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1. Analiz Adimlarni

1. HAM DATA KALITE KONTROLU

Fastgc dosyalarinin kalitesinin kontrolU. (Fastgc)

Phred skorlar 20 nin altinda olan okumalarin ¢ikariimasi. (FASTX)
Read kalitesinin kontrolU. (Fastgp)

2. BIRLESTIRME
Paired-end readlerin birlestiriimesi. (QIIME)

3. KIMERIK OKUMALARIN BELIRLENMESI (QiiME)

4. FILTRELEME
Phred skorlan 20'den kUcuUk olan readlerin, primer ve barkodlarin
filtrelenmesi.Kimerik okumalarin filfrelenmesi.

5. TAKSONOMININ BELIRLENMESI
Her &rnek icin taksonomik turlerin belirlenmesi. (Qiime)

6. GESITLILIK ANALIZi
Alfa ve Beta cesitlilik analizi. (Qiime)
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2. Proje Bilgileri

Miisteri Bilgisi BM LABORATUVAR SISTEMLERI
Kurum Adi BM LABORATUVAR SISTEMLERI
Read Cesidi Paired-end
Read Uzunlugu D44
Ornek Sayisi E4
Reagent MiSeq Reagent Kit
Sekans Planformu MiSeq System

3. Deney Adimlari

3.1 Orneklerin Hazirlanmasi

KUtUphane olusturmak icin drneklerden DNA izolasyonu ve kalite kontrolU yapllir.

3.2. Kituphane Hazirlama ve Dizileme:

KUtUphane hazirlama is akisinda iki amplifikasyon adimi bulunmaktadir: lokus-
spesifik PCR primerlerini kullanan bir baslangic PCR ve devaminda ilgili akis hUcresi
baglanma etki alanlarini ve tekli endeksleri birlestiren bir amplifikasyon (NexteraxT
Index Kit, FC-131-1001/FC-131-1002).

Bu metot ile iki gen bdlgesinin cogaltimasi yapiimaktadir:
l.  Bakteriyel popuUlasyonu bilesimlerini karakterize etmeyi amaclayan 16S rRNA
geninin degisken V3-V4 bdlgelerini veya V1-V2 bdlgeleri
Il.  Mantar popUlasyonu siniflandirimasi icin ITS bdlgesi
. Okaryotik 18S rRNA bdlgesi
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3.3 Sekanslama

MiSeq platformu kullanarak kitUphanelerin dizinlemesi iki uctan 300-bp okuma
uzunlugu ile gerceklestirilir.

3.4 Standart Biyoinformatik Analiz:

BM Laboratuvar sistemleri 16S, ITS ve 185 amplikon dizilerini analiz etmek icin
biyoinformatik analiz hatti olusturmustur.

Aciklama:

Okumalar, lllumina indeksleme sistemine dayali olarak ayristirilir (de-multiplex).
Amplikonun uzunlugu, ilgili siralama uzunlugu ile uyumlu ise, 3’- uclarn Ust Uste
getirilerek konsensus okuma dizi olusturmak icin kullanilirken, kalanlar ayrilmis ciftler
olarak tutulurken, 16S dizileme icin sadece értUsen okumalarin korunmasini zorunlu
tutuluyor. Daha sonra 3'-kuyruklarda dusuk kaliteli okumalar kaldirmak icin bir
kiroma islemi uygulanir. En az 200 bp uzunlugunda kalan okumalar korunarak
analizler icin kullanilir. 5'-ucundaki herhangi bir primer dizisi kaldirilir ve islem sirasinda
dikkate alinmaz.

QIIME biyoinformatik analiz adimlar takiben, kimera filtreleme, tekrarli dizilerinin
gruplandinimasi; azalan bolluga gére dizileri siralama ve OTU tanimlanmasi.
Operational Taxonomic Unit (OTU), sorgu dizilerini toplama, sentroidlerle temsil

edilen kUmeler halinde gruplamayr amacliyor. Her bir sentroid, Uye dizileriyle
benzerlik dUzeyini paylasir. Her projenin intiyacina ve érnek sayisina bagl olarak iki
analiz ydntemi benimsenebilir. Farkll sekilde istenmediyse, acik referans algoritmasi
varsayillan yaklasim olarak kullanilir. TOm okumalar, primer sekanslarin ve disuk
kaliteli bazlarin cikarlmasindan sonra minimum 200 bp'lik bir uzunluga sahip
olmalarn durumunda analizde kullanilir. 3'-uclarinda Ust Uste binen eslestiriimeye izin
veren okumalar, tek parcaya birlestirilir ve atama dogrulugunu gelistirmek icin
kullanilir. Ust Uste binmeyi desteklemeyen okumalar, alt islem icin havuzda tutulur.
RDP siniflandirici ve Referans veri tabani, 0.50 minimum gUven esidi ile taksonomi
atamak icin kullanilir.

