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KISA OZET

YAZMA ESERLERDE TAHRIBATA NEDEN OLAN MiKROBIiYAL
TOPLULUGUN MOLEKULER DUZEYDE TANIMLANMASI

Esra KELES

Mikroorganizmalar termo-higrometrik parametrelerin etkisiyle yazma eserler tizerinde
biiyiik tahribatlar meydana getiren biyobozuculardir. Degerli el yazmalarinin
korunmast ve onariminin yapilmasinda bilimsel veri olusturmasi agisindan mikrobiyal
toplulugun tanimlanmasi son yillarda biiyilk 6énem kazanmistir. Yazma eserlerdeki
biyobozucularin tanimlanmasinda ve mikrobiyal verinin olusturulmasinda farkl
teknikler kullanilmaktadir. Bu g¢aligmada 2 koleksiyona ait 6 farkli yazma eser
tizerinde kiiltiir temelli analizlere dayali molekiiler teknikler ile bakteriyal
kontaminantlar tanimlanmig ve kiiltiir bagimsiz Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri
kullanilarak bakteriyal taksonomik cesitlilik analizleri gerceklestirilmistir. ki
yontemden elde edilen veriler kiyaslanmigtir. Metagenomik analizler, geleneksel
kiilltiir temelli tanimlama yOntemlerine goére tiim mikrobiyal toplulugun
tanimlanmasinda daha yiliksek c¢esitlilik gostermistir. Kiiltiir temelli anlizlerde
bakterilerin tanimlanmasi1 igin 16S rRNA Amplikon Sanger Dizilemesi
gerceklestirilmis ve 16 bakteri izole edilmistir. Bakteri tiirleri Niallia circulans,
Micrococcus luteus, Priestia Megaterium, Microbacterium foliorium, Bacillus
haynesii, Ornithinibacillus scarpharcae, Psychrobacter pulmonis, Neobacillus niacini,
Fredinandcohnia humi (Bacillus humi) olarak tamimlanmistir. Metagenomik
analizlerde tiim 6rneklerde baskin subeler her 6rnekte farkli nispi bolluk oranlariyla
Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidota ve Proteobacteria olarak tanimlanmistir. T1-
T6 oOrneklerinde cins diizeyinde sirasiyla 495, 540, 280, 337, 226, 338 OTU
tanimlanmistir. Metagenomik analizlerden elde edilen veriler cins diizeyinde
degerlendirildiginde uzun bir slire aym1 ortam kosullarina maruz kalmis oldugu
distiniilen eserlerdeki bakteriyal kontaminasyonun kaynagi hakkinda bilgi
vermektedir. Caligma ile elde edilen sonucglar yazma eserlerin bakteriyal arsivini
olusturmakta ve sonraki ¢alismalar i¢in veri olusturmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Yazma eserler, Mikrobiyal bozulmalar, Metagenomik

University : Istanbul Kiiltiir University
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MICROBIAL COMMUNITY CAUSING DEGRADATION
IN MANUSCRIPTS AT MOLECULAR LEVEL

Esra KELES

Microorganisms, with the effect of thermo-hygrometric parameters, are involved in
the biodegradation process of cultural assets, causing significant destruction of
manuscripts. Investigating microbial communities and creating scientific data has
gained great importance in conserving and restoring manuscripts. This study analysed
six manuscripts from the different collections to identify microbial communities using
culture dependent 16S rRNA Sanger Sequencing and culture independent Next
Generation Sequencing. The results indicate significant differences in biodiversity. 16
Bacterial isolates from cultural dependent techniques were identified with 16s RRNA
amplification sequencing. Bacteria species were identified as: Niallia circulans,
Micrococcus luteus, Priestia Megaterium, Microbacterium foliorium, Bacillus
haynesii, Ornithinibacillus scarpharcae, Psychrobacter pulmonis, Neobacillus niacini,
Fredinandcohnia humi (Bacillus humi). However, greater biodiversity was observed
with culture independent analysis. Frequently observed were filum of Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidota and Proteobacteria with different relative abundance on each
sample. 495, 540, 280, 337, 226, 338 OTUs were identified at genus level in order
from T1-T6 samples. Thus, it can be concluded that DNA analyses provide
information about the source of bacterial contamination and the historical use of
manuscritps.The results obtained from the study constitute the bacterial archive of
manuscripts and provide data for further studies.

Key Words: Manuscripts, Microbial Deteriorations, Metagenomics



1.GIRiS

Yazma eserler, basim tekniginin gelismedigi donemlerde elle yazilimis eserlerdir.
Tiirkiye kiiltiirel mirasinin 6nemli bir pargasi olan yazma eserler bilgi kaynaklari
olmalarinin yamisira iiretilmis oldugu donemlere ve bolgeye dair birgok veriyi de
tagimaktadir. Tiirkiye yazma eserler agisindan zengin bir iilkedir. Miize, kiitiiphane,
kilise, vakif ve sahislarda farkli donemlere ve menseye ait genellikle Arapca,
Osmanlica, Fars¢a ve daha az sayida farkli dillerde yazilmis yazma eserler mevcuttur.
Tirkiye’nin en biliyilkk yazma eser kiitiiphanesi olan Siileymaniye Yazma Eser
Kiitiiphanesi; Siileymaniye Kiilliyesi’nde yer almakta ve degerli basma ve yazma
eserleri biinyesinde bulundurmaktadir. Giinlimiizde bagislarla ve sonradan alinan
yazma-basma eserlerle birlikte toplam eser sayist 180.000 civarindadir. Fatih,
Hamidiye, Sultan Ahmed, . Mahmud tarafindan kurulan Ayasofya ve Laleli gibi

onemli padisah koleksiyonlar1 da kiitiiphanede yer almaktadir.

Tarihi degeri yiiksek olan bircok yazma eser giiniimiize kadar tahribatsiz olarak
korunmus olsa da; eserlerin bir kisminda ¢evreredeki 1sik, sicaklik, nem ve hava
kirleticiler gibi abiyotik faktorlerin etkisiyle ve biyotik zararlilarin varligiyla
tahribatlar meydana gelmistir. Mikroorganizmalar, bocekler ve fareler eserin estetik

ve fiziksel yapisini bozan biyobozuculardir.

Belirli gevresel faktorler altinda ¢ok ¢esitli enzimatik aktiviteleri (proteinaz, seliilotik
enzimler-endoglikonazlar, eksoglikonazlar, 3-glikozidazlar) ve diisiik su aktivitesinde
(aw) gelisebilmelerinden dolayr mikroorganizmalar yazma eserlerin organik ve
inorganik unsurlari lizerinde gelisebilmektedir. Yiiksek bagil nem ve sicaklik, 151k, pH,
salinite gibi ¢evresel faktorler ve kirleticilerin etkisine bagli olarak redoks
reaksiyonlar, mikroorganizmalarin yazma eserlerin unsurlarinda gelismesi i¢in olumlu
kosullar olusturabilmektedir (Gutarowska, 2020). Kagidin temel bileseni seliiloz,

yapistiricilar, dolgu maddeleri ve K, Mg, S, P gibi eser elementlerin varlig1 yazma



eserlerin  mikrobiyal = bozulmalara  karst  hassasiyetini  arttirmaktadir.
Mikroorganizmalar, mikrobiyal pigmentlerin ve metabolitlerin salgilanmasi ile kagit
tizerinde farkli renklerde ve sekilde lekelerin meydana gelmesine, seliiloz liflerinin
depolimerizasyonu sonucu kagidin fiziksel ve kimyasal yapisinin zayiflamasina,
miirekkebi besin maddesi olarak kullanarak yazinin silinmesine neden olmaktadir.
Mikrobiyal asidik metabolitler, asit kaynagi olarak kagidin asit hidrolizini
arttirabilmektedir (Zhang v.d., 2023). Suyun varligi da kagit iizerinde mikroorganizma
gelisimini hizlandiran 6nemli bir faktordiir. Mikroorganizmalarin neden oldugu
yapisal hasarlar makroskobik olarak goriilebilmekte ve gorsel olarak ayirt
edilebilmektedir. Yapilan saha ¢alismasinda Tiirkiye Yazma Eserler Kurumu’na bagh
tiim yazma eser kiitiiphanelerinde yaklasik olarak 17.000 eserde mikroorganizma

tahribat1 tespit edilmistir.

Yazma Eserler iizerindeki tiim mikrobiyal toplulugun tanimlanmasi ve metabolik
aktivitelerinin bilinmesi bu eserlerin koruma stratejilerinin belirlenmesinde 6nemlidir.
Mikrobiyal topluluklarin tanimlanmasinda farkli yaklasimlar mevcuttur. Genellikle
caligmalar 2 farkli strateji ile yiiriitiilmiistir. Bunlar mikroorganzimalarin secili
besiyerinde izole edilmesine dayali kiiltlir temelli teknikler ve niikleik asitlerin direk
ortamindan ekstraksiyonu ve analizine dayali kiiltiir bagimsiz tekniklerdir. Gegmiste
kiiltiir temelli tekniklerle tantmlamalar yapilmistir. Son yillarda omik teknolojilerinde
ve spektroskopik tekniklerdeki gelismelere bagli olarak kiiltiirel miras 6gelerinde tiim
biyomolekiillerin tanimlamasina yonelik yapilan disiplinler arasi c¢alismalar da
artmistir. DNA, RNA, protein ve metabolit gibi biyomolekiillerin tanimlanmasinda
kullanilan Metagenomik, Metatranskriptomik, Metabolomik ve Proteomik analizlerle
ve yapisal hasarin ve bilesimlerindeki degisikliklerinin saptanmasi i¢in spektoroskobik
ve kromorografik tekniklerle fiziko-kimyasal analizler gerc¢eklestirilmistir (Creydt ve
Fischer, 2023).

Bu calismada Mikroorganizma tahribati goriilen yazma eserlerdeki bakteriyal
topluluklar1 tanimlamak amaciyla 2 farkli tanimlama teknigi kullanilmis ve sonuglari
karsilastirtlmistir. 6 farkli kagit esasli yazma eser tizerinde, kiiltiir temelli molekiiler
teknikler ve kiiltlir bagimsiz teknikler kullanilarak tahribata neden olan tiim bakteriyal

topluluk tanimlanmaya ¢alisilmistir. Kiiltiir temelli analizlerle canli bakteriler izole



edilmis ve tir tamimlamasi 16s rRNA amplifikasyonu Sanger Dizileme ile
gergeklestirilmistir. Kiiltiir bagimsiz tekniklerde (Metagenomik), Illumina Miseq
platformunda yiiksek verimli dizileme teknolojileri ile mikroflora ve taksonomik
cesitlilik belirlenmistir. Metagenomik analizlerde tiim canli ve cansiz bakteriyal
toplulugun tanimlanmasiyla bakteriyal floranin biyodegradasyondaki potansiyel rolii
hakkinda veri olusturulmasi amaglanmistir. Ayni koleksiyona ait eserlerin ortak
gecmise sahip olduklar diisiiniilerek eserlerin tahribatlari izerinden ge¢misteki ortam
sartlar1 ve bulundugu alanlara dair bilgi edinilmeye ¢alisiimistir. iki farkli teknikle elde

edilen veriler kiyaslanmstir.



2. YAZMA ESERLERDE MiKROBIiYAL BOZULMALAR VE YAZMA ESER
BAKTERIYAL FLORASI

Hueck “mikrobiyal bozulmalar™, farkli mikroorganizmalarin aktivitesi sonucu
meydana gelen istenmeyen ve geri doniisiimsiiz fiziko-kimyasal degisimler olarak
tammlamistir (Hueck, 1968). Biyolojik bozulmalar, materyalin fiziko-kimyasal
ozellikleri, ekolojik cevre ve organizmalar gibi faktorlerin etkilesimi ile meydana
gelmektedir. Yazma eserler iizerinde de mikrobiyal bozucularin etkisiyle geri
dontisiimsiiz fiziksel ve kimyasal degisimler meydana gelmektedir. Fiziksel etkinin
goriildiigii bozulmalarda; pigmentlerin ve enzimlerin salgilanmasina bagli olarak
yuvarlak ya da diizensiz sekilli, farkli renklerde lekeler olusmakta, kagidin
tilkketilmesiyle kopmalar, yirtilmalar, delikler, pamuklasma, kegelesme ve kirilmalar
meydana gelmekte, miirekkebin rengi solabilmektedir. Kimyasal etkinin goriildigii
bozunmada; metabolik aktivite sonucu organik (formik asit, asetik asit, laktik asit) ve
inorganik (karbonik asit, nitrik asit, siilfiirik asit) asitlerin iiretilmesi ve bunun
sonucunda pH’1n diismesi ve metabolik iirlinlerin etkisiyle kagidin mekanik direnci

diismektedir. Sekil 2.1°de yazma eserler iizerinde meydana gelmis farkli mikrobiyal

tahribatlar goriilmektedir.

Sekil 2.1 Farkli eselerde goriilen mikrobiyal tahribatlar A) Pigmentlerin ve enzimlerin etkisiyle
meydana gelen lekeler B) Kagidin tiiketilmesiyle meydana gelen pamuklasma ve parca kayiplart.



Yazma eserlerin cildinde ve sayfalarinda bulunan tiim mikroorganizmalar yazma eser
mikroflorasini olusturmaktadir. Fiddyment’e gére zaman igerisinde yazma eserlerin
kullanimina, iiretimine, konservasyonuna ve tarihine bagl olarak esere 6zgii kendi
mikroflorasi olusmustur (Fiddyment v.d., 2019). Yazma eserlerde ve tarihi kitaplarda
mikrofloranin tanimlanmasi i¢in farkli tekniklerle ¢alismalar yapilmistir. Bunlar,
mikroorganizmalarin spesifik mikrobiyolojik ortamda gelistirilmesi iizerine dayali
kiiltiir temelli teknikler ve DNA’nin direk olarak yazma eserin unsularindan (kagit ya
da deri) ekstraksiyonu ve analizi ile gergeklestirilen kiiltiir bagimsiz tekniklerdir.
Geg¢miste kagit materyal {izerinde mikrobiyal kontaminantlarin belirlenmesi amaciyla
daha ¢ok kiiltiir temelli analizler gerceklestirilmistir (Borrego v.d., 2012; Mesquita
v.d., 2009; Krakova v.d., 2012; Manente v.d., 2012). Kiiltiir temelli analizlerde izole
edilen mikroorganizmalar 16S rRNA bakteriyal ve 18S rRNA fungal amplifikasyonu
molekiiler analizler ile tanimlanmistir (Michaelsen v.d., 2010; Karakasidou v.d.,
2018). Cogunlukla Proteobacteria, Frimicutes ve Acitnobacteria subelerine ait
Bacillus, Clostridium, Staphylococus, Streptomyces, Acinetobacter bakteri cins

tiyeleri tammlanmistir ve Tablo 2.1 verilmistir.

Kiiltiir bagimsiz tekniklerde Denatiiran Jel Elektroforezi (DGGE) ile DNA parmak izi
analizleri ve 16S rDNA klon kiitiiphanesi analizleri Kullanilmistir (Pinar v.d., 2015a;
Michaelsen v.d., 2010; Jurado v.d., 2010). Pinar ve Perini’ye gore Kiiltiir temelli
teknikler ve kiiltiir bagimsiz DGGE-16S rDNA Klon kiitiiphanesi analizleri, yazma
eserlerdeki tiim mikrobiyal topluluklarin ¢esitliligni ve yogunlugunu tanimlamak ic¢in
yetersiz kalmistir (Pinar v.d., 2020a; Perini v.d., 2020). Son yillarda Yeni Nesil
Dizileme (YND) teknolojilerinin gelismesiyle birlikte kiiltiir bagimsiz yaklagimlar bu
platformlar tizerinden gergeklestirilmistir. Yeni molekiiler mikrobiyolojik metod
olarak DNA’nin direk olarak 6rnekten ekstrakte edilmesi ve YND teknolojisiyle kisa
okumalar yapilmasina dayali metagenomik analizler, mikrobiyal topluluk filogeni ve
cesitliligi calismalarinda kullanilmaktadir. Metagenomik analizlerin yazma eserlerde
kullanilmasiyla daha 6nce yazma eserler lizerinde tanimlanmamis 58 bakteri ve 40
fungi cinsi daha tanimlanmustir (Krakova v.d., 2017; Raeisnia v.d., 2022; Pinar v.d.,
2020b). Pinzari, bakteri ve fungi cinslerinin daha Once tespit edilememelerinin
nedenini bu tiirlerin laboratuvar ortaminda kiiltiire alinamayan tiirler olabilecegi

seklinde agiklamistir (Pinzari ve Gutarowska., 2021).



