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OZET Son yillardaki metagenomik galismalar, adli vaka goziimlerinde
etkili olabilen mikrobiyal genetik aragtirmalari, adli bilimlerin kullani-
mina sunmaktadir. Bu ¢aligmalar igerisinde, insanlarin viicut alanini
paylasan kommensal, simbiyotik ve patojenik mikroorganizmalarin
ckolojik toplulugu olarak belirtilen mikrobiyomlarin DNA arastirmalari
biiyiik bir yer tutmaktadir. Adli sorugturmalarda tiikiiriik, bulunabilirlik
kolaylig1 ve noninvaziv olmast nedeniyle tiim viicut sivilar1 arasinda
siklikla tercih edilir. DNA teknolojisindeki ilerlemeler, siiphesiz ki
insan DNA’sinin, 1sirik izlerinden ve dudak izlerinden elde edilen tii-
kiiriik lekelerinden bile izolasyonunu saglamaktadir. Fakat toplanan or-
neklerin degrade olmasi veya az miktarda DNA bulunmasi gibi
sebeplerle her zaman kalitesi uygun bir tiikiiriik DNA’s1 elde edileme-
yebilir. Oysa tiikiirigiin adli aragtirmalarinda, tiikiiriik salgisindaki mik-
robiyomlarin (bakteriler, mantarlar, arkeler, mikrobiyal dkaryotlar ve
viriisler) analizinden elde edilen bilgiler, olayin failini sugla iliskilen-
direbilir. Nitekim insan DNAsy, siiphelinin giindelik temasindan tespit
edilemese de mikrobiyom profili tespit edilebilir ve bu da siiphelinin
spesifik mikrobiyom profili araciligtyla tanimlanmasi olasiligini arti-
rir. Ayrica sliphelinin yasam tarzi, birlikte yasadigi kisiler ve tibbi
durum bilgileri, adli sorusturmalara yardimet olabilir. Mikrobiyom ve-
rilerinin, adli amagh kanit olarak kullanimi ve rutin prosediir haline ge-
lebilmesi i¢in insan mikrobiyom arastirmalarmin adli bakis agist ile ele
alinmasi gerekir. Bu yazida, adli alandaki yeni tiikiiriik mikrobiyomu
arastirmalarinin mevcut durumu, gelistirilen analiz metotlar, deger-
lendirmelerde kullanilan biyoinformatik ¢6ziimler ve oral mikrobiyo-
tanin, adli bilimlerde kullanimindaki olasi siirlandirmalar ve
uygulamadaki zorluklar hakkinda bilgi paylasimi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli mikrobiyom; tiikiiriik mikrobiyomu;
metagenomik analiz; biyoinformatik

ABSTRACT Metagenomic studies in recent years offer microbial ge-
netic studies that can be effective in forensic case solutions to the use
of forensic sciences. Among these studies, DNA research of micro-
biomes, which is defined as an ecological community of commensal,
symbiotic and pathogenic microorganisms that share human body
space, has a great place. In forensic investigations, saliva is often pre-
ferred among all body fluids due to its ease of availability and non-in-
vasiveness. Advances in DNA technology enable the isolation of human
DNA, even from saliva stains obtained from bite and lip prints. How-
ever, it is not always possible to obtain a salivary DNA of appropriate
quality due to the degradability of the samples or the small DNA
amount. Whereas, in saliva forensic studies, information obtained from
the analysis of salivary microbiomes (bacteria, fungi, archaea, micro-
bial eukaryotes, and viruses) may associate the perpetrator with crime.
Indeed, although human DNA cannot be detected from daily contact
with the suspect, the microbiome profile can be detected, increasing
the likelihood that the suspect will be identified through the specific
microbiome profile. Also, information such as the suspect's lifestyle,
cohabitants, and medical condition can assist with forensic investiga-
tions. In order for microbiome data to be used as forensic evidence and
become a routine procedure, human microbiome studies should be han-
dled with a forensic perspective. In this article, it is aimed to share in-
formation about the current status of new salivary microbiome research
in the forensic field, developed analysis methods, bioinformatics solu-
tions used in evaluations, possible limitations in the use of oral micro-
biota in forensic sciences and difficulties in application.

Keywords: Forensic microbiome; salivary microbiome;
metagenomic analysis; bioinformatic
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Son 10 yilda adli bilimlerde, mikrobiyal aragtir-
malar alaninda ¢ok biiytik ilerlemeler kaydedilmek-
tedir. Bu g¢aligmalarin ¢ogu, adli alanda 6nemli
etkileri olan bir nesneye veya yere, insanlar1 bagla-
mak i¢in cilt ve tiikiiriik mikrobiyomunun analizine
odaklanmis ve bir sugun failini tanimlamak i¢in mik-
robiyal bir adli sorusturma yiiriitme olasiligina dik-
kat gekmistir.'”* Insan DNA’smnin, siiphelinin giindelik
temasindan tespit edilemedigi durumlarda, mikrobi-
yom profili tespit edilebilir ve bu da stiphelinin spe-
sifik mikrobiyom profili araciligryla tanimlanmasi
olasiligi artirir.> Adli tip tarafindan cevaplanmasi
gereken en 0nemli sorular genellikle “Sucu kim ig-
ledi?” ve “Sugu kim iglememistir?”” sorularidir. Olay
yerinde tespit edilen biyolojik 6rneklerin ¢ok yonlii
analizleri, bu sorular1 cevaplamada olduk¢a 6nemli
bir rol oynar ve suglu veya suglularin identifikasyo-
nunda en giiglii kanitlar1 olusturur.*