Referans veri tabanlari

 16S: GreenGene Veritabani
* 18S Internal Veritabani
e |TS UNITE Veritabani
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Arastrmaciya Hazirlanan Dosyalar

+ Metagenom Analiz Raporu dosyasinda, arastirmacinin elde ettigi tUm verilerin
genel sonuclarn listelenmektedir ve elde edilen verilerin kalite istatistikleri,
toplam okuma sayilar, ve QIIME biyoinformatik adimlaryla elde edilen
cesitlilik sonuclannin dnemli ciktilan listelenmektedir.

« FastQC okuma kalitesi sonuclarinda .html uzantili olarak her érnege ait ham
dizilerin detayli kalite kontrol istatistiklerini, okumalann GC oranini, okumalarin
baz dagilimlarini ve uzunluklan farkli gdrsellerde betimlenir. FastQC sonuclari
dikkate alinarak biyoinformatik ekibi arastirmacinin verisini dizenler ve analize
hazir hale getirir.

» Family Genus Species Bilgileri klasdrinde .html uzantill olarak islenmis ve QIIME
analizi tamamlanmis tUm drneklerin toplu halde sUtun grafikleri, alan grafikleri
ve pasta grafikleri bulunmaktadir. SUtun, alan ve pasta grafikleri; aile, t0r ve
cins seviyesinde ayr ayr hazirlanip arastirmaciya sunulmaktadir.

« Pie Chart Cins ve Tir Bilgileri klasdérUnde, her drnedin kendi icindeki tUr veya cins
cesitliligi, tek pasta grafiginde yUzdesel oranlar verilerek gosterimektedir.

« Taksonomik Soy Listesinde her drnegin kendi icindeki okumalardan elde edilen
sonuclara gére siniflandirma sonuclar bulunur. Bakteri (16S), mantardan (ITS)
yada Okaryotik (18S) baslayarak érnekteki cesitlilik, aile, tUr ya da cins
seviyesine kadar belirlenir.

« Alfa Cesitlilik Grafigi klasérinde .html uzantil olarak chaol ve OTU parametreleri
secilerek, oOrneklerin kendi iclerindeki cesitlilik farklan  gorUlebilmektedir.
Shannon ve Simpson indeksleri kullanilarak elde edilen bu grafiklerde okuma
sayisina goére refraction curve (seyreltme edrisi) cizilmektedir.

« Beta Cesitlilik Grafigi klasorinde .hitml uzantill olarak EMPEROR ile U¢ boyutlu
olarak temel koordinatlar belirlenerek (x, y ve z) drneklerin kendi arasindaki
cesitliligini  belilememizi  sadlar. interaktif araylz sayesinde &rneklerin
digerlerinden farkliigina her noktadan yaklasip uzaklasarak bakilabilmektedir.

« Heatmap, PcOA ve Cluster grafikleri klasérinde Cins seviyesinde tespit edilen ana
tOrler drnek icindeki yogunluguna istatistiki deger verilerek analiz edilir ve
buna gdre ornekler kendi aralarinda karsilastirlir. Ward hiyerarsik kUmeleme
metodu kullanilarak flogenetik agac hazirlanip farkliiklar karakterize edilir.
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4. Analiz Sonuclari
4.1. Data Kalitesi
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1.6

1.4

1.2 A

1.0 A

0.8

Cumulative sum

0.6

0.4

0.2 1

0.0 -
0 5 10 15 20 25 30 35
Phred score

Quality Score Error Probability
Q40 0.0001 (1 in 10,000)
Q30 0.001 (1 in 1,000)
Q20 0.01 (1 in 100)

Q10 0.1 (1in10)

Tablo 1. lllumina kalite skorlari ve hata olasiliklari tablosu.

4.2. Her ornek icin okuma sayisi

Read count for one sample
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4.3. Taksonomik icerik