Tablo 2.1 Yazma ve matbu eserlerde 2010-2024 yillar1 arasinda yapilmis ¢aligmalarda kiiltiir temelli

yontemlerle izole edilen ve tanimlanan bakteri cinsve tiirleri

Materyal Bakteri Cins/Tiir Kaynak
Kagit Bacillus sp. Pseudomonas stutzeri, Microbacterium sp.,
Lysobacter dokdonensis, Curtobacterium sp., Brevibacterium pityocampae
--------------- Massilia timonae
Pars6men Sporosarcina globispora, Virgibacillus sp., Corynebacterium tuscaniense, Krakova v.d., 2012
Brevundimonas sp., Micromonospora sp., Pseudomonas plecoglossicida,
Bacillus galactosidilyticus, Rhodococcus fascians, Bacillus cereus,
Staphylococcus pasteuri, Microbacterium paraoxydans,
Pseudomonas oryzihabitans, Staphylococcus epidermidis
Kagit Staphylococ_cus, Massi!ia timqnae, Brevu_ndimonas vesicularis, Tarsitani v.d., 2014
Bacillus muralis, Bacillus sp., Spiroplasma sp.
Kagit
Bacillus spp., B. flexus, B. simplex, M. luteus, Arthrobacter sp. Carlov.d., 2016
Parsomen B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pseudomycoides, B. subtilis, Lechv.d. 2016
Peanibacillus genus, Staphylococcus sp. o
Bacillus atrophaeus, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Lysinibacillus fusiformis, Microbacterium aerolatum,
. - . i Gutarowska v.d.,
Kagit Psychrobacillus psychrodurans, Staphylococcus epidermidis,
. . 2016
Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus succinus, Streptomyces ambofaciens
Paenibacillus provencensis, Kocuria sp., Staphylococcus hominis, .
- . . L : Karakasidou v.d.,
Kagit Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, 2018
Bacillus foraminis, Micrococcus yunnanensis, Staphylococcus pasteuri,
Staphylococcus sp.
Kagit Bacillus cereus, Bacillus suptllus, Mlcrobfacterlum_agrolaﬁum, Stgphyl.ococcus Krakova v.d., 2017
succinis, Psychrobacillus psychrodians, Lysinibacillus fusifomis
Kagit Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus Ayodaez\éi? fmon,
Kagit Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus atrophaeus, Fouda v.d., 2023
Sphingomonas paucimobilis, Serratia plymuthica, Acinetobacter haemolyticus,
Bacillus atrophaeus, Bacillus mojavensis, Corynebacterium sanguinis,
Kagit ) Bacnll_Js fllamento§u§, Bacﬂlgs velezensis, Str_eptomyces r_ochel_, . Raesnia v.d., 2022
Bacillus humi, Bacillus niacini, Bacillus cheonanensis, Bacillus licheniformis,
Bacillus idriensis
Kagt Micrococcus sp., Gordonia sputis, _chtyostellum discoideum, Paracoccus sp. Pavlovic v.d., 2023
Bacillus cereus
Staphylococcus warneri, Cellulosimicrobium aquatile, Bacillus mobilis,
Kagt Staphylococcus epidermidis, Bacillus zhangzhouensis, Mohammadi v.d.,

Paenibacillus polymyxa, Bacillus atrophaeus, Terribacillus goriensis,
Bacillus paramycoides, Pantoea eucrina, Acinetobacter junii,
Bacillus halotolerans

2023




Pinzari ve Gutarowska, yazma eserler lizerinden izole edilen mikrobiyal toplulugu ve
gelisim kosullarimi genel olarak iki kategoriye ayirmustir (Pinzari ve Gutarowska,
2021). Gelisim gosteren bakteri ve fungus tiirlerinin ¢ogunlugu hizli gelisen, degisen
ortam sartlarina direngli (olumsuz sartlarda spor olusturan) tiirler olup, suyun ani
varlifiyla materyal iizerinde giicli enzimler salgilayarak tahribat meydana
getirmektedir. Izole edilen Stachybotrys, Chactomium ve Epicoccum cinsine ait tiirler
yiiksek su aktivitesine gereksinim duyan ve hizlica geliserek bozulmaya neden olan bu
grup igerisinde yer almaktadir. ikinci kategoride, daha az siklikta ekstrem sartlarda
gelisim gosteren (diisiik su yogunlugunda ya da yiiksek ozmotik basingta) ve yavas
biiyiiyen oncil tiirlerin varligi gozlenmistir. Genel olarak diisiik su aktivitesinde yavas
gelisen tirler; Aspergillus, Paecilomyces, Chrysosporium, Penicillum ve

Cladosporium tiirleridir.
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Sekil 2.2 Kagit ylizeyinde farkli formlardaki mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, kagit tizerinde canli ve aktif halde, canli ve dormant, 6lii, havadan
bulasmis sporlar seklinde farkli durumlarda Sekil 2.1°de gosterildigi gibi
bulunabilirler. Buna gore 6lii, canli ya da dormant haldeki tiim mikrobiyal toplulugu

tanimlamak i¢in farkli metodlar birlikte kullanilmalidir (Pinzari ve Gutarowska, 2021).

Pinzari ve Gutarowska, yazma eserlerin bozulmasindaki mikrobiyal siireci 3 farkli
mekanizma ile tamimlamistir. Birinci mekanizmada ani su varliginda meydana gelen
tahribatlarda goriildiigl gibi, tahribat giiclii enzimatik aktivitesi sonucu kisa bir siirede
meydana gelmektedir. Tahribat meydana getiren mikroorganizmalar c¢evresel
kontaminantlardir. Ikincisinde tahribatlar 6zel sartlarin varligina bagli olarak gelisim

gosteren/kolonilesen segici tiirler ile meydana gelmektedir. Tuzun varlifina bagh



olarak extremofilik tiirlerin gelisim gdstermesi gibi. Tanimlanan {igiincii mekanizmada
tahribat mikrobiyal ardillik ile gerceklesmektedir. Farkli birgok tiir birbirlerinin
iiretmis oldugu metabolitler ya da enzimatik aktivite sonucu agiga ¢ikan tiriinlerin
tizerinden gelisme gostermektedir. Bu mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasinda sadece
metabolik olarak aktif ve kiiltiire edilebilen mikroorganizmalarin tanimlanmas: yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle yazma eser iizerindeki 6lii ve kiiltiir ortaminda gelismeyen

tiim mikrobiyal toplulugun tanimlanmasi 6nem kazanmustir.

Tanimlamalarin  yapilmasiyla mikroorganizmalarin  yazma  eserlere  farkli
kaynaklardan bulagsmis oldugu anlasilmistir. Literatiirde tanimlanan baskin bakteri
cinsleri cogunlukla hava yayilimi, insan temasi ve bocek ve akarlar gibi vektorlerle
iliskilendirilmistir. Krakova v.d. Kkiitiiphane materyallerinden izole edilen ve
tanimlanan mikrobiyal topluluklarin, bozulmalarin kiitiiphanelerin ortam sartlar1 ile
yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Krakova v.d., 2017). Kiitiiphane havasindaki
mikrobiyal yiik, havalandirma sistemleri, tozun birikmesi ve sicaklik-bagil nem gibi
klimatik faktorler ortam sartlarini belirlemektedir. Kontaminasyon g¢ogunlukla
cogunlukla nemli ve akan duvarlara, kiiflenmis yiyeceklerin varligina ve diisiik
havalandirma sistemine bagli olarak hava kaynakli kontaminasyon seklinde
gergeklesmektedir (Wang v.d., 2016; Liu v.d., 2018). Bakteri ve Mantar sporlari hava
akimlar1 ve toz ile kolaylikla tasinmakta ve Kitaplar iizerine ¢okmektedir. Tarihi

yazma eserler de kiitiiphane materyalleri olarak degerlendirilmektedir.

Kagitta en sik izole edilen ve tanimlanan bakteri topluluklar: arasinda Bacillus tiirleri
yer almaktadir ve kagidin degradasyonu ile ilisikilendirilmistir. Fakat tozla birlikte
kagidin yiizeyinde bulundugu ve kagidin degradasyonunda etkili tiirlerden olmadig
da bildirilmistir (Jacob v.d., 2015).

Mikrobiyal bulasmanin diger bir kaynagi da insan temasi oldugu tespit edilmistir.
Staphylococcus ve Streptococcus  tiirleri insan deri mikrobiyomunda
bulunmaktadir ve yazma eserlerden birgok tiirii izole edilmistir. Bu tiirlerin eserlere

direk temas ile bulagmis oldugu diisiiniilmektedir.



Baz1 bocekler ve akarlar mikroorganizmalart ve sporlarini tasiyarak onlarm
yayillmasinda biiyiik rol oynarlar. Pavlovic v.d., c¢alismalarinda tamimladiklari
bakteriyal topluluklarin, miize ve kiitliphanelerde zararli1 bocekler arasinda yer alan
bazi Lepidoptera ve Coleopteralarin (Querner, 2015) mikrobiyomu ile benzerlik
gosterdigini belirtmistir (Pavlovic v.d., 2023). Calismada tanimlanan Staphylococcus,
Bacillus, Micrococcus ve Pseudomonas cinsi liyeleri siklikla bu bocek takimlarindan
izole edilmistir. Glimiis¢iin (Lepismatidae ailesi), kitap biti (Liposcelididae ailesi) ve
akarlar (Pyroglyphidae ailesi) materyallerin {izerindeki kif mantarlar ile
iliskilendirilmistir (Green ve Farman, 2015). Sekil 2.2.’de goriilen kitap tizerinde
beyaz renkli kiif mantar1 kolonilerinden bant teknigi ile alinmig 6rneklerin mikroskop
incelemesinde, Eurotium sp. ve akarlar goriintiilenmistir (Yayinlanmamis veri).
Eurotium sp. sporlarinin havadaki yayilim potansiyelinin diisiik oldugu diistiniilmiis,
bu nedenle Eurotium kiif mantar: tiirlerinin yayilimi ve gelisimi toz ve akarlarla

iligkilendirilmistir (Samson ve Lustgraaf, 1978 ).

Sekil 2.3 A)Sirt kisminda beyaz renkli kiif gelismis bir yazma eser. B) Yazma eser iizerinden bantla
ornek alinmas1 C) Mikroskop altinda Eurotium sp. X50 goriintiisii D) Kiiflerden alinan 6rneklerde x50
biiylikliikte mikroskop altinda goriilen akar.



Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, tanimlamalarin yapilmasiyla mikrobiyal flora
ortaya c¢ikarilmig fakat tanimlanan bakteriyal topluluklarin tarihi kitaplar tizerindeki

potensiyel biyobozucu giicii ve materyalle etkilesimleri hakkinda bilgi eksik kalmistir.

Yazma eserlerin iki temel unsuru olan metin kismindaki kagit ve cilt kapaklarindaki
deri, iceriklerindeki organik ve inorganik materyallerin varlig1 ile bakteriler ve kiif
mantarlart i¢in gelisim ortami olmus ve mikrobiyal gelisim siireci igerisinde biiyiik

tahribatlara ugramistir.

2.1 Kagit:

Kagit 1. yiizyilda Cin’de bulunmus, 8. yiizyildan sonra Islam cografyasinda ve 12.
yiizyildan sonra da Avrupa’da iiretilerek en ¢ok kullanilan yazim materyali haline
gelmistir (Hubbe ve Bowden, 2009). Kagit temelde selillozdan ve yapiminda
kullanilan farkli malzemelere gore de lignin, hemiseliiloz, pektin, tanen, protein ve
mineral iceriklerinden olusmaktadir. Kagidin yapim asamasinda gozeneklerin
doldurulmasi i¢in hamuruna kireg ve Kil eklenmis, miirekkebin dagilmasini 6nlemek
ve yazimi kolaylastirmak icin yiizeyi nisasta, jelatin, sentetik polimer ve yumurta aki1
gibi maddelerle muamele edilmistir (Capitelli ve Sorlini, 2010). Bu maddelerin varlig
kagidin yapim tarihine, teknigine ve cografyasina gore degisim goOstermektedir.
Kagidin mikrobiyal bozunmasiin kagidin o6zelliklerindeki farkli faktorlere bagh
oldugu gosterilmistir. Seliilozun depolimerizasyon derecesi, selillozun kristalin ve
amorf bolgeleri arasindaki oran, yapiminda kullanilan limyasal ya da mekanik
hamurun varligi (6rn. odun hamurunda bulunan lignin), kagidin hamurunda ve
yiizeyinde bulunan nisasta, jelatin, kazein, re¢ine gibi hayvansal ya da bitkisel kokenli
maddeler, iiretiminde kullanilan kaolin, kalsiyum karbonat gibi dolgu maddeleri ve
olasi diger yiizey uygulamalari kagidin biyobozunurlugunu arttirmakta ya da
azaltmaktadir (Florian, 2002; Pinzari v.d., 2021). Kagidin farkli mikroorganizmalara
karst  hassasiyetinde;  kagidin  fiziksel-kimyasal ~ Ozelliklerinin ~ disinda
mikroorganizmalarin gelismesi igin gerekli 151k, bagil nem ve sicaklik gibi ¢evresel
faktorlerin birbiriyle ve kagitla etkilesimi de etkili olmustur. Mikroorganizmalar
metabolik aktiviteleri i¢in suya ihtiyag duyarlar. Su aktivitesi, bir materyalin
igerigindeki suyun buhar basincinin, ayni sicaklikta saf suyun buhar basincina orani

olarak tanimlanmaktadir (Allen, 2018). Su aktivesi degeri materyalde bulunan ve diger
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organizma ya da materyallerle reaksiyona girebilen “serbest su” miktarini
belirlemektedir. Su aktivitesi degeri 0,60 mikrobiyal gelisme i¢in alt limit olarak
degerlendirilmektedir. 0,55 ‘in altinda tiim metabolik aktivitenin durdugu ve DNA’nin
denatiire oldugu belirtilmistir (Szczepanowska, 2023). Tiim mikroorganizmalarin
aktivitelerinin inhibe edildigi belirli su aktivitesi degerleri vardir. Bunlar, cogu bakteri
i¢in <0,9, ¢cogu maya i¢in <0,8, cogu kiif mantari i¢in <0,7 oldugu belirilmistir. Kagit
higroskobik bir materyaldir. Normalde diisiik su aktivitesine sahip olan kagidin
gozenekli hidrofilik yapist bagil nemin yiiksek oldugu ortamlarda su ve oksijeni
tutmast nedeniyle kagidi bakteriler i¢in gelisim ortami haline getirir. Kagidin
higroskobik ve go6zenekli yapisi kagidin bioreseptorliigiinii etkilemekte ve nemli

ortamlar hizl bir sekilde kagidin mikrobiyal tahribatlarini hizlandirmaktadr.

2
\ =
.
\\
F3
o °
[+] Oy
o o
z < x
[ N
Q
o °O
Q Q
x
02 o2
x
ﬁ R
o x B
o °o
ﬂ%:
/
o s e S

W 3

EV RS 3

prraac i nte cocnesminecon

1R¥iRTRNe

!
|
il

Paper relics

oh
il
0
£
3

- e . e e e e e

| ¥ b ) \ OH |
. l :
A, | /C° < ;° %™ HO '
‘.\ "\\{* o : { S P8 Glucose Arsbinose :
"'\{’ \ l oM OM l
/ D i
\ ‘0 = . e : :ﬁ? ’nC? HO. :O HO. o :
;1 » \ ¥ | OH HO' OH OH OH |
‘\\ :\ oM oM oM
A \\. ' Galactose  Rhamnose  Xyiose  Mannose |
\\\ S \ Hemicellulose /
o 0 ‘\\\ ,’ ::IZ:: gl xesn e e eeatiu e o e pesdirn e sl
\\ 7% = 5
\ / " :
i [ OMe HO. o4 R |
® Fillers ' | on "o .
| o OH o |
Hemicellulose ~—— I 4 OMe OMe R |
L/ I | on om p-Coumaryl R', R w H |
l.ignin % 4 | Coniferyl R'=OMe, Ri=H|
; | HO O Sinapyl R R'=OMe |
Cellulose I o i alcohol (
I - = I
\ /
\ Lignin p

Sekil 2.4 Kagidin ¢ok katmanli yapisi ve kimyasal bilesimi (Zhang v.d., 2023).