Tukiiriik, bir su¢ mahallinden siklikla kanit ola-
rak toplanabilen bir viicut s1vis1 oldugundan, tiikiiriik
mikrobiyal analizinden elde edilen bilgiler kullanila-
rak bireylerin, magdurlarin ve/veya siiphelilerin bir
sucla nasil iliskilendirilebilecegine veya dislanabile-
cegine yonelik ¢aligmalara olan ilgi son zamanlarda
artmistir. Adli kimliklendirme i¢in tiikiiriik mikrobi-
yomunun, yeni nesil dizileme (YND) analizinin so-
nucu olarak tiikiiriigiin mikrobiyom profili, cinsel
saldir1 vakalarinda oldugu gibi saldirganin DNA’s1-
nin, magdurun DNA’s1 ile karistirildigr durumlarda,
ozellikle failin DNA izleri tam ve giivenilir bir gene-
tik profili belirlemek i¢in yetersiz ise yararli olabilir.®
Mevcut adli DNA profilleme, daha dnce iglenmis suc-
lar nedeniyle adli DNA veri tabanlarinda bulunan
profillerin, olay yeri izlerindeki siiphelilerin DNA
profilleri ile eslestirilmesiyle gerceklestirilen tama-
men karsilagtirmali bir analizdir.® Bu tiir bir analizin
temel sinirlamasi, arastirmacilar tarafindan DNA pro-
filleri bilinmeyen faillerin hem muhtemel suglular
olarak listelenmemeleri hem de profilleri bu tiir veri
tabanlarinda yer almadigi igin tespit edilememesidir.
Bu nedenlerden dolay: oral mikrobiyom analizinin
gercek adli yararliliginin, ceza sorugturmalarina yeni
bir niteliksel boyut ekleyebilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayistyla bazi durumlarda mikrobiyom analizi,
mevcut DNA kullaniminin yukarida bahsedilen si-
nirlamalariin tstesinden gelebilir. Nitekim dogru-
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dan siipheli/siiphelilerin, geleneksel sorusturma yon-
temleriyle tespit edilmesinin miimkiin olmadig: du-
rumlarda mikrobiyomlar, bilinmeyen faillerin daha
fazla tanimlanmasina olanak saglayabilir ya da izi
birakan kisinin kimligi ve onun nasil bulunacagi ko-
nusunda bilgi verebilir. Buna karsin tiikiiriik mikro-
biyomunun zamansal stabilitesi, diger mikrobiyomlar
(6rnegin dis eti kanamasi) ve gevresel etkenler ile
kontaminasyon riski gibi faktorlerin etkisi iyi arasti-
rilmali, dikkatle incelenmelidir. Dolayisiyla yeni ge-
lisen ve gelismeye acik olan bu alanda, bu tiir
kanitlarin agirh@inin istatistiksel dnemi konusunda
daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu derlemede, adli bilimlerdeki tiikiiriik mikro-
biyomu ¢aligmalarindaki yeniliklerin, analizlerde fay-
dalanilan yeni metotlarin, biyoinformatik arastir-
malarin giincel bilgiler 1s181nda paylasilmasinin yani
sira oral mikrobiyomlarin, adli vaka ¢oziimlerinde
faydalanilmasindaki olabilecek sinirliliklari ve uygu-
lama gii¢liikleri ile ilgili bilgilendirme yapmak amac-
lanmistir.

I TUKURUK MIKROBIYOMU
TUKURUK YAPISI

Tiikiiriik materyali; su, proteinler ve tiikiiriikk misel-
lerinin yani sira lipoid igerik, epitel ve bakteri hiicre-
lerini de barindiran bir yapidan olusur. Tiikiiriglin
%99,5°1 su olup; geri kalan %0,5’1 enzim, amilaz,
lipaz, lizozim, laktoferrin, elektrolitler (sodyum ve
potasyum) gibi anti bakteriyel bilesikler, biiyiime fak-
torleri, tamponlar ve mukustan olusur.” Tikiirigiin
bilesenleri, ag1z bosluguna girdikten sonra agiz bos-
lugu mikroorganizmalari, kan hiicreleri ve havayolu
salgilari ile birlesir.

KLINIK AMAGLI BIYOBELIRTEG OLARAK KULLANIMI

Tiikiiriikte proteomik ve genomik biyobelirteglerin
varligi, altta yatan bazi sistemik hastaliklarin, agiz
hastaliklarinin, ayrica agiz kanserlerinin ve kotii
huylu tiimérlerin durumunu gosterebilir. Ornegin
tiikiirtik transkriptaz seviyelerindeki artis, pankreas
kanserlerini isaret edebilir. Kadinlardaki malignite-
ler i¢in c-erbB-2, prognostik bir belirte¢ olarak
tikiirtikteki bir proteomdur. Oral Candida 16-
semi/demir eksikligi anemisini, amiloid materyali
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multipl miyelom/amiloidozu diisiindiiriir. Bu ne-
denle tiikiiriikte bu belirteglerin tespiti, s6z konusu
kisilerle iliskili sistemik bazi hastaliklarin 6n tani-
sinda kullanilabilir.®

TAKSONOMIK ICERIK

Thikiiriik mikrobiyomunun bilesimi; kisinin yasina,
sirkadiyen ritmine, yagam tarzina, beslenme aligkan-
liklarma, birlikte yasadig kisilere, evcil hayvanlarin
varligina, sigara igme aligkanligina, opiisme gibi et-
kilesimlere ve genel saglik durumuna gore degisebi-
lir.? Leake ve ark., tiikiiriikte en yaygin filumun, daha
onceki caligmalarda da gosterildigi gibi Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes ve Fu-
sobacteria oldugunu ortaya koymustur.’ Bununla bir-
likte cogunlukla tiikiiriik mikrobiyomundaki 8 cins
(Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Haemophilus,
Veillonella, Porphyromonas, Rothia ve Fusobacte-
rium), toplam bakteri popiilasyonunun %70’inden
fazlasini olusturmakta; 58 cins bakteri ise tiikiiritk
mikrobiyomunun yaklasik %95’ini meydana getir-
mektedir.'® Tiirkiye’de gergeklestirilen bir ¢aligmada,
bu 8 cins bakterinin, tiikiiriik total bakteri popiilas-
yonunun toplamda %~86,15’ini olusturdugu tespit
edilmistir (Tablo 1)."

Sonug olarak kiiltiirel ¢calismalarda ve kiiltiirden
bagimsiz molekiiler ¢aligmalarda, bakterilerin tanim-
lanmasina dayanarak, insan ag1z boslugunda 700’den
fazla tiir tanimlanmistir ve bunlardan 400 tanesi de
insan oral mikrobiyomu veri tabaninda listelenmis-
tir.!>!* Bu durum, bireyler arasindaki mikrobiyom
farkliliklarinin daha ¢ok tiir seviyesinde oldugunu
gostermektedir.

TUKURUK MIKROBIYOMUNU ETKILEYEN
FAKTORLER

Demografik Faktorler

Yas

Yas, arastirmalarda ¢ogunlukla kaydedilen standart
parametrelerden biridir. Yag verileri, 6zellikle grup-
larin yasa gore eslestirilmesi gereken vaka kontrol ¢a-
ligmalarinda son derece gerekli bir bilgidir. Oral
mikrobiyomun, ¢zellikle bebekler, cesitli dislenme
evrelerindeki ¢ocuklar (karigik veya kalict dislenme),
ergenler ve eriskinler kargilagtirildiginda, ¢aligma de-
neklerinin yagina gore degistigi gosterilmistir.'* Ja-
ponya’da 40 yas ve istii 2.343 erigkin {izerinde
yapilan nispeten homojen gruptaki bir calismada bile
titkiiriik mikrobiyomunun yasa gore 6nemli dlgiide
degistigi belirlenmistir.'s

Cinsiyet

Su ana kadar yapilan ¢aligsmalarin ¢ogu, ya cinsiyet
ile oral mikrobiyom bilesimi arasinda bir iliski olup
olmadigin1 degerlendirmemis ya da onemli bir
farklilik tespit edememistir.'®!” Hollandal1 268 gen-
cin, oral ve sistemik sagliklarini arastiran yeni bir
calismada, tiikiiriikte cinsiyete bagli gerceklestiri-
len alfa gesitliligi analizinde hi¢bir fark bulunama-
mis, ancak erkekler ve kadinlar arasinda farklilasan
65 operasyonel taksonomik {inite (OTU) tanimlan-
mustir.'® ABD’li 282 goniilliiniin oral mikrobiyo-
munun arastirildigi yeni bir calismada, alfa
cesitliliginde higbir fark olmadigi, yine bazi tak-
sonlarin ise erkekleri kadinlardan ayirdigi dogru-
lanmigtir.'”

