes Bacteria only
Relative

abundance
No

Open-source 

software that 

can be run on 

desktop 

computers

Megabytes

$10–

$50/sample (if 

batched with 

a large 

number of 

samples)

MSS
Weeks to

months
No

Bacteria, viruses, 

fungi

Relative

abundance
Yes

Bioinformatic

analysis is CPU 

intensive

(requiring

computer

clusters)

Gigabytes

$200–

$800/sample

(depending on 

depth of 

coverage

desired)

Comparison of 16S rRNA gene sequencing (16S), metagenomic shotgun sequencing (MSS), and

bacterial group quantitative polymerase chain reaction (qPCR).
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Metatranskriptomik Çalışmalar
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Sayın Katılımcılar
Çalışma Grubumuzun  Aktiviteleri için

Lütfen Hatta Kalınız….