Kagidin temel bileseni olan seliilozun yapis1 ve mikrobiyal bozunmasi;

Bitkilerde hiicre duvarinin 6nemli bir bilesimi olan seliilloz, binlerce D-glukoz
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tinitelerinin B(1-4) glikozidik baglariyla baglandig: lineer bir polisakkarittir. Polimer
zincirler birbirlerine hidrojen baglartyla paralel sekilde baglanarak lifleri
olusturmaktadir. Seliiloz lifleri kristalin ve amorf bolgeler igermektedir. Kristalin
bolge giiclii hidrojen baglar1 igermekte ve direncli bir yapiyr olusturmaktadir. Amorf
bolgeler ise daha diizensiz yapiya sahiptir ve kolay par¢alanmaktadir (Lee v.d., 2014).
Sekil 2.5’de seliilozun yapis1 ve nanokristallere pargalanmasi gosterilmistir. Paralel
cizgiler kristalin bolgeleri, dalgali ¢izgiler amorf bolgeleri gostermektedir (Lee v.d.,
2014). Dogal seliiloz daha az amorfik bolgeleri olan kristalin yapidadir. Lignin
bulunmayan selilloz daha fazla amorfik bdlgeye sahiptir ve mikroorganizmalar

tarafindan bozulmalara kars1 daha elverislidir.

Crystalline region

Depolymerisation | Acid hydrolysis

= S ==
== == =

Individual cellulose nanocrystals

Sekil 2.5 Seliiloz liflerindeki amorf ve kristal bolgeler.

Kagidin bozunmasi temelde seliilozun hidrolizi ile ger¢eklesmektedir. Seliilozun
hidrolizinde rol oynayan seliilazlar; sellobiohidrolaz i¢eren endo-B-1,4-glukanaz ve
exo-1,4-B-glucanase ve B-glilozidazlardan olusan bir grup enzimdir (Jayasekara ve
Ratnayake 5). Endo 1,4-B- glukanaz seliilozu pargalayarak rastgele serbest uglar iiretir.
Exo-1,4-B-glukanaz linner zincirin azalmayan uglarindan sellobiyoz birimleri ve 8-
glukoz dimerleri ayirir ve B-glilozidaz glukozun olusturmak i¢in sellobiyozu hidrolize
eder. Sekil 2.6 ve Sekil 2.7’de seliilozun seliilaz enzimleriyle glukoza par¢alanmasi

gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Seliiloz makromolekiiliiniin sellillaz enzim gruplariyla asamali olarak glukoza par¢alanmasi
Fungus, bakteriler ve actinomycetesler bu enzimleri salgilayan dogal

mikroorganizmalardir. Cogu bakteriyal seliilotik enzimler Bacillus, Acinetobacter,

Cellulomonas ve Clostridium turlerinden sentezlenmektedir.
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Sekil 2.7 Seliilazlarin (endoglukonaz, Ekzoglukonaz ve B-glikozidaz) ve LPMO (AA9 ya da 10)
enzimlerinin sinerjtik etkilesim yoluyla seliillozun enzimatik degradasyonu



2.2.Cilt:

Hayvan derileri insanlar tarafindan ¢ok uzun yillar farkli amaglarla kullanilmistir.
Deri, yazma eserlerin cilt kapaklarinda ve yazim materyali olarak parsomen seklinde
bulunmaktadir. Daha ¢ok Avrupa’da yazim materyali olarak kullanilan parsomen
derinin farkli islemlerden gegirilmesiyle iiretilmistir. Yiiksek pH derecesi nedeniyle

deride bakterilerin gelisimi mantarlardan daha ¢ok goriilmektedir.

Derinin temel bileseni kolajen hayvanlarda en sik bulunan proteindir. Igerdigi amino
asit ve karbon saprofitik bakteriler i¢in énemli bir gelisim kaynagidir. Bakteriyal
prolitik enzimlerin aktivitesi sonucu farkli hayvanlardan elde edilen yas ham deri
kolaylikla bozulmaktadir. Bakteriyal gelisimi durdurmak ve bozulmayr onlemek
amaciyla deriyi kurutma, tuzlama ve asitle temizleme iglemleri gergeklestirilmektedir.
Derinin 6zellikle parsomenin i¢erigindeki protein yapiya ragmen higroskobik materyal
olmasi nedeniyle i¢eriginde mikroorganizmalarin gelismesi i¢in gerekli olan su miktari
distiktiir. Derideki degradasyon siireci, ¢evresel bagil nemin %65 ve materyalin su
iceriginin %15’in iizerinde oldugu zaman ger¢eklesmektedir (Florian, 2007). Yapilan
calismalara gore parsomenlerin bozulmalarinda bakteriyal grup olarak Actinomycetes
bozulmalarda etkilidir. Actinomycetes kolajenaz da dahil bir¢ok enzim iiretebildigi
bilinmektedir (Blyskal v.d., 2017).

Derinin yapisindaki lifler ve lif demetleri kolajen proteinleri tarafindan olusmaktadir.
Uclii-heliks yapiya sahip kolajen proteininde dallanmamis makromolekiiler zincirlerin
her birinde 1000 den fazla amino asit bulunmaktadir. Sekil 2.8’de kolajenin yapisinda
bulunan 3 farkli amino asit ve amino asit bilesimi goriilmektedir. Deri, bazi1 bakteriler
tarafindan saliman kolajenaz gibi 6zel proteinazlarla parcalanabilir. Bakteriyal
kolajenazlar kolajeni bir¢cok bolgededen kirarak peptidlerine ayirmaktadir (Hoppe v.d.,
2021). Sekil 2.9’da kolajenin kolajenazin peptidlere pargalanmasi gosterilmistir.
Parsémenin degradasyonu da amino asit zincirlerinin oksidatif kimyasal reaksiyonu

ve peptidlerin hidrolitik kirilmasini igeren kimyasal siireclerle gerceklesmektedir
(Florian, 2007).
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Sekil 2.9 Kolajenin kolejanaz enzimiyle peptidlere ayrilmasi

Tabaklama materyalleri; yag ve aldehitler, mineraller, bitkisel tabaklama seklindedir.
Tabaklanmig deriler bakteriyal bozulmalara kars1 direngli olduklar1 halde kiiflenmeye
karst daha hassastirlar. Yapilan ¢alismalarda tabaklamada kullanilan bitkisel
ekstraktlar, krom tabaklama materyallerinden daha fazla fungal bozulmalara neden

olmaktadir. Bitkisel tabaklamada hidrolizlenebilir tanen kullanilan deriler,
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yogunlagtirilmis tanen kullanilan derilere gore fungal bozulmalara daha agiktir. Ayrica
yiiksek yag orani bulunan derilerde diistik yag orani1 bulunan derilere gore daha fazla

fungal bozulma goriilmektedir.

2.3 Yazma Eserlerdeki mikrobiyal toplulugunun tanimlanmasinda Yeni Nesil

Dizileme teknolojisi

YND Teknolojileri, DNA’nin uygun maliyetli ve yiiksek verimlilikte dizilenmesini
miimkiin kilmistir. YND’nin antik DNA ve tarihi materyallerle kullanilmasiyla birlikte
parsomen ve kagit esasli yazma eserler lizerindeki mikrobiyal topluluklarin
tanimlanmasina yonelik Molekiiler Biyolojik Tekniklerine dayali ¢aligsmalar artmstir.
Son yapilan calismalarda YND teknikleri ile ylizyillar boyunca eserler iizerinde
gelismis canli ve Oli mikroorganizmalar filogenetik simiflandirma ile tespit
edilebilmistir. Tablo 2.5’de yazma eserlerde YND kullanilarak yapilmis ¢alismalar ve

kullanilan YND platformlar: verilmistir.

Tiim genomun dizilenmesiyle (WGS) gergeklestirilen Shot-gun metagenomiks ve
hedef amplikon dizileme analizleri farkli ¢aligmalarda kullanilmistir. Hedef amplikon
dizilemede sadece spesifik marker genler YND ile dizilenmis ve veritabanlarindaki
referanslar ile karsilagtirilmistir. Bakterilerin taksonomik siniflandirilmasinda yiiksek
oranda korunmus olan 16S TrRNA gen dizisi, mantarlarin taksonomik
siiflandirilmasinda internal transcribed spacer (ITS) 1 ve 2. bolgeleri, 18S rRNA ve
28s rRNA gen dizileri kullanmilmistir. WGS ile 6rneklerden izole edilen tiim DNA
kiitliphanesinin dizilenmesi gergeklestirilmistir. Bdylece WGS ile taksonomik
siniflandirmanin yaninda bakteri ve mantarlar tiir bazinda tanimlanabilmektedir.
Illumina ve Pyrosequencing gibi ikinci Nesil Dizileme ile yapilan ¢alismalar disinda
Ugiincii Nesil Dizileme olarak goriilen Oxford Nanopore Teknolojisiyle gelistirilen
MmiON platformuyla da tanimlama caligmalar1 yaplmistir. Pinar’a gore tarihi
kitaplardan elde edilen 6rneklerde DNA izolasyonunun konsantrasyonun diisiik olmasi
nedeniyle Ugiincii Nesil Dizileme Platformlar1 bu tarz ¢alismalarda daha etKili

olmustur.
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Kagitta meydana gelen ve “foxing” olarak adlandirilan ve bir tiir mikrobiyal bozulma
oldugu diisiiniilen kahverengi lekelerden ekstrakte edilen DNA iizerinden yapilan
metagenomik analizlerde baskin bakteri ve mantar tiirleri tanimlanmistir. Calismada
baskin tiirler bakterilerde Ralstonia sp. ve Gluconobacter sp., mantarlarda Phoma sp.
ve Cladonia sp. olarak tespit edilmistir (Szulc v.d., 2018). Mikroorganizmalarin foxing
lekelerinin olusumunda direk etkili olmadiginin belirtildigi ¢aligmada, Szulc v.d.
foxing lekelerinin olusumunda mikroorganizmalarin bozucu aktivitesinin, leke
tiretiminin ve kagitta selillozun oksidasyonuna bagli olarak gerceklesen kimyasal

degisimlerin birlesiminin etkili oldugu hipotezini kurmustur.

Leonardo da Vinci’ye ait cizimler iizerindeki mikrobiyal topluluklar Ugiincii Nesil
Dizileme teknikleri ile MiniON platformunda tanimlanmustir (Pinar v.d. 2020b). Tim
Genom Dizileme ile elde edilen mikrobiyom gesitliliginin, ¢izimlerin tarihi biyo-
arsivini olusturdugunu ve ¢izimlere spesSifik oldugu bildirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore bakteriler mantarlara gore daha sik goriilmiistir. Tanimlanan
bakterilerin insan mikrobiyomunun bir pargasi olmasi ¢izimlerin 6zellikle restorasyon
esnasinda yogun bir sekilde ele alinmis oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak da
tanimlanan diger bakteri tiirlerinin boceklerden ve bocek atiklarindan bulagmis
olabilecegi diistiniilmiistiir. Cizimlerde tespit edilen mikrobiyal cesitliligin farkli

olmasi farkli miizelerde olduklart i¢in cografi farkliliktan etkilendigi vurgulanmistir.
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Tablo 2.2 Yazma eserlerde Metagenomik ve YND analizleryle yapilan ¢alismalar

Ornegin kaynagi Hedeflenen gen dizisi bolgesi | NGS Platformu Kaynak

Kagit parcasi Bakteriyal 16S rRNA V3-V4 | Illumina platform Szulcv.d., 2018
bolgesi Illumina MiSeq
Fungal ITS1 bolgesi

Kagit Parcasi Bakteriyal 16S rRNA Illumina platform Krakova v.d., 2017
Fungal 28S rRNA Illumima MiSeq

Kagit Parcasi Bakteriyal 16S rRNA Illumina platform Raesnia v.d., 2022

+ Fungal ITS bolgesi Illumima MiSeq
Swab
Kagit yiizeyinden Bakteriyal 6S rDNA Illumina platform Zhou v.d., 2024

Swab ile 6rnekleme

Fungal ITS rDNA

Illumina MiSeq

Kagit yiizeyinden Bakteriyal 16S rRNA Nanopore Ugiincii nesil Pavlovic v.d., 2023
steril nitoseliiloz Fungal 28S rRNA dizileme platformu
membran ile MiniON
ornekleme
Pargomen parcasi Tiim genom Dizilenmesi Illumina Platform Pinar v.d., 2020a
+ (WGS) Illumina HiSeq 2500

Parsomen yiizeyinin
silinmesiyle elde
edilen

silgi parcalar:

Shot-gun Kiitiiphanesi

Kagit yiizeyinde
mikro aspirasyon
yontemiyle toplanan
toz partikiilleri

ve mikrobiyal
hiicreler

Tiim Genom Dizilenmesi
(WGS)

Nanopore Uciincii nesil
dizileme platformu
MiniON

Pinar v.d., 2020b

Parsomen parcasi

16S rRNA geni

Pyrosequencing Platform
454-pyrosequencing

Migliore v.d., 2017

Parsomen pargasi

16S rRNA geni V4 bolgesi

Illumina platform
Illumina MiSeq

Migliore v.d., 2019

Parsomen yiizeyinin
silinmesiyle elde
edilen silgi parcalari

Tiim Genom dizileme
(WGS)

Shot-gun

metageno

mik

Illumina platform
Illumina Nextseq

Cappav.d., 2022

Parsomen yiizeyinin
silinmesiyle elde
edilen silgi parcalari

Tim Genom Dizileme

Illumina platform
Illumina MiSeq

Teasdale v.d., 2017

Hayvan derisinden iiretilmis bir materyal olan parsdmen uzun yillar yazzim malzemesi
olarak kullanilmistir. Parsomende de kagitdaki gibi mikrobiyal bozulmalar meydana
gelmistir. Parsomenlerde sik goriilen Ust katmanin ayrilmasina ve yazili metnin
kaybina neden olan pembe renkli lekelerde YND teknolojileri kullanilarak yapilan

calismada biyobozucu ajanlar tanimlanmistir. Migliore v.d. tarafindan tanimlanan
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mikroorganizmalar ile mikrobiyal ardillik modeli ve tahribat mekanizmasi ortaya
cikarilmaya calisiimistir (Migliore v.d., 2019) Calismada; parsdmenin yapim
asamasinda derinin tuzlanmasiyla birlikte gelisen halofilik ve halotolerant
mikroorganizmalarin yiizyillar 6ncesinden ilk kolonicilestiriciler oldugu belirtilmis,
ikincil kolonilestiricilerin birincil kolonilestiricilerin ortama saldiklar1 metabolit ve
parcalanmis hiicresel bilesenler iizerinden gelisen bakteriler oldugu gosterilmistir.
Daha ¢ok c¢evresel kontaminant Actinobacteria tiirlerinin tanimlandig ikincil
kolonicilestirici bakterilerin tahribatsiz alanlardan da izole edilmesi parsdmenin
bozulmasinda tuzlanma asamasinda bulagan bakterilerin Onciiliik ettigini
diisiindiirmiistiir. Deriyi clirlimekten korumak i¢in yapilan tuzlama islemi deriye
bakteri bulagsmasina neden olmus ve zaman icerisinde deride diger
mikroorganizmalarin gelismesine de imkan saglamistir. Bu c¢alisma parsomen
tizerindeki tahribatlar1 mikrobiyal ardillik modeliyle tanimlamasi nedeniyle dnem
kazanmistir (Migliore v.d. 2017). Tim Genom Dizileme analizleriyle yapilan
calismada kiliselerde okutulan bir yazma eserde insan derisinde ve burun i¢inde
bulunan bakteri tiirleri tespit edilmistir. Eserde en sik goriilen bakteri tiirleri, insanda
akneye neden olan Propionibacterium tiirleri ve Staph enfeksiyonuna neden olan
Staphylococcus tiirleri olarak tanimlanmistir. Eserin kiliselerde farkli insanlar
tarafindan sik sik ele alinmais, yiize siiriilmiis ve 6piilmiis olmasindan dolay1 bu tiirlerin

baskin oldugu bildirilmistir (Teasdale v.d. 2017).