TABLO 1: Tukurik mikrobiyotasinda siklikla bulunan 8 cins bakteriye ait taksonomik siniflandirma.

Cins Aile Takim Sinif Filum
Streptococcus Streptococcaceae Lactobacillales Bacilli Firmicutes
Neisseria Neisseriaceae Neisseriales Betaproteobacteria Proteobacteria
Prevotella Prevotellaceae Bacteroidales Bacteroidia Bacteroidetes
Haemophilus Pasteurellaceae Pasteurellales Gammaproteobacteria Proteobacteria
Veillonella Veillonellaceae Vellionellales Negativicutes Firmicutes
Porphyromonas Porphyromonadaceae Bacteroidales Bacteroidia Bacteroidetes
Rothia Micrococcaceae Micrococcales Actinobacteria Actinobacteria
Fusobacterium Fusobacteriaceae Fusobacteriales Fusobacteria Fusobacteria

(Tablo 1, 11 no.lu kaynakta yer alan galismaya ait tiikiirik mikrobiyomu verileri dikkate alinarak olusturulmustur).
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Sosyoekonomik durum ve egitim diizeyi

Cesitli arastirmalar, gelir veya egitim diizeyi ile oral
mikrobiyom kompozisyonu arasinda bir iliski ol-
dugunu bildirmektedir. Diisiik ¢liriikk ve periodontit
seviyelerine sahip 292 Danimarkal1 erigkinin tiikii-
riigi tizerine yapilan bir caligmada, sosyoekonomik
durumun, tiikiirik mikrobiyomundaki toplam var-
yansin %20’sini a¢ikladigi bulunmustur.'® Ayni se-
kilde amplikon dizilemesini kullanan daha yeni bir
calismada, deneklerin gelir ve egitim diizeyine
bagli olarak oral mikrobiyomlar arasinda farklilik-
lar bulunmustur.'

Irk veya etnik koken

Bireyin 1rk1 veya etnik kokeni, oral mikrobiyal
kompozisyonu i¢in nispeten gii¢lii kanitlara sahip
demografik bir faktdrdiir. Insan Mikrobiyomu Pro-
jesi’nde, Hispanik olmayan beyaz (Kafkas), Hispa-
nik olmayan siyah (Afrikali-Amerikali), Asya,
Meksika ve Porto Riko etnik kdkenleri karsilagtiril-
mis ve viicudun her habitatinda farkli miktarlarda
takson bulundugu belirtilmistir.!” ABD’de 4 ana
etnik gruba ait 192 denekte, supragingival ve sub-
gingival plak ve tiikiiriik Gizerine yapilan bir ¢alig-
mada da etnik kokene gore taksonomik farkliliklar
tespit edilmistir.?

Agdiz Saghgini ve Oral Mikrobiyomu Etkiledigi Bilinen
Genel Saglik Faktorleri

Oral mikrobiyomlar ile ilgili bir klinik ¢aligma 6n-
cesi, bireyin oral ve genel saglig1 arasinda giiclii bir
iliski olmas1 nedeniyle ¢aligma deneklerinin genel
saghgi ile ilgili dahil etme ve diglama kriterleri net
bir sekilde 6nceden tanimlanmis olmalidir.?! Antibi-
yotik ve mevcut ilag kullanimi mutlaka kaydedilme-
lidir.*> Oral mikrobiyom {izerine yapilan yeni bir
girisimsel ¢alismada, 4 hafta boyunca bir proton
pompa inhibitdrii olan esomeprazoliin giinliik kulla-
niminin, streptokoklarda bir artisa ve Veillonella ile
Neisseria’da bir azalmaya yol actigi, bakteriyel ¢e-
sitliligin 6nemli 6lglide azaldig: belirlenmistir.?

Antibiyotiklere maruz kalma
Antibiyotik maruziyeti ile ilgili oral mikrobiyom iize-

rine yapilan ¢aligmalarda, maruziyet ve calismadaki
kaydedilme zamanlar1 arasindaki minimum siire ko-
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nusunda fikir birligi bulunmamaktadir. Randomize
olarak gerceklestirilen kontrollii bir ¢caligmada, sag-
likl1 bireyler klindamisin, siprofloksasin, amoksisilin
ve plaseboya maruz birakilarak, diski ve tiikiiriik
mikrobiyotast 1 yil boyunca izlenmistir.'® Bu ¢aligma
sonugclart ile bagirsak mikrobiyotasinin, antibiyotik-
lerin bazilarina maruz kaldiktan sonra tekrar eski ha-
line donebilmesi i¢in yaklasik 1 yila ihtiya¢ duydugu,
buna karsilik tiikiirik mikrobiyotasindaki degisimin
1 ay sonra zaten fark edilemez héle geldigi bildiril-
mektedir.'® Antibiyotiklere verilen cevap oldukga bi-
reyseldir ve oral mikrobiyom iizerine yapilan
caligmalarin ¢ogunda, antibiyotik tedavisinin biti-
minden itibaren dahil etme kriteri olarak en az 2 veya
3 ay belirlenmektedir.

Sistemik hastaliklar

Bir oral mikrobiyom ¢alismas1 6ncesinde, ag1z sagligi
icin etkileri oldugu bilinen diyabet, romatoid artrit ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi sistemik hastaliklarin
anamnezi mutlaka kaydedilmelidir.?! Bir ¢aligmada,
oral mikrobiyomun, ¢alisma deneklerinin beden kitle
indeksine gore de farklilik gosterdigi bulunmustur.'s
Bununla birlikte gebelik, oral mikrobiyal ekosistem
de dahil olmak {izere tiim viicutta gebelik hormon-
larinin neden oldugu degisiklikler sebebiyle caligma
sonuglarini ciddi sekilde etkileyecek unsurlar olus-
turdugundan tipik bir diglama kriteridir.**

Oral Mikrobiyomu Etkiledigi Bilinen Agiz Saghgr ile ilgili
Faktorler

Agiz sagligr durumu

Ag1z ekosistemi ve mikrobiyomu iizerindeki etki
i¢in en giiclii kanitlara sahip 6nemli faktorlerden
biri, bireyin agiz sagligr durumudur. Gergeklestiri-
len ¢alismalarda, dis eti ve periodontal saghigin, dis
cliriglinlin, ag1z i¢i implantlarin varliginin ve peri-
implant sulkusun saglik durumunun, mevcut dis sa-
yisi, digsizlik ve protezlerin hepsinin oral mikrobiyom
tizerinde giiglii bir etkisi oldugu gosterilmigtir,!>252
Agiz ekosistemini etkiledigi diisiiniilen bir diger fak-
tor tikirik akis hizidir. Bir ¢calismada, tiikiiriik akis
hizinin tiikiirik mikrobiyomunu etkiledigi bildirilir-
ken, bagka bir ¢aligmada herhangi bir fark bulunma-
dig1 belirtilmektedir. !¢



Siikriye KARADAYT ve ark.