Asagidaki figlir her 6rnek igin familyadan tiire kadar belirlenmis taksonomik igerigi gostermektedir
(x-eksen: 6rnek ismi; y-eksen: OTU yizdeleri).
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Total M4 M3 Mi4 Mi5 M29 M6S-2
Legend  Taxonomy % % % % % % %
hk_Bacteria;p_AcLinobac[eria;c_Aclinobac(eﬂa;o_Actinomyce(ales;f_Cnrynehacleriaceae;g__Corynehaclerium;s 1.0% 3.8% 0.7% 4.1% 0.0% 3.1% 1.3%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Corynebacteriaceae;g__Corynebacterium;s__aurimucosum 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Corynebacteriaceae;g _Corynebacterium;s__ durum 0.2% 0.0% 0.9% 04% 0.0% 0.6% 0.3%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Dermabacteraceae;g__Brachybacterium;s .0% .0% .0% .0% .0% .0% .0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Dermabacteraceae;g__Brachybacterium;s__conglomeratum 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Arthrobacter; s nitroguajacolicus 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Kocuria;s__thizophila 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Micrococcaceae;g__Micrococcus; 0.1% 0.6% 0.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Micrococcus;s__lylae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Rothia;s 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Rothia;s__aeria 0.4% 0.0% 1.9% 0.1% 0.0% 0.1% 0.1%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Rothia;s  dentocariosa 0.7% 0.0% 5.4% 14% 0.1% 6.0% 0.2%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Rothia;s  mucilaginosa 11% 0.3% 0.4% 0.1% 0.1% 1.5% 0.3%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__L illales;f_ L bacill I bacillus;s__agilis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s brevis 0.0% 0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus;s__coleohominis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
- k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__paralimentarius 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g_Lactobacillus;s__paraplantarum 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus;s__reuteri 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus;s ruminis 0.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
- __Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s _vaginalis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f _Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus;s  zeae 29% 0.0% 0.0% 05% 0.0% 0.0% 0.0%
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FIGUR 2. BUTUN ORNEKLER ICIN TAKSONOMIK ICERIK ALAN GRAFIGI
Total M4 M3 Mi4 Mi5 M29 MB6S-2
Legend  Taxonomy % % % % % % %
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Corynebacteri. ;¢__Coryneb um;s 1.0% 3.8% 0.7% 4.1% 0.0% 3.1% 13%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Corynebacteriaceae;g _Corynebacterium;s__aurimucosum 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Corynebacteri. ;¢__Coryneb ium;s__durum 0.2% 0.0% 0.9% 0.4% 0.0% 0.6% 0.3%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Dermabacteraceae;g__Brachybacterium;s__ 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Dermabact ;g Brachyb, ;S 1 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Arthrobacter;s_nitroguajacolicus 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Kocuria;s__thizophila 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Micrococcus; s, 0.1% 0.6% 0.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Micrococcaceae;g__Micrococcus;s__lylae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Rothia;s. 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Rothia;s__aeria 0.4% 0.0% 1.9% 0.1% 0.0% 0.1% 0.1%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Rothia;s__dentocariosa 0.7% 0.0% 5.4% 14% 0.1% 6.0% 02%
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f Micrococcaceae;g__Rothia;s_ mucilaginosa 11% 0.3% 0.4% 0.1% 0.1% 1.5% 0.3%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__agilis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__brevis 0.0% 0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__coleohominis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
- i paralimentarius 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00%
__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__paraplantarum 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__reuteri 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__ruminis 0.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
-kiBacleria;piFinnicules;ciBacil]i;UiLactubacillales;fiLaclubaci]laceae;giLaclobacillus;s vaginalis 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__zeae 29% 0.0% 0.0% 0.5% 0.0% 0.0% 0.0%

Detayl bilgi icin her analize ait .html uzantil sayfa, Uzerine ¢ift tiklanarak Google
Chrome’'da aciimalidrr.
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FIGUR 3. HER BIR ORNEK ICIN TEK TEK CIZILMIS, TUR CESITLILIGINI GOSTEREN PASTA
GRAFIKLERI.
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4.4. Cesitlilik Analizi

4.4.1. Alfa (birim igi) ve Beta (birimler arasi) ¢esitlilik analizi

Bir mikrobial ekosistemin (bir érnegdin) icindeki tUr zenginliginin belirlenmesiyle alfa
cesitlilik analizi yapllir.

Beta cesitlilik analizinde ise mikrobial komuUnite (6rnekler arasi) icindeki cesitlilik
hesaplanir.

Alfa cesitlilik grafigindeki cizgilerin saga dogru paralel hale gelmesi okuma sayisinin
analiz icin yeterli sayida oldugunu belirtir. Eger grafikteki cizgiler paralel hale
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gelmemisse bir daha sekanslama yapmak gerekebilir. Asagidaki grafikte (x-eksen:
okuma savyisi; y-eksen: OTU sayisi) her renk bir érnedi belirtrmektedir.

Select a Metric: | chaol v | Select a Category: | SamplelD

chaol: SamplelD Show Categories:

1200 Legend
> W KonA

> W KonB

Rarefaction Mea:

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Sequences Per Sample

FIGUR 4. ALFA CESITLILIK GRAFIGI

4.4.2. Temel koordinatlar analizi (PcoA)

PCoA (metrik cok boyutlu Odlceklendirme metodu) ornekler arasi farklihdi
gostermektedir. PCoA genelde filogenetik ya da mesafe matrix bilgileri kullanarak
orneklerin karsilastinlmasini saglar.

FIGUR 5. BETA CESITLILIK GRAFIGI (PCOA METODU ILE HESAPLANMISTIR).

Detayli bilgi icin her analize ait .html uzantil sayfa, Uzerine cift tiklanarak Google
Chrome’'da aciimalidrr.
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4.4.2. CLUSTER ANALIZi (HIERARCHICAL CLUSTERING)

Cluster with ward method

20

Height

FIGUR 6. WARD ALGORITMASI ILE CiZILMIS DENDOGRAM.

2 1 0 1 2 3 a

= control
= normal

FiGUR 7. WARD ALGORITMASI ILE CiZiLMiS HEATMAP TURLERIN HANGIi ORNEKLERDE
YOGUNLASTIGINI GOSTERMEKTEDIR.
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