Krakov v.d., mikrobiyal ¢esitlilik analizlerinde kiiltiir bagimsiz Illumina Miseq
kullanilmasinin klasik kiiltiire dayali metodlarin kullanilmasina gore daha yiiksek
biyogesitliligin saptanmasinda etkili oldugunu gostermistir (Krakov v.d., 2017).
Kiiltiir bagimsiz YND caligmalarinda besiyeri ortaminda gelisme gostermeyen bakteri
ve fungus familya ve cins diizeyinde tanimlanmustir. iki tarihi parsomende Illumina
Hiseq dizileme platformu kullanilarak Shot-gun metagenomik analizler yapilmistir.
Parsomendeki tahribata neden olan halofilik ve halotolerant mikroorganizmalarin
DNA dizileri tespit edilmistir. Tanimlanan Nocardiopsis, Gracilibacillus ve
Saccharropolyspora tiirlerinin ve Aspergillaceae familyasi iiyelerinin parsémenin
biyobozulmasina neden olabilecek enzimatik kapasiteye sahip oldugu belirtilmistir.
Metagenomik analizlerde niikleik asit dizilemesi sonucu ilk defa bir yazma eserde bir
virlise ait baz dizisi tespit edilmistir (Pinar v.d, 2020a). Dizilerin ¢ogunlugu dsDNA
Propionibacterium phage-P101A viriisii ile iliskilendirilmistir. Ug tarihi parsdmen
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tizerinde mikrobiyal kontminasyonun tanimlanmasina yonelik yapilan farkli bir
calismada, tahribatsiz alandan ve farkli derecelerdeki tahribatli alanlardan alinan
orneklerde biyolojik bozulmanin hangi asamalarla meydana gelebilecegine dair
mikrobiyal ardillilk modeli kurulmustur (Migliore v.d., 2019). RAMAN ve
metagenomik analizlerin gergeklestirildigi disiplinler arasi1 ¢aligmada; YND Illumina
platform ile Halobacterium salinarum DNA dizisi tanimlanmistir. Buna gore,
parsdmenin yapim asamasinda derinin tuzlanmasiyla birlikte gelisen halofilik ve
halotolerant mikroorganizmalarin ytlizyillar dncesinden ilk kolonicilestiriciler oldugu
ve ikincil kolonilestiricilerin, birincil kolonilestiricilerin ortama saldiklar:t metabolit ve

pargalanmis hiicresel bilesenler iizerinden gelisen bakteriler olduklarini gostermistir.

Kiiltir temelli teknikler eserlerden izole edilen mikroorganizmalarin fizyolojik ve
biyokimyasal potansiyellerinin anlasilabilmesi igin kiiltiir bagimsiz tekniklerle birlikte
siklikla kullamlmistir (Tarsitani v.d., 2014; Krakova v.d., 2017).

Bu c¢aligmalarla canli ve cansiz tiim mikrobiyal toplulugun tanimlanmas: ile
mikrobiyal ardilligin kurulmasi ve tahribatin kaynaginin bilinmesi agisindan
metagenomik analizler 6nem kazanmistir. Taksonomik tanimlama ile biyokimyasal
stiregler hakkinda bilgi edinilmese de potansiyel mikrobiyal bozucularin metabolik
islevselligine yonelik (hangi mikroorganizma gruplarinin bozulmalardaki etkisi) veri
saglamaktadir. Tablo 2.3’de Ikinci ve Uciincii Nesil Dizileme Platformlariyla

tanimlanan bakteri cinsleri tablo halinde verilmistir.
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Tablo 2.3 Yazma ve Nadir Matbu Eserlerde Metagenomik analizlerle en sik tanimlanan bakteri

cinsleri. 1-10 aras1 yapilan ¢aligmalar.

Bakteri Cinsi Kagit Parsomen Referans
Acidovorax 5
Acinetobacter 2,5,7 3,4,6
Actinomyces 4
Aerococcus 1
Aeromonas 3
Agrobacterium 8
Aliivibro 34
Alkalimonas 2
Alkandiges 2
Allomonas 3
Alcanivorax 7
Amycolotopsis 2 1-Cappa v.d
Anabaena ! 2-Kr§|§ova v.d.,
Anaerococc_us 5 3- Migliore v.d.
Aguabacterium 5 4-Migliore v.d.
Arthrobacter 8 5- Pavlovic v.d.
Aurantimonas 8 6-Pinar v.d.
Bacillus 2,5,7,8,9 7-Pinar v.d.
Brachybacterium 8 4 8-Raeshia v.d.
Bradyrhizobium 5 9-Szulc v.d.
Brevibacillus 9 4 10- Zhou v.d.
Brevibacterium 8 4.6
Brevundimonas 6
Buchnera 7
Burkholderia 7,9
Carnobacterium 8
Caulobacter 57
Cellvibrio 8
Cladonia 9
Christensenellaceae 10
Citricoccus 8
Cornobacteriacreae 6
Corynebacterium 2,5 3,6
Cryobacterium 7
Cupriavidus 7
Cutibacterium 57
Delftia 9
Dermabacteracae 6
Dolosigranulum 1
Escherichia/Shigella 2,78 3
(E. Coli)
Enhydrobacter 3,6
Enterobacter 2,8 6
Enterococcus 2 3
Finegoldia 5 3
Gemella 1,3,6
Gluconabacter 5
Gracibacillus 6
Granulicatella 1
Haererehalobacter 8
Halobacillus 6
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Tablo 2.3 Yazma ve Nadir Matbu Eserlerde Metagenomik analizlerle en sikm tanimlanan bakteri
cinsleri. 1-10 aras1 yapilan ¢aligmalar.

Bakteri Cinsi Kagit Parsomen Referans

Halomonas 3,4

Hyphomicrobium 5

Intrasporangium 7

Isosphaera 7

Kocuria 1

Lactobacillus 2,7,10

Lactococcus 7

Leuconostoc 7 6

Lysinibacillus 9,10

Massilia 2

Marinomonas 3

Megasphera 6

Methylovulum 7

Methylobacterium 5,10 4

Microbacterium 2 4

Microbiospora 8 ;ﬁ?gﬁg\/\;%’ 4

Micrococcus 1,3 - Miali ' d

Moraxella 5,7 2 '\I>I/!|g.|ore -
: -Migliore v.d.

Mycobacterium 2,7 5- Pavlovic v.d.

Nocardia ! 6-Pinar v.d.

Nocardiopsis 6 7-Pinar v.d.

Neiseseria 6 8-Raesnia v.d.

Oryzihumus 2 9-Szulc v.d.

Oscillatoria 7 10- Zhou v.d.

Paenibacillus 4

Pandoraea 4

Pannonibacter 7

Pantoea 2 6

Paracoccus 57,8

Pedobacter 6

Phoma 9

Photobacterium 3

Porphyromonas 6

Prevotella 6

Promicromonospora 5,8

Propionibacterium 1,6

Proteus 7

Pseudomonas 5,7,8,9 3,4,6

Pseudoalteromonas 3

Psychrobacillus 5

Psychrobacter 7

Ralstonia 579

Rheinheimera 8 3

Rhizobium 5

Rothia 5 1,6

Rubrobacter 10

Saccharomonospora 6

Saccharomyces 9

Saccharopolyspora 2 1,6

Salinibacterium 8

Salinicoccus 1

Salmonella 7

Sediminibacterium 5
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Bakteri Cinsi Kagit Parsémen
Shewanella 3,4
Sphingobacterium 6
Sphingomonas 5,8 4
Sphingopyxis 7
Staphylococcus 2,5,7,9,10, 1,3,4,6
Stenotrophomonas 2,7 4
Streptococcus 2,5,7,10, 1,3,4,6
Strepromyces 2,7
Thermonospoceae 6
Undibacterium 5
Xenorhabdus 7
Xanthomonas 4
Vibrio 3,4
Virgibacillus 8
Yaniella 6

1-Cappa v.d.,
2-Krakova v.d.,
3- Migliore v.d.
4-Migliore v.d.
5- Pavlovic v.d.
6-Pinar v.d.
7-Pinar v.d.
8-Raesnia v.d.
9-Szulc v.d.
10- Zhou v.d.
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3. MiKROBIiYAL KONTAMINANTLARIN TANIMLANMASI

3.1. Ornekleme (Sampling)

Yazma eserlerin biitiinliigiiniin bozulmamasi i¢in 6rnek alma iglem tahribatsiz ya da
mikro tahribatli olmalidir. Bu nedenle daha ¢ok steril swablar ve nitro seliiloz
membran kullanilmaktadir (Cappitelli v.d., 2010). Fakat 6rneklerde analizler i¢in
gerekli mikrobiyal yogunluk azdir. Ozellikle metagenomik analizlerde
mikroorganizmalar kiiltiire alinmadig i¢in analiz i¢in gerekli olan mikrobiyal DNA
ornegin kendisinden izole edilmektedir. Yazma eserlerde bu 6rnek ¢ogunlukla tahribat
nedeniyle kopmus ve restorasyon ile yerine konulamayacak olan minik kagit ya da deri
parcalaridir. Metagenomik analizler i¢in kagit pargasinin alimmasinin miimkiin
olmadigi durumlarda PVC silgilerin kullanildigi yeni bir method gelistirilmistir
(Fiddyment v.d., 2019). Bu 6rnek alma metodunda parsomen sayfalarin yiizeylerinin
PVC silgilerle silinmesi sonucu olusan silgi artiklar1 toplanarak DNA ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir.  Farkli  bir calismada mikro-aspirasyon yontemiyle kagit
yiizeyindeki toz ve mikrobiyal hiicreler toplanarak, filtreler iizerinden DNA
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir (Pinzari v.d., 2020b). Pinzari v.d’nin ¢alismalarinda

gerceklestirdigi orneklemeye ait gorseller Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Pinzari v.d.’nin ¢calismasinda metagenomik analizler igin gergeklestirdigi mikro aspirasyon
ornekleme yontemi
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3.2. Kiiltiir Temelli Teknikler

Kiltiir temelli teknikler mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in yapilan en eski
yontemlerdendir. Bakterilerin standart laboratuvar sartlar1 altinda ve se¢ili mediada
gelisim gostermesine ve gorlinlir koloniler olusturmasima dayali bir yontemdir.
Standart kosullar disinda 6zel besin, pH kosullari, inkiibasyon sicakliklar1 ve oksijen
seviyesine ihtiyag duyan zor gelisen mikroorganizmalar i¢in kosullar
saglanamadiginda gelisim goriilmemektedir. Bu nedenle ¢evrede var olan
mikroorganizmalarin sadece %1°i laboratuvar ortaminda kiiltiire alinabilmekte ve

tanimlanabilmekte oldugu diisiiniilmektedir.

Mikrobiyolojik analizler sadece standart laboratuvar ortaminda kiiltiire alinabilen
mikroorganizmalar ile ¢aligildig1 icin mikrobiyal toplulugun ¢esitliligi hakkinda kisith
bilgi saglamaktadir. Ayrica mikrobiyolojik yontemler ve biyokimyasal testler ile
tanimlamalar uzun stirmekte, is giicii gerektirmekte ve cok sayida sarf malzemesi
kullanilmakta buna karsilik siniflandirmanin bazi durumlarda gegerliligi ve dogrulugu

tartistlmaktadir (Gilingér, 2015).

Mikroskobik ve makroskobik tamimlamaya dayali geleneksel Kkiiltiir temelli
yontemlerde tanimlamalar biyokimyasal analizlerle de desteklenmektedir. Mikrobiyal
topluluklarin tanimlanmasinda kiiltiirlerden izole edilen bakteriler iizerinden
molekiiler biyolojik teknikler ve GC-MS, LC-MS, MALDITOF-MS gibi
spektroskopik  yontemlerle biyomarkerlarin  analizine dayali  teknolojiler

kullanilmaktadir.

3.3 16S rRNA Amplifikasyonu ve Sanger Dizileme

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda ribozomal RNA (rRNA) genlerinin (16S
bakteriler i¢in, mantarlar icin 18S rRNA) amplifikasyonu ve dizilemesine dayali
molekiiler analizler 1990’I1 yillardan itibaren kullanilmaktadir. “Birinci Nesil
Dizileme” olarak bilinen Geleneksel Sanger Dizileme yontemi PCR amplifikasyonu,
uriin kalitatif tespiti ve jel elektroforezle ayristirma, ethanol ¢oktiirmeyle
amplikonlarin saflastirilmasi, amplikon dizileme ve son olarak kapilari elektroforez
seklinde gergeklestirilmektedir. Elde edilen diziler BLAST ile GenBank
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veribankasinda (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.) c¢alisilan organizmanin

referans genleriyle karsilastirilarak benzerlik orani en yiiksek olan cins ya da tiir

secilmektedir.

Bakteriyal taksonomik ¢esitliligin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda bakteriyal
16S rRNA geni siklikla kullanilmaktadir (Fukuda v.d, 2016). Tiim prokaryotlarda
bulunan ribozomun 30S kiigiik alt biriminin bir parcasi olan 16S rRNA geni yaklasik
olarak 1500 b¢ uzunlugundadir. Cogu bakteri arasinda hiper degisken ve yiiksek
oranda korunmus bolgeler bulunmaktadir. Sekil 3.2°de gri (V1- V9) ve beyaz kutular
korunmus ve hiper degisken bolgeleri gostermektedir (Fukuda v.d., 2016).
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Sekil 3.2 Ribozom kompleksi ve 16S rRNA geni semasi1. Ok isaretleri ile E. Coli 16S rRNA gen dizisindeki

tiniversal primerler gosterilmistir.

Degisken bolgelerde liniversal primerler olusturulmustur. Korunmus bdlgeler

primer baglanma bdolgeleri olarak kullanilmaktadir.

3.4. Metagenomik Analizler

Mikroorganizmalar dogal ortamlarinda fiziksel (biyofilm seklinde) ve metabolik
olarak birbiriyle baglantili kompleks topluluk halinde bulunabilirler. Mikrobiyal
topluluktaki her bir iliyenin tanimlanmasi kiiltiir temelli tekniklerle miimkiin

olmamaktadir. Metagenomik, bir 6rnekteki kiiltiire edilebilen ya da edilemeyen tiim
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mikrobiyal toplulugun direkt olarak dogal ortaminda DNA analizleriyle
tanimlanmasidir. Metagenomik analizlerle mikrobiyal topluluktaki 6lii ya da canli tiim
hiicrelerdeki DNA i¢in taksonomik veri elde edilebilmektedir. Metagenomik
caligmalar; DNA ekstraksiyonu, DNA’nin Polimeraz Zincir Reakisyonu (PCR) ile
amplifikasyonu, Metagenomik klon kiitiiphanesi olusturulmasi, YND teknikleri ile

amplikonlarin dizilenmesi ve biyoinformatik analizler ile ger¢eklestirilmektedir.

Herhangi bir ekosistemdeki tiim mikrobiyal toplulugun etkili bir sekilde agiga
cikarilmasi i¢in mikrobiyal DNA’nin etkili ve yeterli bir sekilde ekstraksiyonunun

gergeklestirilmesi 6nemlidir.

Metagenomik analizler, tiim genomun dizilenmesi ile Shot-gun metagenomik ve
hedef-ampllikon  dizisinin  dizilenmesi  seklinde  gergeklestirilir. ~ Shot-gun
metagenomikte tiim DNA kii¢lik fragmanlara boliinilir ve bagimsiz olarak dizilenir.
DNA dizileri mikrobiyal olmayan genomlar da dahil birgok bolgeye atanir. Bazi diziler
taksononomik bilgi iceren 16S gibi genlere, diger diziler genomdaki biyolojik
fonksiyonlar1 kodlayan genlere atanir. Sonu¢ olarak shot-gun metagenomik
mikrobiyal topluluklar hakkinda taksonomik cesitlilik ve metabolik fonksiyonlar
hakkinda veri saglamaktadir (Sharpton, 2014).