Turkiye Klinikleri J Foren Sci Leg Med. 2021;18(3):260-73

Agiz hijyeni aligkanliklari

Giinliik agi1z hijyeni uygulamalar (6rnegin dis firca-
lama siklig1, plak temizliginin etkinligi), bireyin agiz
sagligi etkiler. Nitekim tiikiiriik mikrobiyomunun,
hem ¢ocuklarda hem de eriskinlerde bireyin agiz hij-

yeni seviyesini yansittig1 galismalar bulunmaktadir.'>>!

Calismalarda, agiz ekosisteminin ekolojik mo-
difikasyonunu amaglayan katki maddeleri ile belirli
bir agiz saglig1 bakim {iriiniiniin uzun siireli kullani-
minin da agiz mikrobiyal bilesimini etkiledigi belir-
tilmektedir. Ornegin enzim ve protein igeren bir dis
macununun supragingival plak kompozisyonunu et-
kiledigi gosterilmistir.?*?

Oral Mikrobiyomu Etkiledigi Gosterilen Yagsam Tarzi,
iklim ve Mevsimsel Faktorler

Sigara kullanimi

Gergeklestirilen ¢alismalarda, sigara tiitiiniiniin sa-
dece genel saglik lizerinde degil, ayn1 zamanda agiz
saglig1 ve oral mikrobiyom iizerinde de oldukca za-
rarli etkileri olduguna dair yeterli kanitlar sunulmus-
tur.34'36

Alkol tliketimi

Onemli saglik etkileri olan bir baska yasam tarzi fak-
tori alkol tiikketimidir. ABD’de 1.044 eriskinin katili-
miyla gerceklestirilen bir calismada, agir ve orta
derecede alkol i¢enlerin daha yiiksek alfa ¢esitliligine
sahip oldugu ve oral mikrobiyomlariin igmeyenler-
den farkli oldugu belirlenmistir.*’

Psiko-uyarici maddeler ¢igneme

Bazi kiiltiirlerde, 6zellikle Giiney Asya ve Giiney-
dogu Asya’da, areka findig1 ve betel yapraklarinin
cignenmesi ¢ok yaygin bir aligkanliktir ve ag1z kan-
serinin 6nde gelen bir nedeni durumundadir.’® Betel
¢igneyenlerin oral mikrobiyomunda, kontrol grubuna
gore onemli farkliliklar bildirilmistir.’® Oral mikrobi-
yomu etkiledigi gosterilen baska bir aliskanlik, bazi
kiiltiirlerde popiiler olan amfetamin benzeri etkiler
saglayan khat yapraklarinin ve dallarinin ¢ignenme-
sidir. ¥4

Diyet
Diyetin, bagirsak mikrobiyom bilesimindeki degisi-
min 6nemli bir béliimiini agikladig1 gosterilmistir.*!
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Filipinler’de, diyetlerinde ekili piring ve sebzeler kul-
lanan geleneksel ¢iftciler ile Bati diyetiyle yasa-
yanlar karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar tespit
edilmistir.*? Bir ¢alismada emzirmenin, mama ile
beslenen bebeklere kiyasla farkli oral mikrobiyota-
lara yol actig1 gosterilmistir.** Yakin zamanda ya-
pilan diger bir caliymada, kismi emzirme veya
emzirmemenin etkilerinin, 2 ve 7 yaslarindaki ¢o-
cuklarin tiikiiriik mikrobiyomlarinda etkileri oldugu
belirlenmistir.>

iklim ve giinin saati

Farkli cografi ve iklimsel ortamlarda (Alaska,
Almanya veya Afrika) yasayan popiilasyonlarin
tiikiliriik mikrobiyomlarmin farklilik gosterdigi bil-
dirilmistir.** Bu konuda gergeklestirilen 2 arastir-
madan 1’inde, giinlin farkli zamanlarindaki oral
mikrobiyom degisikliklerine yonelik bulgular tespit
edilebilmigken, diger ¢alisma bu veriyi destekleme-

mektedir. 46
I TUKURUK MIKROBIYOMU

METAGENOMIK ANALIZ YONTEMLERI
Yiiksek verimli 16S rRNA gen amplikon dizilimi kul-
lanan oral mikrobiyom tizerine ilk yayinlar ortaya
¢iktiginda, 6rnek isleme, dizileme ve bu yondeki bi-
yoinformatik analiz metodolojileri hala gelisme gos-
termekteydi.'®*** YND teknolojisi ve mikrobiyom
arastirmalarina adli bilimlerde ilginin artmasiyla bir-
likte yeni mikrobiyal-tabanli ¢caligmalar gelistirilmeye
baslanmustir.” Giinliimiizde mega baz basina dizileme
maliyetleri olduk¢a azalmigtir ve cogu arastirmaci,
ornekleri bir dizileme merkezine gondererek, analiz
verilerini tamamen veya kismen elde edebilir duruma
gelmistir. Son 10 yilda, oral mikrobiyomu ele alan
yiizlerce orijinal aragtirma makalesi yayimlanmis ve
bu konuda muazzam miktarda bilgi ve birikim sag-
lanmistir. Bu baglik altinda 6rnek tasima ve depola-
madan, biyoinformatik bilginin islenisine kadar
tiikiirlik mikrobiyomu metagenomik analiz yontem-
leri 6zetlenecektir.

ORNEK TASIMA VE DEPOLAMA

Ideal kosullarda numuneler, DNA icermeyen, steril
ve dnceden etiketlenmis bir tiipe yerlestirilir, hemen
buza konularak laboratuvara taginir ve en gec 2 saat
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icinde -80°C’de saklanmas1 gerceklestirilir. Numune
tiipiiniin s1v1 nitrojene batirilarak aninda dondurul-
masi, numunedeki degisiklikleri 6nlemek i¢in en iyi
on kosuldur ve sadece taksonomik bilesim degil, mik-
robiyal aktivite iizerine yapilan ¢aligmalar i¢in de son
derece onemlidir. Bununla birlikte, bu tiir ideal ko-
sullar, olay yeri 6rneklemelerinin bir sonucu olarak
her zaman miimkiin degildir. Bu tiir caligmalar i¢in
en azindan -20°C’de dondurucularda depolama yap-
mak gerekmektedir. Ayrica drnek tiiplerine dnceden
aktarilabilen RNAProtect® soliisyonu (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, USA) veya OMNIgene® tiikiirtik kiti
(DNA Genotek, Ottawa, ON, Canada) gibi spesifik
ornekleme kitleri, 6zellikle bakteriyel DNA veya
RNA korumasini hedefleyen ticari olarak temin edi-
lebilen tirtinler bulunmaktadir.'s

BAKTERIYEL DNA [ZOLASYONU

Ornek toplama asamas1 tamamlandiginda, bir sonraki
adim bakteriyel DNA’nin izolasyonunun baslatilma-
sidir. Eger daha sonraki basamaga hemen gecilmeye-
cek ise DNA izolasyonunun bekletilmesi tercih
edilmemelidir. Clinkii bu siiregte DNA bozulabilir ve
uzun siireli depolama sirasinda kalitesini kaybedebi-
lir.'8