Hedef-amplikon dizilenmesi mikrobiyal topluluklarin takosonomik
siniflandirilmasinda  etkilidir.  Bakterilerin ~ taksonomik  ve  filogenetik
siniflandirilmasinda en sik kullanilan degisken bolge, 16S ribozomal RNA geninin V3
ve V4 bolgeleridir. Yeni nesil dizileme okumasindan dnce, amplikon kiitiiphanesi
hazirlig1 sirasinda PCR ile 6rnekteki 16S rRNA V3 ve V4 bolgeleri yaklasik ~460 bp

amplikon olarak ¢ogaltilir.

YND ile paralel dizileme teknolojilerinin gelismesi, genom ve hedef amplikon
dizilemelerini daha hizli ve diisilk maliyetli hale getirmistir. YND teknolojilerinde
farklh platformlar gelistirilmis ve yaygin olarak kullanlmistir. Ligasyon vasitasiyla
dizileme (SOLID-Applied Biosciences/Life Technolojileri), sentezleyerek dizileme
(Solexa/lllumina), yar1 iletken c¢ip taramasi (Ion Torrent/Life teknolojileri) ve

pirosekanslamadir (454/ROCHE). Ug 6nemli YND teknolojisi de belirli konumlarda
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kullanilmasini miimkiin kilan spesifik 6zelliklere sahiptir. Roche/454 platformu 800
baza kadar uzun dizi okumalar1 gergeklestirebilirken, Illumina ve SOLID platformlari
yiiksek islem hacmi ile 100 bazdan diisiik okumalar1 bile daha diisiik maliyetle
gerceklestirir (Rizzi v.d., 2013). Ugiincii nesil dizileme olan Oxford Nanopore
teknolojisinin iirettigi tek molekiil dizilemeye dayali MiniON platformu da mikrobiyal

topluluk arastirmalarinda siklikla kullanilmaya baslanmistir.

[llumina dizileme platformu sentezleyerek dizileme prensibi ile ¢aligmaktadir. DNA
ekstraksiyonundan sonra amplikon PCR, PCR iiriinlerinin saflastiriimasi, indeks PCR,
PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, Kiitiiphane miktar tayini, normalizasyon ve

birlestirilmesi ve Novaseq okumasi sirasi ile gergeklestirilmektedir. Illumina MiSeq

16S Metagenomik Dizileme is akist semast Sekil 3.2°de verilmistir

T

Yeni nesil dizileme okumasindan 6nce, amplikon kittiphanesi hazirligi sirasinda PCR ile 6rnekteki hedef dizi bolgeleri gogaltilir.

A

PCR Uriinlerinin Saflagtinimasi (Temizligi)

Manyetik boncuklar kullanilarak, primer dimerler ve serbest primerler uzaklastirilir.

indeks PCR

Dizileme basamagi 6ncesinde her bir numunenin cihaz tarafindan taninmasini ve cihaz icinde yer alan gipe (flowcell) baglanmasi
i¢in fragmente durumdaki DNA’larin ug kisimlarina adaptor denilen oligonukleotitler PCR ile baglanir .

A 4

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi (Temizligi)

Manyetik boncuklar kullanilarak, primer dimerler ve serbest primerler uzaklastirilir

Kiitiiphane Miktar Tayini, Normalizasyon ve Birlestirilmesi

Olusturulan kuttphanelerin kantifikasyonu yapilir. Normalizsayon agamasi manyetik boncukalr kullanilarak gergeklestirilir ve
kuttphaneler birlegtirlir.

Dizileme-Novaseq Okumasi

Birlestirilmis kitUphane akis hiicresine (flowcell) yerlestirilir. "Sentezleyerek Dizilme " teknolojisiyle her baz DNA kalibi Gizerinde
eklenirken tespit edilir

Sekil 3.3 lllumina Miseq 16S rRNA metagenomik dizileme is akisi semasi



Indeks PCR’da Amplikon PCR iiriinlerine, yeni nesil dizileme okumas sirasinda farkls
orneklerin ayirt edilebilmesi ve birden fazla 6rnegin tek okumada sonug verebilmesi
icin “indeks barkod” gorevi goren 6zel baz dizileri ve PCR iirlinlerinin yeni nesil
dizileme cihazindaki 6zel oligo baglanma bolgelerine tutunabilmesini saglayan
“adaptor” denilen oligo niikleotidler eklenmektedir. Sekil 3.4’de indeks PCR semasi

verilmistir.

|
Genomik DNA ya da hedef gen

Amplkon PCR

Amplikonlar

[ _ N
indeks PCR _—
pr— [ __ B

Adaptorler

Kitlphanenin Dizilenmesi

Sekil 3.4 Indeks PCR semas1

Dizileme platformu okuma verileri, *.bcl formatinda olusturulmaktadir. Bu verilerden
Bcel2fastq v.2.1 (illumina) programi kullanilarak *.fastq dosyalar1 elde edilmektedir.
fastq verileri, igerdigi index verilerine gore farkli orneklere ayristirilabilmektedir
(Demultiplexing). Kalite kontrol islemleri amacgli FASTQC programi
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanilmaktadir. Dizileme siirecinde, Fastq
okuma verilerindeki diisiik kalitedeki baz okumalari, sonraki analiz basamaklarinda
false positif sonuglara neden olmamasi igin, okumalardan ¢ikarilmaktadir. Kalite
filtreleri ve kesim islemleri icin Trimmomatic uygulamasi

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) kullanilmaktadir.
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Biyoinformatik Analizlerle 6rneklerin taksonomik olarak siniflandiriimasi, referans
dizilere gore hizalanmasi, OTU-opesyonel taksonomik iinite tespiti ve tiirlerin
benzerliklerine gore gruplandirilmasi gerceklestirilmektedir. Tanimlanan 16S rRNA
gen dizileri benzerliklerine gére “Operasyonel Taksonomik Unitelere” kiimelenir.
OTU’lar sayisal taksonomide temel birim olarak goriilmektedir. Genellikle 16S
amplikon analizleri ile milyonlarca okuma gerceklestirilmekte, bu okumalar
OTU’larla binler ve yiizler seklinde temsil edilmektedir ve tiir, cins, simif ya da
subelere atanmaktadirlar. Sekil 3.5’de okumalarin OTU’lara atanmasini gosteren sema
Bu sekildeki

kolaylasmaktadir. OTU’lar tiir diizeyinde taksonomik (OTUs) tanimlamada %97

verilmistir. kiimeleme ile amplikon veri setlerinin analizi

oraninda benzer diziler bulunmalidir.
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Sekil 3.5 YND ile elde edilen verilerin (okumalarin) OTU’lara atanmasini gosteren

sema diizeni

Referans genlerin karsilastirilmasinda SILVA ve Greengenes veritabanlari One

¢ikmaktadir. SILVA veritabanina https://www.arb-silva.de adresinden, Greengenes

veritabanina ise http://greengenes.lbl.gov/ Download/ adresinden ulasilabilmektedir.

Son yillarda YND teknolojilerindeki gelismelerle birlikte yazma eserler iizerindeki
biyolojik bozulmalarla ilgili ¢alismalarda metagenomik analizler kullanilmaya
baglanmistir. YND yontemiyle daha once laboratuvar ortaminda mikrobiyolojik
analizlerle tespit edilemeyen 58 cinse ait bakteri tanimlanmistir  (Pinzari ve
Gutarowska, 2021). Pirodizileme (Migliore v.d., 2017) ve illumina dizileme (Pinar v.d.
2020a; Migliore v.d., 2019; Perini v.d., 2019; Krakov v.d., 2017) teknolojileri ile kagit

ve parsdmen eserlerde ¢aligsmalar yiirtitiilmiistiir.
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4- MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada, Siileymaniye Yazma Eser Kiitiiphanesi’nde bulunan 2 farkl
koleksiyondaki tarihi 6 farkli yazma eserlerden o6rnek alinmistir. Mehmet Hilmi-
Fethullah Fehmi Koleksiyonu, Serez’de miiftiiliik yapmis Mehmed Hilmi ve Fethullah
Fehmi’nin (M. Hilmi ve F. Fehmi’nin sahsi koleksiyonu oldugu diisiiniilen) torunlar1
tarafindan 1970 yilinda Siileymaniye Yazma Eser Kiitliphanesi’ne bagislanmistir.
(Siileymaniye Yazma Eser Kiitiiphanesi Arsivi) Serez Koleksiyonu’ndaki yazma
eserler Serez ve civarindaki kiitliphane ve medreselerden Balkan Harbi esnasinda
toplanarak bir miiddet Sultan Ahmet Camii mahfelinde muhafaza edildikten sonra
1925 yilinda Siileymaniye Yazma Eser Kiitiiphanesine nakledilmistir. Yazma eserlerin
Serez’de ve Siilleymaniye Yazma Eser Kiitiiphanesi’nde belli bir zaman diliminde
cografi ortak kosullarda tutulmus olabilecegi diisliniilmektedir. Mehmed Hilmi-
Fethullah Fehmi Koleksiyonu 17, 54, 71, 90, 231 numarali eserlerde ve Serezli
Koleksiyonu 3647 numarali eserlerde gorsel olarak kagit ve cilt kapaklarinda yogun
mikrobiyal tahribat goriilmektedir. Yazma eserlerin tiimiinde kagit metin kisminda
kopmalar ve lekeler bulunmaktadir. Kagidin hammaddesi seliilozun degradasyonuna
bagli olarak kagit liflerine ayrilmis ve pamuksu bir goriinim almistir. Kemirgen
aktivitesine bagli olarak tahribat goriilmektedir. M.Hilmi F.Fehmi 54 numarali eserin
deri olan cilt kapaklarinda biiylik oranda parga kayiplar1 ve lekeler mevcuttur. 231
numarali eserde kemirgenlerin meydana getirdigi kemirme izleri belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Eserlerin kiinye bilgileri ve tahribat tanimlari Tablo 4.1’de ve

tahribatlarina ait gorseller Sekil 4.1°de verilmistir.

Eserler 2012 yilindan itibaren yenilenen depo ortaminda kontrollii klimatik kosullarda
tutulmaktadir. Depo alanlarinda klimatik kosullar IFLA’nin kiitiiphaneler icin
belirlemis oldugu standartlar ¢er¢evesinde sicaklik 18+2 C°, bagil nem %45-55 olacak
sekilde diizenlenmistir. Eserlerdeki yogun mikrobiyal tahribatinin ve kemirgen

hasarinin kiitiiphane ortam sartlari ve klimatik kosullar diizenlenmeden ya da
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kiitiphaneden oOnceki tutulduklar1 ortamlarda meydana gelmis olabilecegi
distinilmiistiir.
Tablo 4.1 Ornek alinan eserler hakkinda kiinye bilgileri ve tahribat detaylari
Koleksiyon isim ve Ornek Eser Hakkinda Bilgi Tahribath alan
numarasi Kodu
Seyhiilislam Catalca Ali Efendi’nin
o . fetvalar kitabi. Tarih bilgisi yok. 17- | Kagitta pamuklagma, kopmalar,parca
M.Hilmi F.Fehmi - L0 .
Koleksivonu T 18. Yiizyilda yazilmis olabilecegi kaybi, Deride pembe mor leke
5 4y diistiniilityor. olusumu, deride parca kayb1
Konusu Arap Edebiyatt. 1613
yilinda yazilmig
wimiER |
Koleksiyonu gitta parca kay P
231
Fetva Kitabi olarak basvuru
o ) kitaplar arasinda. 1422 yilinda Bas kismindan ok biiyiik parca
M.Hilmi F.Fehify T3 yazilmis. kayiplari, pamuklasma, i¢ kisimda
Koleksiyonu yipari, pamukiagma, 1¢
lekeler
17
Fetva kitabi olarak basvuru kitaplari
arasinda yer almaktadir. 1502
M.Hilmi F.Fehmi yilinda yazilmus. Baskisminda ¢ok biiyiik parca
Koleksiyonu T4 kayiplar1 ve kopmalr, Pamuklagma
71
Fetva kitaplar1 arasinda 6nemli bir
M.Hilmi F.Fehmi TS eser. 1490 yilinda yazilms. Kagitta pamuklasma, kopmalar,parga
Koleksiyonu kaybi, deride parga kaybi1
90
Konusu Arap edebiyati. 1237
yilinda yazilmis. 5
Serezli Koleksiyonu T6 Kagitta pamuklagma, lekeler ve parga
3647 kaybr

32




Sekil 4.1 A-B) 17 no’lu eserde bag kismindaki pamuk su goriiniimii almis kagit ve parga kayiplari. C) 231 no’lu
eserde kemirfen tahribati ve mikroorganizma nedeniyle meydana gelen kagit iizerindeki lekeler. D) 54 no’lu
eserde ciltte meydana gelen parga kayiplari E) 71 no’lu eserde meydana gelen lekeler ve pamuksu goriiniim.

Mikrobiyal tahribat goriilen alanlarda ph degisiminin Olgiilmesi i¢in tahribat
goriilen ve goriilmeyen alanlarda pH degeri olgiilmistiir. Kagidin pH derecesini
belirlemek amaciyla Strlic ve Kolar’in belirtmis oldugu metoda gore Ol¢iim
yapilmistir (Strlic ve Kolar, 2004). Bir damla distile su elektrod ucuna damlatilmig

ve Ph metre elektrodlar1 deger sabitlenene kadar kagit yiizeyine temas ettirilmistir.

Sekil 4.2 Eserler tizerindeki PH 6lciimleri A) Tahribath alandan 6l¢iim B) Tahribatsiz alandan 6l¢iim

33



4.1. Kiiltiir temelli Analizlerle Bakterilerin Tanimlanmasi

4.1.1 Ornek alma

Siileymaniye Yazma Eser Kiitiiphanesi M. Hilmi F. Fehmi koleksiyonuna ait 5 farkl
yazma eserden ve Serezli Koleksiyonuna ait 1 adet yazma eserden kiiltiir esasl
analizler i¢in tahribat goriilen alanlardan steril swabla (Cultiplast-LOT:Z1080A)
ornekleme yapilmistir. Ornekleme isleminde, steril swablar 10 saniye siire ile kagit
yilizeyine temas ettirilmis ve koruyucu tiiplerin igerisine konularak laboratuvara

tasinmigtir. Her bir eser i¢in 2 6rnekleme islemi gerceklestirilmistir. Sekil 4.2 de

eserlerden steril swabla 6rnek alinmasi gosterilmektedir.

Sekil 4.3 Eserlerden steril swaplarla 6rnek alinmasi
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4.1.2 inokulasyon ve Inkiibasyon

Steril swablarin 5 ml lik tiiplerdeki Nutrient Broth besiyerine ekimi yapilmistir. Stvi
besiyeri calkalamali inkiibatorde 150 RPM ve 26+2 sicaklikta 24 saat inkiibe
edilmistir. Orneklerin Nutrient Broth sivi besiyerinden steril swablar kullanilarak
yayma plaka ekim yontemi ile petriler igindeki TSA besiyerine ekimi yapilmstir.
Petriler inkiibatorde 26+2 sicaklikta 7 giin inkiibe edilmistir. Karisik popiilasyonlu

besiyerlerinden alt kiiltiir yapilarak saf bakteri kolonileri elde edilmistir.
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Sekil 4.4. Ornek alimindan itibaren TSA iizerinde saf kolonilerin izole edilmesine kadar gegen is
akisi

Koliform bakterilerin ve E. Coli tiirii bakterinin izole edilmesi ve canliligin saptanmast
i¢in kromojenik ECC agar (Laborlar-LB.709) (LOT:1003) kullanilmistir. Kromojenik
ECC agar E.coli ve diger koliform bakteriler ic¢in segici bir besiyeridir.
Enterobakterilerden E. Coli kolonileri ECC besiyerinde mor renkli bir gériiniim
vermektedir. Kiiltiir temelli ve Metagenomik analizler i¢in 6rnek alinan 6 yazma
eserdeki tahribatli bolgelerden swablarla 6rnekleme islemi yapilmis, swablarin yayma
plaka ekim yontemi ile ECC agarlara ekimi gergeklestirilmistir. Ornekleme islemi 3

defa tekrarlanmistir. Agarlar 36+1 derecede 48 saat siire ile inkiibe edilmistir.

4.1.3 izole edilen bakterilerin 16S rRNA analizleri

TSA besiyerinde izole edilen 16 bakteri tizerinde 16S rRNA amplifikasyonu ve Sanger
dizileme gergeklestirilerek tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir. Bakteri DNA
izolasyonu ZYMO Research Quick DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Catalog No.
D6005) ile iireticinin vermis oldugu protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.
Kolonilerden ekstrakte edilen DNA’larin PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
PCR’da hedeflenen boélgelerin ¢ogaltilmast i¢in universal primerler 27F
5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3' ve 1492R
5TACGGYTACCTTGTTACGACTT3" kullanmilmistir. Yaklagik 1470 bazlik
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bolgeyi ¢ogaltmak i¢in tek agamali PCR islemi gerceklestirilmistir.

PCR karisiminda 12,5 pul 1X DNA Taqg Polimeraz (Solis Biodyne, FIREPol DNA
Polymerase); 5 ul reverse primer; 5 pl forward primer ve 3 ul kaynak bakteriyal DNA
kullanilmistir. Karigtim Toplam 35 pl olacak sekilde su ile tamamlanmistir.
Amplifikasyon programi; 95°C de 5 dakika ilk dentiirasyon uygulanmis; 95°C de 45
saniye denatiirasyon, 57°C de 45 saniye baglanma ve 72°C de 60 saniye uzama
basamaklar1 30 dongii seklinde ve son olarak 72°C de 5 dakika son uzama seklinde
yuritiilmiistir. PCR Amplifikasyonu Kyratec Thermocycler ile gerceklestirilmistir.

PCR sonrasi elde edilen amplifikonlar 1x TAE tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz
jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitilmiis ve ethidium bromide

boyasi kullanilarak UV 1s181nda goriintiisti alinmigtir.

Amplifikasyon sonrasi elde edilen DNA, Sanger Dizileme Teknolojisi ile ¢ift yonlii
olarak dizilenmistir. Elde edilen ham veri hizalanmis ve Kimerik diziler ¢ikarilmistir.
(BioEdit programi kullanilmistir.) Elde edien diziler BLAST programi kullanilarak

NCBI veribankasindaki referans genlerle karsilagtirilmigtir.

4.2 Metagenomik Analizler

4.2.1 Ornekleme

Metagenomik analizler i¢in tahribatli alandan steril sartlarda kagit parcast alinmis ve
1,5 ml. lik steril tiiplere konulmustur. Ornekler tahribat nedeniyle kendiliginden

kopmus olan ve restorasyonda yerine konulamayacak olan kagit pargalaridir.
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Sekil 4.5 A) Calisilan yazma eserden yogun tahribat goriilen alan B) Tahribath alandan kopmus ve
dokiilmiis kagit pargalarinm steril 1,5 mlLlik tiiplere konulmasi

4.2.2 DNA izolasyonu ve 16S rRNA Amplikasyonu

Kagit pargalart iizerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolasyon
GeneMATRIX Tissue &Bacterial DNA Pirifikasyon kiti (EurX cat no.3550)
kullanilarak iiretici firmanin vermis oldugu protokol ile gerceklestirilmistir. Izole
edilen DNA’nin konsantrasyonu Victor 3 Florometre ile picogreen boyas1 kullanilarak

Olctilmiistiir.

16S rRNA V3-V4 bolgeleri forward ve reverse primerler (Klindworth, 2013)
kullanilarak c¢ogaltilmistir. Kullanilan primerlere ait baz dizisi Tablo 4.2.°de
verilmistir. Toplam 25 pl. lik PCR karisiminda 12,5 pl 2X KAPA HotStart PCR mix;
5 pl reverse primer; 5 pl forward primer ve 2,5 pl kaynak bakteriyal DNA

kullanilmistir.

Amplifikasyon programi; 95°C de 3 dakika ilk dentiirasyon uygulanmis; 95°C de 30
saniye denatiirasyon, 55°C de 30 saniye baglanma ve 72°C de 30 saniye uzama
basamaklar1 25 dongii seklinde ve son olarak 72°C de 5 dakika son uzama seklinde
yiiriitiilmustir. PCR amplikonlarinin saflastirilmast AMPure XP (Beckman Coulter)
kullanilarak standart protokole uygun olarak gergeklestirilmistir. Primer dimerlerden
ve serbest primerlerden temizlenen saf PCR amplikonlar %1,2 lik agaroz jelde TAE

buffer kullanilarak goriintiilenmistir.
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Tablo 4.2 Metagenomik PCR amplifikasyonunda kullanilan primer ¢ifti

B
Primer Dizisi (5-3") Gen az
uzunlugu
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 16S rRNA 50
(V3-V4)
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA 16S rRNA 54
TCC V3-V4)

4.2.3 indeks PCR ve Kiitiiphane olusturulmasi

[llumina MiSeq dizilemesi i¢in kiitiiphane olusturma asamasinda, Nextera XT indeks
kiti kullanilarak Indeks PCR gerceklestirilmistir. PCR f{iriinlerine 2 indeks barkod
bolgesi baglanmistir. Toplamda 50 pl’lik PCR karisiminda; 25 pl 2X KAPA HotStart
PCR Mix, 5 pl Nextera XT Indeks Primer 1(N7xx), 5 pl Nextera XT Indeks Primer 2
(S5xx), 5 ul DNA ve 10 pl su kullanilmistir. Indeks PCR protokolii asagidaki gibi
gerceklestirilmistir.

1) 95 °C’de 3 dakika

2) Takip eden 8 dongii i¢in
95 °C’de 30 saniye

55 °C’de 30 saniye

72 °C’de 30 saniye

3) 72 °C’de 5 dakika

Indeks PCR iiriinleri AMPure XP (Beckman Coulter) kullanilarak saflastirilmsgtir.

Olusturulan Kiitiiphanelerdeki 6rnekler havuzlama yontemi ile birlestirilmistir.

4.2.4 Dizileme:

Dizileme Illumina’nin ‘Sentezleyerek dizileme’ (Sequencing by Synthesis) teknolojisi
ile gergeklestirilmistir. Dizilemede Illumina Novaseq 6000 cihazi kullanilmistir.
Dizileme BM Laboratuvar Sistemleri tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmadan
elde edilen tiim ham diziler GenBank’taki Dizi Okuma Arsivinde (Sequence Read
Archive—SRA) erisim no. SAMN42359052; Bioproje no. PRINA1132802 olarak
kaydedilmistir.
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4.2.5 Biyoinformatik Analizler:

Illumina Novaseq 6000 cihazi ile Novaseq Control Software programiyla okuma
goriintililerini islenmis ve Real Time Analysis programi kullanilarak bazlar tayin
edilmistir. Dizileme sonrasinda iiretilmis olan veri, analiz icin FASTA formatinda
veriye doniistliriilmiistiir. Fastqc dosyalarimin kaltesinin  kontrolii FASTQC ile
gerceklestirilmistir. QIIME 2 programu ile ilk adimda ham okumalarin kalite kontrolii,
kalite filtrelemesi, kimerik sekanslarin filtrelenmesi ve paired end okumalarin
birlestirilmesi yapilmistir. Okuma sayisi, GC ylizdesi, kalite skorlar1 ve okumalarin
uzunlugu belirlenmistir. Skorlar1 20’den kii¢lik olan okumalar, primerler ve barkodlar
filtrelenmistir. Dizileme sonucu olusan okumalarin kalitesini dogrulamak i¢in PHRED
algoritma skorunu kullanilarak Q20 ve Q30 kalite skorlar1 belirlenmistir. Q(20) 100'de
1 yanlis olma olasilig1 veya %99 dogrulugu, Q(30) ise 1000'de 1 yanlis olma olasilig1
veya %99,9 dogrulugu olan baz tanimlanmasini ifade eder. Q(20) veya lizeri bir phred
puan1 sekanslarin biyoinformatik analiz i¢in yeterli kalitede oldugunu gosterir (Ewing

ve Green).

Taksonominin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak benzer diziler kiimelenmis ve kiimeleme
analizleri ile ait olduklar1 OTU’lara ayrilmistir. OTU dizilerinin karsilastirildig
taksonomik analizler, BLAST programi kullanilarak SILVA (https://www.arb-

silva.de/) ve NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritabanlarinda

gergeklestirilmistir. Taksonomik Analizlerde OTU’lar %97 ve lizerinde benzerlik
gosteren gruplara atanmistir. Taksonomik ¢esitlilik analizlerinde Krona Analizi ve
cins diizeyinde nispi bolluk analizleri gergeklestirilmilstir. Krona Analizinde, 6rnek
metagenomun taksonomik hiyerarsisi daire grafigi seklinde gorsellestirilmistir. Farkl
orneklerden elde edilen bakteriyal topluluga ait diziler cins diizeyinde
degerlendirilmistir. Bazi bakterilere ait dizilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi da
mimkiin olmustur. Cesitlilik yiiksek olarak tanimlandigindan cins diizeyinde nispi
bolluk oran1 %1’in iizerinde olan bakteri gruplarinin her bir 6rnekteki farklilasmasi

bar grafigi olarak diizenlenmistir.

Orneklerin Filogenetik agidan iliskilerini gdstermek amacityla UPGMA agag grafigi

olusturulmus ve Python ETE tool kit “Tree of Life” web uygulamasi iizerinden
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goriintiilenmistir. ( http://etetoolkit.org/treeview/?treeid=dcbe982338e09c3af313eall
1cfb48bc&algid=ce443ed1e53858bf4e11d1e069¢c7a927")

Ornekler aras1 karsilastirmali Alfa Seyreltme, Alfa Cesitlilik ve Beta cesitlilik
Analizleri Gergeklestirilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklar1 standardize etmek icin
veriler normallestirilmis ve Alfa Seyreltme Analizi gerceklestirilmistir. Ornekleme
calismalarindaki  farkliliklarin  degerlendirilmesi  i¢in  dizi  derinligi  ve
observed features kullanilarak  Seyreltme  (Rarefaction) egrileri  grafigi
olusturulmustur. Bu grafik 6rneklem zenginliginin veya dizilenmesinin tam olarak
gozlenip gozlenmedigini belirlemek i¢in kulanilmaktadir. Grafikte ¢izgiler X ekseni
boyunca diizlesmekte (platoya ulasmakta) ise bu oOrnekleme derinliginin yeterli
oldugunu gostermektedir. Rarefaction egrilerinin kullanilmasi, dizileme isleminin

ornekteki mikrobiyal ¢esitliligin dogru bir sekilde yakaladigina dair bilgi sunmaktadir.

Bir ornekte bulunan tiirlerin ¢esitliligini belirlemek amaciyla Shannon’s, Chaol ve
Simpson’s indisleri hesaplanarak alfa cesitlilik analizleri gergeklestirilmistir.
Ornekler; Shanon’s indisi ile cins zenginligi ve cesitliligi acisindan &l¢iilmiis, Chaol
indisi ile verideki cins gesitliligi ve yetersiz veri nedeniyle gézden kagabilecek cinsler
hesaplanmis, Simpson’s indisi ile farkli cinslerin goreceli bollugu ve zenginligi
hesaplanmustir. Indisler PAST 4.0 programi kullanilarak hesaplanmustir. Bu indislere
ait xy koordinat grafikleri olusturulmustur.

Beta ¢esitlilik analizi QIIME Emperor plot komutu ile gerceklestirilmistir. PCOA-
Temel Bilesenler analizi i¢cin Agirliksiz Unifrac metriksi ile drneklerin birbirlerine
uzakliklar1 hesaplanmis ve 3D grafigi olusturulmustur. Agirliksiz Unifrac uzaklik
tanmimlayict Ornekler arasindaki filogenetik farkliligi i¢eren toplulugun zenginliginin
nitel 6l¢limiidiir. Toplulukta bulunan taksonomik birimlerin cesitliligi hakkinda bilgi

vermektedir.
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5. SONUCLAR
5.1 Kagitta pH Olg¢iimleri

Tahribatli ve tahribatsiz alanlarda dlgiilen pH degerleri Tablo 5.1°de verilmistir. T2 ve

T3’de degerler yiikselirken, diger drneklerde diismiistiir.

Tablo 5.1 Kagitta ph 6lgtim degerleri

Tahribatsiz Tahribath
Ornek alan alan Degisim degeri
pH degeri pH degeri
Ornek T1 6,65 5,58 -1,07
Ornek T2 5,40 6,10 +0,70
Ornek T3 7,03 7,48 +0,43
Ornek T4 6,13 5,22 -0,91
Ornek T5 6,22 5,57 -0,65
Ornek T6 5,50 4,96 -0,54

5.2 izole edilen bakteri kolonilerinin 16S rRNA Analizleri

Kiltir temelli yontemlerle izole edilen Dblaterilerden DNA ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir. 16S rRNA amplifikasyonu sonrasi PCR firiinleri saflastirilmis ve
konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir. Tiim izolatlart PCR amplikonlarinin konsantrasyonlari

Tablo 5.2°de verilmistir.
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Tablo 5.2 Orneklerde PCR sonrasi dl¢iilen DNA konsantrasyonlari

izolat izole edilen DNA 260/280
Numarasi konsantrasyonu
1 76 pg/ ul 1,66
2 126,1 pg/ ul 1,96
3 50,7 pg/ ul 1,92
4 36,3 pg/ ul 1,91
5 78,1 pg/ ul 1,92
6 156,5 pg/ ul 1,89
7 19,7 pg/ ul 1,99
8 153,3 pg/ ul 1,83
9 135,8 pg/ ul 1,87
10 67,3 pg/ ul 1,82
11 61,3 pg/ ul 1,92
12 67,7 ng/ ul 1,91
13 62,3 pg/ ul 1,93
14 239,8 ug/ ul 1,88
15 58,2 pg/ ul 1,91
16 33,3 pg/ ul 1,94

PCR amplikonlar1 %1,5 agaroz jel elektroforez sonrasi jelde yiiriitiilerek Etidyum
bromiir ile goriintiilenmistir. PCR amplikonlarinin jeldeki goriintiileri Sekil 5.1°de
verilmistir. Jelde amplikonlarin boyutlar1t DNA markir’la yaklagik olarak 1500bp

olarak goriintiilenmistir.

DNA
markir

bp ng/10ul

-3000 100

-2000 134

-1500 100

-1000 104
-900 93
-800 83

-700 73
-600 63

-500 104

-400 42

-300 31

-200 42

Sekil.5.1 Amplikonlarin %1,5 agaroz jeldeki gorintiisii B) Solis Biodyne 3000 bp DNA markir
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Izole edilen bakterilerin TSA besiyeri iizerinde koloni morfolojileri gézlenmistir.
Besiyerdeki koloni goriintiileri Sekil 5.2°de goriilmektedir. A-C) T1 6rneginden, D-
G) T2 o6rneginden, H-I) T3 6rneginden, J-L) T4 6rneginden M-O) T5 6rneginden P)

T6 6rneginden izole edilmistir.

Sekil 5.2 . TSA iizerinde izole edilen bakteri kolonileri: A-C) T1 6rneginden, D-G) T2 6rneginden, H-
I) T3 6rneginden, J-L) T4 6rneginden M-O) T5 6rneginden P) T6 6rneginden izole edilmistir.
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Izole edilen bakteri hiicrelerinde Gram Boyama yapilmustir. Sekil 5.3’te izolatlarin

Mikroskop altinda X100 de goriintiileri verilmistir.
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Sekil 5.3 izole edilen bakterilerin mikroskop goriintiisii X100
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PCR Amplikonlar1 dizileme islemi hizmet alimi ile BM Labortuvarlarinda

gergeklestirilmistir. Dizileme ¢ift yonlii Sanger dizileme seklinde gergeklestirilmistir.