HIPER DEGISKEN BOLGE SECIMI

Kiiciik ribozomal alt birim geninin bileseni olan 16S
rRNA geni, yaklasik 1.500 baz cifti uzunlugundadir
ve ¢cogu bakteride neredeyse ayni olan yiiksek dii-
zeyde korunmus 9 hiper degisken bolge icerir ve
farkli bakteriyel taksonlar1 ayirt etmek i¢in kullani-
labilir. Ne yazik ki farkli hiper degisken bolgeler
farkli sekilde geligmistir ve tiim bakteri soylarini ayirt
edebilecek tek bir bolge yoktur.’'5? Aslinda en uygun
yaklagim, tiim gen bdlgesinin dizilimidir. Ancak su
ana kadar bu ¢alisma, birkag dizileme teknolojisi ile
mimkiin olabilmistir. Bununla birlikte ¢ogu aras-
tirma, daha kisa stirede teslim edilebilen, yiiksek ka-
liteli dizileme okumalari saglayan teknolojileri
kullanmaktadir. Bu yondeki arastirmalarda 6ncelikle
hangi bolge/bolgelerin veya bdlge kombinasyonlari-
nin hedeflenecegi calismaya baslamadan 6nce belir-
lenmelidir.

16S rRNA geninin hiper degisken bolge segimi-
nin 6nemi, 454 pirosekanslama teknolojisi kullanila-
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rak YND’nin ilk donemlerinde agik¢a gosterilmistir:
Subgingival plak bakteriyel DNA’sinin farkli hiper
degisken bolgelerinin (V1-V3, V4-V6, V7-V9) dizi-
lemesinden elde edilen sonuglar 6nemli dlgiide fark-
lilik  gdstermistir.”® V4 tabanli Illumina MiSeq
(Illumina, CA,USA) protokoliiniin kullanilmaya bas-
lanmasi itibartyla V4 hiper degisken bolge, siklikla
digerlerinden 6nce se¢ilmistir.* Bunun nedeni, bu
bolgenin tamamen iki 250 niikleotid eslestirilmis ug
okumasini kapsamasidir, bdylece hata oranlarinin en
aza indirilebilmesi miimkiin olmustur.>®

Farkli hiper degisken bolge/bolgelerin kullani-
miyla ortaya ¢ikan taksonomik farkliliklarin yani sira
her bir primer ¢iftinin kendi primer sapmas1 olacak-
tir, baz1 taksonlar digerlerinden daha verimli bir se-
kilde cogaltilacaktir. Cogu prokaryotlar, 16S rRNA
geninin korunan bolgelerini paylassa da maalesef tiim
bakteriyel taksonlar1 ¢ogaltacak evrensel primerler
bulunmamaktadir.'s

BiYOINFORMATIK ANALIZ

YND teknolojilerinden biri kullanilarak elde edilen
dizilerin, ¢calisma hipotezini test etmek i¢in kullani-
labilecek bir veri kiimesine islenmesi gerekir. Mik-
robiyom arastirmalarinin ilk donemlerinde, bir
komut satir1 kullanilarak, uzun hesaplama siireleri
gerektiren ayr1 ve 6zel yapim kodlar kullanilmak-
tayd1.’® Amplikon veri analizi i¢in glinimizde,
QIIME 2 ve Mothur gibi birka¢ popiiler yazilim
mevcuttur.”*® Ancak her bir yazilimin bazi avantaj
ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Genellikle analize,
FASTQ formatinda ham ¢ift uclu Illumina verileriyle
baslanir ve son ¢iktr, OTU tablosu olarak da bilinen
bir 6zellik tablosudur. Asagida basliklar halinde veri
isleme adimlar1 ve gecerli caligma sonuglarinin olus-
turulmasinda 6nemli olan konular kisaca 6zetlen-
mektedir.

Veri Kalitesi-Filtreleme

[1k olarak diziler kaliteye gore filtrelenir, diisiik kali-
teye sahip bazlar veya okumalar kaldirilir, ¢ift uclu
okumalar birlestirilir. Herhangi bir 6rnege atanmamis
okumalar, yetersiz uzunlukta okumalar veya belirsiz
bazlara sahip okumalar uzaklagtirilir.® Daha sonra
polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reac-
tion (PCR)] islemi sirasinda kimerik amplifikasyon-
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dan kaynaklanan kimeralar veya diziler tespit edilir
ve kaldirilir.®

Operasyonel taksonomik tniteler

Filtrelemeden sonra diziler, genellikle %97 benzer-
lik seviyesinde OTU’lar halinde gruplandirilir.®! Bu
esik, OTU tablosu olarak adlandirilan son veri kii-
mesinde hem PCR hem de dizileme ile ortaya ¢ikan
potansiyel hatalarin katkisinin azalmasina neden olur.
OTU’larin kiimelenmesi i¢in 3 yaklasim vardir: De
novo yaklasimi (harici referans dizileri olmadan), ka-
pali (tamamen referans tabanli) ve acik olabilen re-
ferans tabanli yaklasimlar.®® Bu farkli kiimeleme
yaklagimlarinin, OTU’larin farkl bir say1 ve bilesimi
ile sonuglandigi gosterilmistir.>% Ayrica tek bir
OTU, her biri farkls, iliskili bir taksona ayr1 ayr1 ata-
nabilen dizi gruplar1 icerebilir.

Veri Analizi ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Arastirma sorusunu ele almadan 6nce, ¢alisma kont-
rollerinin degerlendirmesi yapilmalidir. Negatif kont-
roller, 6rneklere gore yiiksek DNA verimi ve pozitif
kontrollerin saptama sinirinda veya lizerinde, kontrol
basia yiiksek sayida dizileme okumasi gosterirlerse
kontamine olmustur. Béyle bir durumda, diisiik DNA

verimine sahip olan, az sayida okumayla sonuglanan
veya her ikisi birden olan 6rneklerden gelen veriler
ayrilmalidir.** Kalite kontrol asamalarin1 gegen kii-
tiiphane ornekleri dizilemeye alinir ve YND verisi
iizerinden biyoinformatik analizler ger¢eklestirilir
(Sekil 1).

Tur igerikleri ve cokluk analizleri

Orneklerdeki tag icerigi; filum, sinif, sira, aile,
cins ve tiir bazinda taksonomik siniflandirmaya tabi
tutularak histogram diizeyinde grafikler olusturu-
lur.

Alfa gesitlilik analizleri

Analiz edilen 6rnekteki bakteri ¢esitliligi ve bollugu,
cesitli indeksler ile ifade edilir. Shannon-Wiener in-
deksi, zenginligi ve esitligi birlestirir ve nadir tiirlere
daha fazla agirlik verir.®-% Degeri genellikle 5,01
gecmez, degeri ne kadar yiiksekse, alfa ¢esitlilik o
kadar fazladir.%® Simpson indeksi, ayni zamanda zen-
ginligi esitlikle birlestirmekte, bununla birlikte Shan-
non-Wiener indeksinin aksine ortak tiirlere daha fazla
vurgu yapmaktadir. Bu indeksin degeri 0-1 arasinda
degisir; degeri ne kadar yiiksekse, drneklerin alfa ¢e-
sitliligi o kadar fazladir.®

oTU
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SEKIL 1: Biyoinformatik analiz is akisini 6zetleyen basitlestirilmis sema.