Tablo 5.3 izole edilen bakterilere ait tiir diizeyinde tanimlama, benzerlik orani ve erisim numaralar1

izole edildigi izolat Bakteri Tiirii Benzerlik orani NCBI’da referans
ornek numarasi gosterilen erisim
. numarasi
T1 I5 Niallia circulans 99,11 NR_112632.1
i6 Micrococcus luteus 99,87 NR_075062.2
7 Micrococcus luteus 99,87 NR_075062.2
T2 i1 Niallia Circulans 98,55 NR_112632.1
2 Fredinandcohnia humi 98,46 NR_025626.1
i3 Niallia Circulans 99,13 NR_112632.1
4 Priestia Megaterium 99,85 NR_117473.1
T3 I8 Niallia Clrculans 98,86 NR_112632.1
14 Priestia megaterium 99,86 NR_117473.1
T4 I11 Neobacillus niacini 98,85 NR_113777.1
12 Ornithinibacillus 90,72 NR_117927.1
scarpharcae
13 Psychrobacter pulmonis 100 NR_118026.1
T5 i10 Bacillus haynesii 99,71 NR_157609.1
i15 Priestia megaterium 100 NR_117473.1
i16 Ornithinibacillus 100 NR_117927.1
scarpharcae
T6 9 Microbacterium foliorum 99,24 NR_025368.1

6 drnekte toplam 16 bakteri izole edilmistir. Izole edilen bakteriler, Sanger ¢ift yonlii
dizileme ile elde edilen diziler hizalanmistir. Hizalanan diziler NCBI’daki referans
genlerle karsilastirma sonrasinda benzerlik oranina gore tiir diizeyinde tanimlanmuistir.

Tiim bakterilerdeki benzerlik orani %90,72-100 arasinda degigmektedir. T1’de M.
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luteus ve N. Circulnas; T2 de N.Circulans, P. Megaterium ve Fredinandcohnia humi;
T3’de N. Circulans ve P. Megaterium; T4’de Neobacillus niacini, Ornithini
scarpharcae ve Psychrobacter pulmonis; T5’de B. Haynesii, P. Megaterium ve O.
Scarpharcae; T6’da Microbacterium foliorum tiirleri tanimlanmistir. Tiir diizeyinde
benzerlik oran1 %98 ve iizeri olmasi tanimlamanin giivenilirligini arttirmaktadir. izole
edilen bakterilerin NCBI’daki referans genlerle karsilastirilmasi sonucu belirlenen

tiirler, benzerlik oranlar1 ve erisim numaralari tablo 5.3’de verilmistir.

Koliform bakterilerinin izole edilmesi i¢in Kromojenik agarda yapilan ekim islemi
sonunda besiyerinde bir gelisme goriillmemistir. E. Coli ve diger koliform bakteriler
igin se¢ici besiyerinde 3 kez tekrarlanan analiz sonrasinda koliform bakterilerin canli
olmadig: diistintilmiistiir. Sekil 5.4’de ekim yapilan kromojenik agarlarin yer aldigi

petriler goriintiilenmistir.

Sekil 5.4 Swablarla 6rnek alindiktan sonra ekimi yapilan Kromojenik ECC Agarlarda gelisim
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5.2 Metagonomik 16s rRNA Analizleri

Kagit pargalarindan ekstrakte edilen DNA Kkonsantrasyonlart olgtilmistiir. Kagit

pargalarindan izole edilen DNA konsantrasyonlar1 Tablo 5.4. de verilmistir.

Tablo 5.4 izolasyon sonrast DNA konsantrasyonlari

Orneklerin alindig1 eser Kagt izole edilen DNA

Koleksiyon adi ve 260/280
umarasi parcasinin kodu konsantrasyonu (pg/nl)
M.Hilmi F.Fehmi 54 T1 27,9 ug/ ul 2,16
M.Hilmi F.Fehmi 231 T2 252 pg/ ul 1,83
M.Hilmi F.Fehmi 17 T3 32,5 ug/ ul 1,96
M.Hilmi F.Fehmi 71 T4 33,9 ug/ ul 1,92
M.Hilmi F.Fehmi 90 T5 28,2 nug/ ul 1,68
Serezli 3647 T6 32,5 pg/ ul 2,32

DNA ckstratlarmmin  16S  rRNA amplifikasyonlari  gerceklestirilmistir. PCR
amplifikasyon tirtinlerinin %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Amplikonlarin jeldeki
goriintlisii Sekil 5.5’de verilmistir. Cogaltilan DNA pargalari, DNA markir {izerinde
500-600 bp araliginda goriintiilenmektedir.

DNA
A) markir

bp ng/10ul
-3000 100
-2000 134

-1500 100

-1000 104
-900 93
- 800 83

-700 73
-600 63

-400 42
-300 31

-200 42

-100 31

Sekil 5.5 A)PCR iiriinleri %1,2’lik agaroz jel goriintiisii B) Solis Biodyne 3000 bp DNA markir
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5.2.1 Dizileme:

En fazla okuma 378425 ile T2 6rneginde gergeklestirilirken en az okuma T5 6rneginde
46232 olarak gergeklestirilmistir. Okumalarin baz ¢agirma kalite skorlarini belirleyen
Q20 ve Q30 degerleri belirlenmistir. Phred Kalite skorlar1 degerlendirildiginde baz
arama (base call) hata oraninin diisiik oldugu goriilmiistiir. Q20 ve Q30 degerleri en
yiiksek T3 orneginde %100-%96,15 olarak olciilmiistiir. En diisiik degerler %99,38-
%90 olarak T2’de dlglilmiistiir. Tim 6rneklere ait toplam okuma sayisi, filtrelenen ve
birlestirilen okuma sayilart ile Q20, Q30 kalite skorlar1 degerleri Tablo 5.5. ‘de

verilmistir. Orneklere ait forward ve reverse ham sekans kaltite skorlart EK A’da

verilmistir.
Tablo 5.5 Orneklerdeki okunan dizi sayis1 ve kalite skorlar1 degerleri

Ornek Toplam okuma Filtrelenen Birlestirilen Q20 Q30
sayisl (%) (%)
T1 205584 182932 145233 99,9 95,6

T2 378425 282551 193395 99,38 90
T3 58498 46341 34553 100 96,15
T4 60537 47527 36523 99,9 95,16
T5 46232 35911 26520 99,9 95,14
T6 95562 83730 79918 100 97,65

5.2.2 Biyoinformatik Analizler:

Dizileme sonrasi biyonformatik analizler QIIME?2 ile ger¢eklestirilmistir. Tanimlanan
diziler referans genlerle benzerliklerine gore cins diizeyinde OTU’lara
kiimelenmiglerdir. Filogenetik agacg, alfa ¢esitlilik, beta ¢esitlilik ve taksonomik

analizleri gergeklestirilmistir.

Alfa Seyreltme Analizinde, egriler 6 6rnekteki bakteriyal gesitliliginin zenginligini
gostermektedir. Dizi derinligine bagli olarak olusturulan Observed features (ASV)
dagilimina gore, dizi derinligi degerinin 2000’lerde plato olusturmaya baslamis oldugu
goriilmektedir. Egrilerin orneklemenin etkinligi ile ortlismekte oldugunu ve elde

edilen verilerin biyoinformatik analizler i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Sekil
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5.6’da okumalarin dizi derinligine bagli observed-features dagilimi

goriilmektedir.
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Sekil 5.6 Okumalarin dizi derinligine bagli Observed features (ASV) dagilimi grafigi

Bakteriyal topluluk yapist i¢im olusturulan UPGMA kiimeleme analizine gore

ornekler arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Goriintiilenen filogenetik aga¢ grafiginde

tanimlanan bakteri topluluklari arasinda T3-T5 ve T2-T4 o6rneklerinde en fazla

kiimelesme gortiliirken T1 6rneginde diger 6rneklere gore uzaklik goriilmistiir. Sekil

5.7’de UPGMA filogenetik aga¢ grafigi verilmistir.

L

|
46.44

Sekil 5.7 6 6rnekte bakteri topluluklari igin olusturulan UPGMA filogenetik agaci
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Chao_1 indisi: T1°de 495,4; T2’de 540,1; T3 de 280; T4’de 337; T5’de 226 ve T6’da
339 olarak hesaplanmistir. Chao-1 indisi biyosesitlilik analizlerinde sadece cins
cesitliligi agisindan ele almaktadir ve goreceli bolluk acisindan diisiik olan cinsleri de
cesitlilik agisindan degerlendirmektedir. En yiiksek ¢esitlilik T2’de, en diisiik ¢esitlilik
T5’de goriilmektedir. Sekil 5.8de 6rneklerdeki Chao-1 indisinin xy koordinat grafigi

tizerinde dagilim1 goriintiilenmistir.
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Sekil 5.8 Orneklerdeki Chao-1 indisi dagilim

Tiim veride hesaplanan Shannon indsi (H’) tiim 6rneklerde kiyaslanmistir: T1°de 3,21,
T2’de 4,43; T3’de 3,90; T4’te 4,36; TS5 de 3,62 ve T6’da 4,4 olarak hesaplanmustir.
Shannon indisleri tiim 6rneklerde yakin olarak gézlenmistir. Cins gesitliligi agisindan
en yiksek cesitlilik T2, T4 ve T6’da gozlenirken, en diisiik cesitlilik T1’da
gozlenmistir. Sekil 5.9’da orneklerdeki Shannon indisi degerlerinin xy koordinat

grafigi lizerinde dagilimi goriintiilenmistir.
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Sekil 5.9 Orneklerdeki Shannon (H’) indisi dagilim1

Simpson indisi; T1’de 0,87; T2’de 0,96; T3’de 0,95; T4’de 0,97; T5’de 0,93 ve T6’da
0,97 olarak hesaplanmustir. Diisiik goreceli bolluk gdsteren cinsler Simpson indis
degerinde ¢ok etkilememektedir. Simpson indislerine gore tiim drneklerdeki degerler
yiiksek bolluktaki cinsler icin cesitlilik ve topluluklardaki dagilimi ag¢isindan
dengelidir. Birbiriyle kiyaslandiginda T1 6rnegindeki ¢esitlilik ve cinslerin gesitlilik
dagilimi en diisiik olarak belirlenmistir. Sekil 5.10’da simpson indisi degerlerinin

dagilimi grafikte goriintiilenmistir.
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Sekil 5.10 Orneklerdeki Simpson 1-D Indisi dagilim1
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Ornekler arasinda benzerlikleri ve farkliliklar1 gdstermek igin beta gesitlilik analizi
yapilmugtir. Ornekler aras1 farkliigi gostermek igin PCoA (metrik ¢ok boyutlu
Ol¢eklendirme metodu) Unifrac distance’a gore Orneklerde net bir gruplasma
goriilmemistir. Eksenler; PC1 %45,22, PC2 %28,72 PC3 %13,86 olarak
hesaplanmistir. Sekil 5.11°de agirliksiz Unifrac uzaklik grafigi verilmistir.

PC2 (28.72 %)

U

PC3 (1386%)——
’ x.zz %)

Sekil 5.11 Orneklerdeki agirliksiz Unifrac uzaklik (Kirmizi T1, mavi T2, turuncu T3, Yesil T6, Mor

T4 ve Sar1 T5 6rnegini temsil etmektedir.)

Taksonomik analizlerde; tiim Orneklerde tanimlnan baskin bakteriyal subeler
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidota, Actinobacteria’dir. En baskin goriilen
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidota ve Actinobacteria subelerinde sirasiyla T1
Omeginde 33523, 35584, 18378 ve 14252 okuma; T2 6rneginde 25868, 20993, 9628
ve 3891 okuma; T3 o6rneginde 12234, 7381, 5207 ve 1725 okuma; T4 Orneginde
11048, 10257, 7992 ve 1468 okuma, TS5 orneginde 10163, 6597, 4048 ve 1554
okuma; T6 6rneginde 32222, 34500, 18368 ve 14025 okuma gerceklestirilmistir. Bu
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subelere ait her drnekteki okuma sayis1 Sekil 5.12°de grafikle verilmistir. Orneklerdeki
tanimlanan tiim bakteriler arasinda subelere ait ylizdelik goriilme sikligi bar taxa
grafigi seklinde Sekil 5.13’de verilmistir. Orneklerdeki her bir subedeki o sube
icerisindeki tanimlanan cinslerin yiizdelik oranlarini gosterin Krona grafikleri EK

B’de verilmistir.

T6
T5
B Acti .
T4 Actinobacteria
B Bacteroidata
3 B Protobacteria
Firmicutes
T2
T1
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Sekil 5.12 Baskin bakteriyal subelerin 6 drnek arasindaki sekans dagilimi
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. d__Bacteria;p__Bdellovibrionota

. d__Bacteria;p__Caldatribacteriota

. d__Bacteria;p__Deferribacterota

. d_ Eukaryota;p_ Ascomycota

. d__Bacteria;p__Cloacimonadota
d__Bacteria;p__Hydrogenedentes
d_ Bacteria;p_ Thermotogota
d__Bacteria;p__Caldisericota

. d__Eukaryota;p__Euglenozoa

. d_ Bacteria;p__Gemmatimonadota

. d__Bacteria;p__Nitrospirota

. d__Bacteria;p__Sumerlasota

. d__Bacteria;p__Fibrobacterota
d__Bacteria;p__Latescibacterota
d_ Eukaryota;p_ Ochrophyta

. d__Archaea:p__Crenarchaeota

. d__Bacteria;p__ WS4

. d_ Bacteria;p_ SAR324_clade(Marine_group_B)

. d__Eukaryota;p__Vertebrata

. d__Eukaryota;p__Basidiomycota

. d__Bacteria;p__Coprothermobacterota

Sekll 5.13 Orneklerde tanimlanan tiim subelerin yiizdelik dilimlerde goriilme sikligin1 gsteren bar

grafigi

Taksonomik analizlere gore cins diizeyinde T1 6rneginde 100718 okuma ile 495 OTU,
T2 6rneginde 159904 okuma ile 540 OTU, T3 6rneginde 31668 okuma ile 280 OTU,
T4 6rneginde 34816 okuma ile 337 OTU, T5 6rneginde 23977 okuma ile 226 OTU,
T6 oOrneginde 68159 okuma ile 338 OTU belirlenmistir. OTU’lara atanamayan

okumalar ‘atanmamis’ (Unassigned) olarak belirlenmistir. T1’de 2898, T2’de 1659,
T3’de 1996, T4’de 412, T5de 210 ve T6’da 2595 okuma atanamamustir.
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OTU’larin cesitligi yiiksek oldugundan goérece bollukta tiim toplam okumalarda
%]1’in altinda kalan ve diigiik yogunlukta kabul edilen OTU’lar “diger” olarak
tamimlanmustir. Cins sayisi agisindan en disiik gesitlilik T5 6rneginde en yiiksek
cesitlilik T2 6rneginde goriilmiistiir. Nispi bolluk oraninda %1’in iizerinde hesaplanan
verilere gore T1 o6rneginde 8, T2 6rneginde 18, T3 6rneginde 18, T4 drneginde 23, TS

orneginde 14 ve T6 6rneginde 20 cins tanimlanmistir.