OTU: Operasyonel Taksonomik Unite; PCA: Temel Komponent Analizi; PCoA: Temel Koordinat Analizi.
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SEKIL 2: Beta cesitiilik agiriksiz UniFrac uzakiik grafigi gosterimi [Farkl bireylere
ait deri érnekleri (A1, B1, C1, D1) ile tiikiiriik dreklerinin (A2-A6, B2-B6, C2-C6, D2-
D6) mikrobiyal komposizyonlar arasindaki uzakiigin gésterimi] (Sekil, yazarlarin
1185890 no.lu TUBITAK projesi kapsaminda elde ettikleri verilerden iretilmistir).

Beta gesitlilik analizleri

Ornekler arasi tiir farkliligini ortaya gikarmak igin
beta cesitlilik analizleri kullanilir. Cogunlukla 6rnek-
ler arasindaki komdiinitelere ait tiir i¢eriklerinin ev-
rimsel uzakliklarini hesaplamak i¢in UniFrac analiz
yontemi tercih edilir. UniFrac degerleri, “weighted
(dizi ¢okluklarini g6z 6nilinde bulunduran yaklasim)”
ve “unweighted (dizi ¢okluklarini g6z ardi ederek he-
saplayan yaklasim)” olarak 2’ye ayrilir. Beta ¢esitli-
lik uzaklik matriksine gore 6rnekler arasi farkliliklar
gostermek i¢in sicaklik haritasi (Heatmap) ve Temel
Koordinat Analizi (PCoA), dizileme verilerini analiz
etmek i¢in kullanilan 2 popiiler yontemdir (Sekil 2).6
Elde edilen grafiklerde, 6rnekleri temsil eden nokta-
lar arasindaki yakinlik, o 6rneklerdeki tiir iceriginin
birbirine benzer oldugunu gosterir. Ayrica bu bilgiler
kullanilarak o6rnekler arasinda hiyerarsik kiimeleme

yapilabilir.

J} TUKURUK MIKROBIYOMUNUN
ADLI AMAGLI KULLANIMI

ADLI AMAGLI KISISEL KIMLIKLENDIRME

Mikrobiyomlarla ilgili ¢esitli ¢aligmalarda, uzun sii-
reler zarfinda bile metagenomik etiketlerden gelen
mikrobiyal parmak izlerine dayanilarak, biiyiik po-
piilasyonlarda tek bir kiginin tanimlanma potansiyeli
gosterilmistir.>® Ozellikle cinsel saldir1 vakalarinda,
kurbanin viicudunda birakilan 1sirik izlerinde bulu-
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nan tiikiiriikte, mikrobiyal parmak izlerine neden olan
metagenomik etiketler siipheliyi sucla iliskilendire-
bilir.* Mikrobiyal DNA, siiphelinin etnik kdékenini
tanimlayan atalara ait genomik geg¢misle kategorik
olarak iligkiyi gosterebilir.®”

Tiikiirtik mikrobiyal bilesimin, adli tip amagla-
rina uygun olmasi i¢in hem toplanan izlerde hem de
siiphelinin agiz boslugunda aynmi kalmasi gerekir.
Mikrobiyal olay yeri izlerindeki veya bir bireyin tii-
kiirtik mikrobiyal topluluklarindaki zamansal degi-
siklikler, failin sugun sorusturulmasinin disinda
birakilmasiyla eslesmenin basarisiz olmasina neden
olabilir. Bu konu, asagida ayri bir baslik halinde ya-
pilan ¢alismalar esliginde irdelenmekte, tiikiiriik mik-
robiyomu stabilitesinin adli amagli olgu ¢oziim-
lerinde kullanim potansiyeli a¢isindan engel teskil et-
medigi belirtilmektedir.

Oral mikrobiyomun bireysel diizeyde ayirt etme
olasiligini degerlendiren ilk ¢alisma, 2012 yilinda
Stahringer ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir.”
Arastiricilar, ikizler ve kardesler iizerindeki oral mik-
robiyomun degiskenligine odaklanmiglardir. Bu
amacla mikrobiyal kompozisyonlarini incelemek ve
genotipin, cinsiyet, yas ve agirlik agisindan nasil et-
kilendigini belirlemek i¢in yaslar1 8-26 arasindaki
107 kisiden olusan genis bir insan grubu ile ¢alis-
mislardir. Insan mikrobiyomu bilesiminin kalitsal
olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in Stahringer ve
ark., 27 monozigot ve 18 dizigotik ikiz ¢ifti, 8 akraba
olmayan evlat edinilmis kardes ¢ifti ve ayni ¢aligma
grubundan akraba olmayan 1 bireyi ¢alismaya dahil
ederek toplamda 264 tiikiiriik 6rnegi toplamistir.”
Calisma sonuglari, tiikiiriikteki ana bakteri filumu-
nun Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Ac-
tinobacteria ve Fusobacteria oldugunu gostermistir.
Arastirmacilar, agirliksiz UniFrac mesafe analiz
yontemini kullanarak, hem monozigotik ikizlerde
hem de dizigotik ikizlerde her bir ikiz ¢iftinin mikro-
biyal topluluklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadigini ortaya koymustur.®® Bununla bir-
likte beraber yasayan monozigotik ¢iftler arasinda di-
zigotik olanlara gore daha biiyiik benzerlige dogru
hafif bir egilim olmasinin, mikrobiyom bilesimi iize-
rinde kiiglik bir genetik etkiye isaret ettigini ileri siir-
miglerdir.
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Stahringer ve ark., ayrica oral mikrobiyal kom-
pozisyondaki zamansal degisiklikleri tespit etmek
icin ergenlik donemini kapsayan 10 y1l boyunca 3
zaman noktasinda 82 kisiden 198 tiikiiriik 6rnegi top-
lamiglardir.”® Arastirmacilar, 5 yil sonra bir bireyin
oral mikrobiyomunun popiilasyonunkinden daha
yakin olarak kendisine benzedigini, ancak 10 yil
sonra kendine benzerligin artik istatistiksel olarak an-
lamli olmadigimi bildirmislerdir.” Ayrica ikiz ¢iftlerin
%84°1 birlikte yagamayi1 biraktiklarinda, ikiz giftler
arasindaki benzerligin 17-22 yaslar1 arasinda azaldigi
gOriilmiisttir.®® Arastiricilar, ¢evrenin, oral mikrobi-
yomun genel bilesiminde énemli bir rol oynamasina
ragmen oral mikrobiyomun en az 5 y1l boyunca dik-
kate deger bir uzun vadeli stabiliteye sahip oldugu

sonucuna varmistir.®®

Leake ve ark., genellikle PCR tabanli metage-
nomikler i¢in kullanilan 16S rRNA hedefi ile oldukga
ayirt edici bir genin (rpoB) bir kombinasyonunu kul-
lanarak, 6zellikle insan DNA tiplemesine dayanan
mevcut yontemler oldugunda, insan tanimlama icin
kullanilabilecek bir teknigi arastirmistir. Arastirma-
cilar, [llumina’nin tiikiiritk mikrobiyomunun yiiksek
verimli dizilemesinin, 2 farkli kisiden tiikiiriik or-
neklerini tanimlamak i¢in kullanilabilecegi sonucuna
varmustir.’

Wang ve ark., 2019 yilinda ¢ok sayida 6rnek ol-
dugunda, YND’nin maliyetinin arttigini ve bir ¢a-
ligmanin yapilmasini zorlastirdigini dikkate alarak,
dizileme Oncesinde uygulanacak hizli ve diisiik ma-
liyetli bir yontem arayisina girmistir.”! Aragtirmaci-
lar, bakteri 16S rRNA V4 bolgesini hedefleyen
genel bir primer ¢ifti tasarlamislardir. Orneklem
grubunu, son 3 ayda antibiyotik kullanmayan ve or-
neklemeden en az 1 saat dnce besin tiiketmeyen 5
saglikli goniillilden olusan toplamda 10 6rnekten
olusturmuslardir. Her goniillii, bir tiikiiriik 6rnegi ve
bir oral siiriintli 6rnegi ile ¢aligmaya katkida bulun-
mustur. Wang ve ark., farkli mikrobiyal toplulukla-
rin varhigini ortaya koyan 2 6rnek hari¢ 5 tiikiiriik
ornegi arasinda farkli oldugunu gosteren bir ¢alisma
gergeklestirmistir.”! Tki drnegin birbirine yakin so-
nuglar géstermesini ise ayni ortami paylasan ve ben-
zer bir diyet uygulayan goniillillerden gelmesi
olarak agiklamiglardir. Ayrica arastirmacilar, bir
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vaka diginda, ayni kisiden alinan tiikiiriik 6rnekleri-
nin ve oral siirlintli 6rneklerinin iyi eslestigini goz-
lemlemislerdir. Tek bir ornekteki tutarsizligi ise
tikklirik 6rneginin oral mikrobiyoma ek olarak
bogaz mikrobiyomunu da verebilecegi seklinde be-
lirtmiglerdir.”!

2020’de yayimlanan yeni bir ¢alismada Sunds-
trom ve ark., 16s rRNA gen amplikon siralamasini
kullanarak, ayn1 ailenin iiyelerinden toplanan tiikii-
rik ornegi mikrobiyomu iliskisini arastirmistir.”?
Bunun i¢in birincisi; 10 erigkinden olusan 3 kusak
bir aile, ikincisi; 4 eriskinden olusan, 2 kusaktan ba-
gimsiz bir aile ¢alisma denekleri olarak se¢ilmistir.
DNA ekstraksiyonundan sonra tiim ornekler, 16s
rRNA geninde V3-V4 bélgelerini hedefleyen pri-
merler kullanilarak amplifiye edilmistir. Arastirma-
cilar, agirliksiz UniFrac yontemini kullanarak beta
cesitliligini ve 2 alakasiz aile arasindaki mikrobiyom
kompozisyonundaki farkliliklarini incelemek igin
bir Adonis testini uygulamislardir. Sonuglar, birey-
lerin bakteri topluluklar1 arasindaki varyansin
%13’{iniin aile baglar1 ile agiklanabilecegini goster-
mistir. Arastiricilar, babalara kiyasla annelerin erig-
kin c¢ocuklarla daha fazla OTU paylastigini
gozlemlemislerdir. Bu sonucun, dogum sirasinda
dogum kanalindan, anne siitiinden ve bebeklik do-
neminde anne ile bebek arasindaki gii¢lii ve yakin
fiziksel temastan ileri geldigini, ¢ocukluk done-
minde annenin mikrobiyomunun, ¢ocuguna yiiksek
oranda katkida bulundugunu bildirmislerdir. Bu-
nunla birlikte bu benzerlik, zaman gectik¢e ve ¢o-
cuklar biiylidiikkge daha zayif hale gelmistir (ancak
ortadan kalkmamistir), bu da annenin eriskinlikte
hala ¢ocuklarinin oral mikrobiyomunu etkiledigini
gostermektedir. Nitekim ebeveynler ve hala onlarla
yasayan daha geng eriskin ¢ocuklar arasinda en yiik-
sek benzerligin gozlemlendigi fark edilmistir, bu da
birlikte yasama gibi ¢evresel faktorlerin biiyiik etki-
sine isaret etmektedir.”?

ORAL MIKROBIYOMUN ADLI KIMLIKLENDIRME
BiYOBELIRTECI OLARAK KALICILIGI VE
ZAMANSAL STABILITESI

Prokaryotik bakteri hiicrelerinin bir hiicre duvart ile

korunuyor olmasi ve dogrusal DNA’ya sahip dkar-
yotik hiicrelerdeki yapidan farkli olarak dairesel bir
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genetik materyale sahip olmalari, varliklarin1 daha
uzun silire devam ettirebilmeleri i¢in bir avantaj sag-
lamaktadir. Bakteriyel DNA olay yerinde, insan
DNA’sindan daha uzun siire kalic1 olabilir, bu da on-
lart adli tip i¢in insan DNA’sindan daha uzun siire de-
gerli kilar.

Insan tiikiiriigiiniin stabilitesi aragtirmalari, me-
tagenomik analizlerin artmasi ile son yillarda daha da
fazla calisilan bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Rasiah ve ark., insan tiikiiriigiiniin stabilitesini arag-
tirdiklar bir ¢aligma icin en az 24 saat ag1z hijyeni
uygulamayan ve tiikiiriik toplamadan 6nce sakiz ¢ig-
neyen 10 goniilliiden, 1998’den 2004 yilina kadar
kadar uzun bir siire boyunca ornekler toplamigtir.”
Aragstiricilar, bazi gegici degisiklikler olmasina rag-
men tiikiirtik bakteriyel bilesiminin zaman iginde nis-
peten kararli kaldig1 sonucuna varmislardir. Yazarlar,
ayrica 10 farkli goniilliiniin tikiiriik bakteri modelle-
rini karsilastirarak oral mikrobiyomun konakgiya
0zgii olup olmadigini belirlemeye ¢aligmistir. Sonug-
lar, bireyler arasinda tiikiiriikk mikrobiyomu a¢isindan
belirgin bir varyasyon oldugunu ve bu bireyler arasi
varyasyonun, tek bir bireyden alinan zaman serile-
rinde gozlemlenen varyasyondan daha biiyiik oldu-
gunu gostermistir.

Costello ve ark., 2009 yilinda 0, 1, 90 ve 91.
giinde 4 kez agiz boslugu dahil olmak iizere saglikli
erigkin goniilliilerin 27 viicut bolgesini analiz ederek,
oral bakteri popiilasyonunun zaman i¢indeki uzun va-
deli stabilitesini incelemistir.”* Genel bakteri toplu-
lugu bilesimindeki farkliliklar UniFrac mesafeleri
kullanilarak degerlendirilmis ve viicut habitatlarinin
zamansal ¢esitlilik derecesinde farklilik gosterdigi
vurgulanmustir. Incelenen tiim habitatlarda, zamana
bagl olarak ayn1 kisideki farkliliklar, kisiler arasi
farkliliklardan daha kiictiktiir, 6zellikle oral mikrobi-
yomun, bagirsak ve deriye gore belirgin derecede
uzamsal ve zamansal kararlilik gosterdigi ortaya ko-
yulmustur.”

Lazarevic ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alis-
mada ise 5 farkli bireyden alinan tiikiiriik 6rnekleri,
29 giinliik bir siire i¢inde kendi mikrobiyal topluluk-
larinin filogenisi agisindan karsilastirilmigtir.*® Aras-
tirmacilar, UniFrac mesafeleri kullanarak tiikiirtikteki
bakteri toplulugu karsilastirmalarini yaptiklarinda,
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ayn1 bireyden toplanan drneklerin benzerlik goster-
diklerini ve kiimelendigini fark etmislerdir. Sonuglar,
titkkiirtik mikrobiyal toplulugunun en az 5 giin bo-
yunca stabil kaldigin1 gdstermistir.

Bu aragtirmalarin bulgulari, 6zellikle kisa zaman
araliklarinda tiikiirik mikrobiyomunun nispeten ka-
rarli kalmasindan dolay1 adli amagli kullanim potan-
siyeli oldugunu gostermektedir.

YAS TAHMININDE KULLANIM POTANSIYELI

Oral mikrobiyotanin, 6zellikle anneden ¢ocuga olmak
lizere aile liyelerinden bakteri dikey gecisine bagh
olarak dogumdan kisa bir siire sonra ortaya ¢iktig1 bi-
linmektedir.”” Bakterilerin kolonizasyonu, agiz bos-
lugunun tamamen steril oldugu bir asama olan
dogumdan 6 saat sonra baglamaktadir. Erken koloni-
zasyon Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Micrococcus ve Veillonella tiirlerinin varhigiyla be-
lirtilmistir. Cesitli Streptococci tiirleri ve Actinomy-
ces, dislerin patlamasi ve dis plagi olusumu ile bakteri
florasina hakimdir. Flora, istisna olarak Spirochaetes
ve Prevotella melaninogenica’nin yoklugu ile 5 ya-
sindan itibaren eriskinlerle karsilagtirilabilir hale gel-
mektedir. Bununla birlikte dis kaybi Spirochaetes,
Streptococcus sanguinis, Lactobacillus ve Strepto-
coccus mutans’ta belirgin bir azalmaya neden olabil-
mektedir.® Mikrobiyomun kararliligim saglamaya
yonelik baz1 arastirmalar yapilmis olsa da adli tiptaki
roliinii belirlemek i¢in her yas grubuna 6zel ileri ca-
ligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.”

Bilinmeyen bir iz vericisinin yas tahmini, siip-
helilerin havuzunun daralmasina izin verebilir. Tii-
kiirtik mikrobiyal analizi, bir denegin 5 yil i¢indeki
yasini tam olarak belirleyebilir ya da diisiik bakteri
zenginligi ile mikrobiyal izin 65 yasindan bilylk bir
bireye ait oldugunu gosterebilir. Fakat simdiye kadar
konu iizerinde ¢alisan arastiricilarin hem fikir oldugu
goriis yaslanmaya bagli olarak oral mikrobiyomdaki
degisikliklerin, saglik kosullariyla baglantili olup ol-
madigmin belirlenmesinin zor oldugudur."

J| ADLIAMAGLI KULLANIMINDAKI
SINIRLILIKLAR

Su anda mevcut olan mikrobiyom verilerinin ¢o-
gunlugu kapsamli degildir ve adli tipta uygulana-
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bilmesi igin dogrulanmasi gerekir.”> Bu yeni alanin
adli bilimlerdeki uygulamalari, 6rnek toplama, de-
polama ve yayimlanan caligmalarin istatistiksel
glicii de dahil olmak iizere 6rnek islemede kullani-
lan mevcut yontemler hakkinda endiseler uyandir-
maktadir. Standartlastirilmig sistemlerin olmamasi,
elde edilen sonug¢larin dogru yorumlanmasini zor-
lastirmaktadir. Bu tiir 6rneklerin kararliligini ve adli
tip baglaminda analizlerin 6zgiilliiglinii/duyarliligini
acikga belirlemek i¢in daha fazla aragtirma yapil-
malidir. Su ana kadar ortaya konulan adli amacl
kullanimdaki kisitlamalar1 maddeler halinde 6zet-
lersek:

- Genis cesitliliklerinden dolay1 tiikiiriik mikro-
biyomlarmin istatistiksel giicii, adli bilimlerde birey-
sel kimligin tespit edilmesinde hala sorgulanabilir.

- Sistemik ve agiz hastaliklarinin ¢ogu tiikiiriik
bilesenleri i¢in hala kesfedilmemis durumdadir.

- Mikrobiyal 6rnek saklama, olay yerinde Or-
neklerin tekrar tekrar ¢ozdiiriilmesi ve dondurulmasi
gibi, saklama siiresi ve sicaklig1, mikrobiyom tutarli-
ligin1 etkileyebilir.

- Kontaminasyonu 6nlemek i¢in standartlastiril-
mis 6rnekleme tekniklerinin gelistirilmesi ve mikro-
biyom imzalarinin dogrulugu, 6zellikle eser miktar-
daki o6rnekler i¢in heniiz basarilamamistir.

[l SONUG

Stipheliden alinan bir numunedeki oral mikrobiyal
imzalarin, olay yerindeki bir numunedekiyle eslesip
eslesmedigini belirlemek i¢in standartlastirilmisg sis-
temlerin diinya ¢apinda gelistirilmesi ve benimsen-
mesi gerektigine inaniyoruz. En 6nemlisi eslesme
olasilig1 hesaplamalari ile belirli bir mikrobiyom bi-
lesimin ne siklikla olustugunun belirlenmesi gerekir.
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Analitik metodolojinin dogru, spesifik ve tekrarla-
nabilir olmasini saglamak i¢in dogrulama basamak-
lar1 da gergeklestirilmelidir. Elde edilen sonuglarin
dogru yorumlanmasi, biyoinformatik isleme ve veri
analizinin gelistirilmesine ve giincellenmis mikrobi-
yal veri tabanlarinin uygulanmasina baglidir. Bu
kapsamda karsilastirmali kigisel tanimlamalara ola-
nak saglamak i¢in farkli popiilasyonlar ve cografik
bolgeler i¢in oral mikrobiyom ve tiikiiriik biyobelir-
te¢ veri bankalari olusturulmalidir. Sonug olarak tii-
kiiriik toplama ve saklama teknikleri daha giivenilir
hale getirildiginde ve kullanilan yontemler standar-
dize edildiginde, tiikiiriige ait mikrobiyal profiller
adli bilimlerde olgu ¢oziimlerinde oldukga yararl
olabilir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya tiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlari yoktur.
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