T1 6rneginde 4 baskin subede toplam 8 baskin bakteri cinsi tanimlanmustir. En yiiksek
cesitlilikteki subeler %33 Proteobacteria, %31 Firmicutes, %17 Bacteroidota ve %13
Actinobacteria olarak tanimlanmistir. Baskin olarak goriilen sube diizeyindeki OTU

lar Krona grafigiyle Sekil 5.14 de verilmistir.
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Sekil 5.14 Ornek T1 de sube diizeyinde en yaygin goriilen bakterilerin Krona Tablosu

T1 Orneginde tanimlanan tiim bakteriler arasinda Proteobacteria subesinde %729
siklikla Halomonas cinsi en yiliksek bollukta (high abundance) goriilmiistiir.
Actinobacteria subesi iiyeleri Saccharopolyspora cinsi (%8,74), Herbihabitans (%2)

cinsi ve Streptomonospora cinsi (%1,69) olarak; Firmicutes subesinde Staphylococcus
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Nispi Bolliuk %

cinsi (%15,71), Faecalibacterium (%1,97) cinsi; Bacteroidota subesinde Bacteriodes

cinsi (%5,69) ve Prevotella cinsi (5,17) tanimlanmistir. Cins diizeyinde baskin olarak

tanimlanan OTU lar bar taxa grafigiyle Sekil 5.15 de verilmistir.
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T1

diger
md__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Streptosporangiales;f_

_Nocardiopsaceae;g__Streptomonospora

md__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f
Pseudonocardiaceae;g__Herbihabitans

md_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__Ruminococcac
eae;g__Faecalibacterium | 1.975%

md_ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellace
ae;g__ Prevotella_9

md_ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Bacteroidac
eae;g__Bacteroides | 5.692%

md_ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f
Pseudonocardiaceae;g__Saccharopolyspora | 8.742%

md_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Staphylococcales;f__Staphylococcac
eae;g__Staphylococcus | 15.705%

=d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales
;f__Halomonadaceae;g__Halomonas | 28.999%

Sekil 5.15 T1 6rneginde%]1 ve lizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri

T2 Orneginde 4 baskin subede toplam 18 baskin bakteri cinsi tanimlanmistir. En

yiiksek gesitlilikteki subeler %40 Firmicutes, %31 Bacteroidota, %13 Actinobacteria

ve %9 ile Proteobacteria olarak tamimlanmistir.  Baskin olarak goriilen sube

diizeyindeki OTU lar Krona grafigiyle Sekil 5.16 da verilmistir.
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Sekil 5.16 Ornek T2 de sube diizeyinde en yaygin gboriilen bakterilerin Krona Tablosu

T2 Orneginde tamimlanan tiim bakteriler arasinda Bacteroidota subesinde % 11,64
siklikla Bacteroides cinsi en yiiksek bollukta tanimlanmistir. Bu subede Prevotella
cinsi (% 10,27), Alistipes cinsi (%1,39), Parabacteroides cinsi (%1,16); Firmicutes
subesinde Faecalibacterium cinsi (%6,29), Lachnospira cinsi (%2,47), Veillonella
cinsi (% 2,0), Agathobacter cinsi (%1,15), Blautia cinsi (%1,58); Actinobacteria
subesinde  Brevibacterium  (%2,5), Saccharopolypsora  (%1,19)  cinsi,
Streptomonospora  (%1,43) cinsi, Nocardiopsis (%1,89) cinsi; Proteobacteria
subesinde E. Shigella (%2,93) cinsi iiyeleri tanimlanmigtir. Cins diizeyinde baskin

olrak tanimlanan OTU lar bar taxa grafigiyle Sekil 5.17 de verilmistir.
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Nispi Bolluk %
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d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__Agathobacter
d__Bacteria;p__Fusobacteriota;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Leptotrichiaceae;g__Leptotrichia
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Tannerellaceae;g__Parabacteroides
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Pseudonocardiales;f__Pseudonocardiaceae;g__Sacchar

opolyspora

md__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus

md__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__Alistipes

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Streptosporangiales;f__Nocardiopsaceae;g__Streptom
onospora

md_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o__Veillonellales-
Selenomonadales;f__Veillonellaceae;g__Veillonella | 2.015%

md_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia
md_ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Brevibacteriaceae;g__Brevibacteriu
m | 2.496%

md__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g__Esche
richia-Shigella | 2.927%

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium |
6.286%

md_ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Streptosporangiales;f__Nocardiopsaceae;g__Nocardio
psis

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella | 10,27%

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides | 11.636%

Sekil 5.17 T2 6rneginde%]1 ve tizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri

T3 oOrneginde 4 baskin subede toplam 18 baskin bakteri cinsi tanimlanmistir. En
yiiksek cesitlilikteki subeler %45 Firmicutes, %25 Proteobacteria, %18 Bacteroidota
ve %6 Actinobacteria olarak tanimlanmistir. Baskin olarak goriilen sube diizeyindeki

OTU lar Krona grafigiyle Sekil 5.18 de verilmistir.
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Sekil 5.18 Ornek T3 de sube diizeyinde en yaygin goriilen bakterilerin Krona Tablosu

T3 (")rneginde tanimlanan tiim bakteriler arasinda Proteobacteria subesinde % 13,86
siklikla Pseudoescherichia en yiiksek bollukta tanimlanmistir. Bu subede Klebsiella
(%4,16) cinsi , Acinetobacter (%2,64) cinsi ve Stenotrophomonas (% 1) cinsi;

Firmicutes subesinde Staphylococus (%13,57) cinsi, Streptococcus (%10,13) cinsi,
Paenibacillus cinsi (% 4,1), Aerococcus cinsi (%2,82), Macrococcus cinsi (%1,38),
Faecalibacterium (2,37); Actinobacteria subesinde Brevibacterium (%1,6) ve
Pseudonocarda (%1,8) ; Bacteroidata subesinde Prevotella (%5,81), Porphyromonas
(%2,03), Phocaeicola (%3,24) ve Bacteroides (%1,58) cinsi iiyeleri tanimlanmistir.
Cins diizeyinde baskin olarak tanimlanan OTU lar bar taxa grafigiyle Sekil 5.19 de

verilmistir.
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p__Actinomycetota;c__Actinomycetes;o__Pseudonocardiales;f__Pseudonocardiaceae;g__Pse

udonocardia

p__Bacillota;c__Clostridia;o__Eubacteriales;f__Oscillospiraceae;g__Faecalibacterium

k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Macrococcus

p__Actinomycetota;c__Actinomycetes;o__Micrococcales;f__Brevibacteriaceae;g__Brevibacter
ium

™ p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyromonadaceae;g__Porphyromon
as | 2.030%

W p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides | 1.588%

B p_ Pseudomonadota;c__Gammaproteobacteria;o__Moraxellales;f__Moraxellaceae;g__Acinet
obacter | 2.641%

™ p__Bacteroidota;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Weeksellaceae;g__Kaistella |
2.790%

M p__Bacillota;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Aerococcaceae;g__Aerococcus | 2.820%

M p__ Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Phocaeicola |
3.240%

® p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus | 4.105%

Hp_ Pseudomonadota;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g
__Klebsiella | 4.169%

M p__ Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella | 5.817%

® p__Bacillota;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus | 10.135%

mp_ Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus | 13.574%

Hp_ Pseudomonadota;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g
__Pseudescherichia | 13.858%

T3

Sekil 5.19 T3 6rneginde%]1 ve lizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri

T4 Orneginde 4 baskin subede toplam 23 baskin bakteri cinsi tanimlanmustir. En
yiiksek nispi bollukta goriilen subeler %30 Proteobacteria, %32 Firmicutes, %23
Bacteroidota ve %4 Actinobacteria olarak tanimlanmistir. Sekil 5.20’de Sube
diizeyinde tanimlanan bakterilerin yiizdelik dilimler seklinde Krona tablosu

verilmistir.
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Sekil 5.20 Ornek T4 de sube diizeyinde en yaygin goriilen bakterilerin Krona Tablosu

T4 Orneginde tamimlanan tiim bakteriler arasinda Bacteroidota subesinde % 10,3
siklikla Prevotella cinsi en yliksek bollukta tanimlanmistir. Bu subede Porphyromonas
(%3,71), Phocaeicola (%4,9) ve Bacteroides (%1,4) cinsi, Firmicutes subesinde
Staphylococus (%3,8) cinsi, Streptococcus (%1,66) cinsi, Aerococcus cinsi (%1,02),
Macrococcus cinsi (%2,99), Faecalibacterium (2,85), Brevibacillus (%4.0) cinsi,
Dialister (%1,04) cinsi, Lactiplantibacillus (%1,09) cinsi ve Phascolabacterium
(%1,74) cinsi; Actinobacteria subesinde Acidipropionibacterium (%1,19) cinsi tiyeleri
tanimlanmistir. Proteobacteria subesinde Pseudoescherichia (%4,85), Aquabacterium
(%1,54), Moraxella (%9), Caukobacter (%5,86), Acinetobacter (%1,14), Klebsiella
(%1,41), Sphingomonas (%1,31) ve Methyloversatilis (%1,74) cinsi tanimlanmistir.
Tim bakteriler arasinda Fusobacteriota subesi diisiik bollukta tanimlanirken bu sube
iiyesi Fusobacterium %3,18 oranla cinsler arasinda yiiksek bollukta gériilmistiir. Cins
diizeyinde baskin olrak tanimlanan OTU lar bar taxa grafigiyle Sekil 5.21 de

verilmistir.

61

98% of
all I

p__Verrucomicrobiota 2% [l

p__Planctomycetota 1% [

p__Desulfobacterota 0.3% [

p__Spirochaetota 0.6% [

p_Patescibacteria 0.1% 1]

p__Campylobacterota 0.2% [

. 01%m

p__Chlorofiexi 0.1% @

p__Synergistota 0.06% =

p_Myxococcota 0.07% @

p__FElusimicrobiota 0.01% M

p__Hydrogenedentes 0% B

p__Sumerlaeota 0.006% M

p_"Acidobacteriota 0.06%

— — dp_BdeIIovnbrlonota 0.04% =
e(Marine_group_B) 0.02% @

p_ArmatlmonadBSEa 0.06% =

p_W X
p__Cloacimonadota 0.02% =
p__Latescibacterota 0.03%
Thermotogota 0% W

p__Coprothermobacterota 0.02% W



100

90

80

70

)]
o

Bolluk %
o

ipi

Nsi

N
o

30

20

10

Diger

p__Bacillota;c__Negativil ;0__Acidamii les;f__Acidami ;8__Pl larctok ium

= p__Bacillota;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus

® p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphy eae;g pl

eobacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g__Klebsiella

M p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides

Hp_P | d __Betapr b ia;o__Burkholderiales;f__Burkholderiales;g__Aquabacterium
M p__Bacillota;c__Bacilli;o__L bacillales;f__A ;8__Aer
®p_ Pseud dota;c__ bacteria;o__Mor f__Mor ;g__Acinetok

M p__Bacillota;c__Clostridia;o__Eubacteriales;f__Oscillospiraceae;g__Faecalibacterium | 2.859%

™ p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphy Macr | 2.993%

h |

M p__Fusobacteriota;c__F iia;o__F iales;f, k i ;8__Fusob jum | 3.185%

d

M p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyr ;8__Porphyra | 3.717%

m p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Brevibacillus | 4.063%

4 d h 1

Hp_F eria;o__Enterobacterales;f__Enter iaceae;g__F
richia | 4.857%
M p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroid: ;g__Ph icola | 4.907%
mp_ I N " . Alphap f iajo_Caulok ales;f _Caulob . Caulobacter |
5.869%
p__F | d _{ bacteria;o__Moraxellales;f__Mor Moraxella | 9.004%
T4 ™ p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Pr [} Pr lla | 10.373%

Sekil 5.21 T4 6rneginde%]1 ve tizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri

%17 Bacteroidata ve %7 Actinobacteria olarak tanimlanmustir.
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T5 orneginde en yliksek cesitlilikteki subeler %44 Firmicutes, %29 Proteobacteria,



jeicutes. = ":\‘__ Y% p .;.J g_PIanc omycetota 0.9

T5 6rneginde 4 baskin subede toplam 14 baskin bakteri cinsi tanimlanmistir En yiiksek
nispi bollukta goriilen subeler %30 Proteobacteria, %32 Firmicutes, %23 Bacteroidota
ve %4 Actinobacteria olarak tanimlanmustir. Sekil 5.22°de Sube diizeyinde tanimlanan

bakterilerin yilizdelik dilimler seklinde Krona tablosu verilmistir.
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p__Spirochaetota 0.2
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p__Chloroffexi 0.2

p__Synergistota 0.02'
pjw xococcota 0.02

lusimicrobiota 0%

érogenedentes 0%

p__Sumerlaeota 0.02%

Acidobacteriota 0%

ellovibrionota 0.02Y%

— p_SAR324 cIa?’e(Manne _grou B& 09

__Armatimonadota 0.019

P Cloaur'l%Tadota 0% m
p__Latescibacterota 0% @
p_Thermotogota 0.03% m
p__ Coprothermoaacterota 0%m

Sekil 5.22 Ornek T5 de sube diizeyinde en yaygin goriilen bakterilerin Krona Tablosu

T5 6rneginde tiim bakteriler arasinda tanimlanan Firmicutes subesinde Paenibacillus
(%12,4), Streptococcus (%4,8), Staphylococcus (%12,48), Aerococcus (%?2,84),
Faecalibacterium  (%1,97); Proteobacteria  subesinde  Klebsiella (%4,99),
Pseudoescherichia (%17,00), Acinetobacter (%?2,43); Bacteroidata subesinde,
Porphyromonas (%2,2), Phocaeicola (%3,28) Prevotella (%7,02) ve Actinobacteria
subesinde Brevibacterium (%2,98) olarak goriilmiistiir. Fusobacteriota subesinde
Fusobacterium (%1,7) olarak tanimlanmustir. Cins diizeyinde baskin olrak tanimlanan

OTU lar bar taxa grafigiyle Sekil 5.23 de verilmistir.
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% p__Bacteroidota;c__Flavob iia;o__Flavobacteriales;f__Weeksell ;g__Kaistella
p__Fusobacteriota;c__Fusob iia;o__Fusok iales;f__Fusob i ;8__Fusob ium
80 -
p__Bacillota;c__Clostridia;o__Eubacteriales;f__Oscillospiraceae;g__Faecalibacterium
70 - _ ® p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Porphyr d ;8__Porphyra
Hp_ Pseud d . b ia;o__Moraxellales;f__Mor; A b
60 - r
p__Bacillota;c__Bacilli;o__L bacillales;f__A __Aer
50 - X . . e " N ibacteri
M p__Actinomycetota;c__Actinomycetes;o__Micr ;f | ter ;8| erium
40 M p__Bacteroid - | idia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Phocaeicola
W p__Bacillota;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Strep Strep
30 A
Hp_F | d . bacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g__Kleb
siella
20 M p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella
10 H p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacill ;€__Paenibacillus
p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphyl ;8__Staphyl
0

T5

Sekil 5.23 TS5 6rneginde %]1ve lizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri

T6 orneginde 4 baskin subede toplam 20 baskin bakteri cinsi tanimlanmistir. En
yiiksek nispi bollukta goriilen subeler %38 Firmicutes, %31 Proteobacteria, %14
Bacteroidota ve %6 Actinobacteria olarak tanimlanmistir. Sekil 5.24’de sube

diizeyinde tanimlanan bakterilerin yiizdelik dilimler seklinde Krona tablosu

verilmistir.
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Sekil 5.24 T6 Orneginde bakteriyal toplulukta en yiiksek bollukta temsil edilen subeler

T6 oOrneginde tim bakteriler arasinda tanimlanan Proteobacteria subesinde
Stenotrophomonas (%11,46) Acinetobacer (%3,91) Enterobacter (%8,82) Serratia
(%5,23), Pseudomonas (%1,66), Faecalibacterium (%1,97); Bacteroidata subesinde
Bacteroides (%1), Chryseobacterium (%3,39), Phocaeicola (%2,82), Prevotella
(%3,44); Firmicutes subesinde Macrococcus (%6,58), Lactococcus (%5,68), Bacillus
(%2,55), Balutia (%1,32), Calidifontibacillus (%3,47), Staphylococcus (%1,23),
Enterecoccus (%]1,18), Priestia (%1,02); Actinobacteria subesinde Cutibacterium
(%1,98), Illumatobacter (%1,93) olarak goriilmiistiir. Cins diizeyinde baskin olrak
tanimlanan OTU lar bar grafigiyle Sekil 5.18 de verilmistir.
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k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Priestia | 1.025%
k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g__Enterococcus | 1.183%

W k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus | 1.240%

W k__Bacteria;p__Bacillota;c__Clostridia;o__Eubacteriales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia | 1.327%
k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Pseudomonadaceae;g__Pseudomona

9

lil_{B'ECGtgeﬁa;p_BaciIlota;c_CIostridia;o_EubacteriaIes;f_OsciIIospiraceae;g_FaecaIibacterium | 1.869%

m k__Bacteria;p__Actinomycetota;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__llumatobacteraceae;g__llumatobacter | 1.940%

m k__Bacteria;p__Actinomycetota;c__Actinomycetes;o__Propionibacteriales;f__Propionibacteriaceae;g__Cutibacterium |
1.983%

® k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus | 2.559%

B k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Phocaeicola | 2.823%

W k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__Weeksellaceae;g__Chryseobacterium | 3.396%

B k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella | 3.446%

m k__Bacteria;p__Firmicutes;c Bacillicillales;f__Bacillaceae;g__Calidifontibacillus | 3.475%

m d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Acinetobacter |

[ ] 3.9_1§theria;p_Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_Enterobacterales;f_Yersiniaceae;g_Serratia| 5.236%

B d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Lactococcus| 5.680%

md__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Staphylococcales;f__Staphylococcaceae;g__Macrococcus| 6.584%

B d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacterales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter |

8.826%
B d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;g__Stenotrophomo

nas | 11.461%

Sekil 5.25 T6 6rneginde % 1ve tizeri siklikla goriilen bakteri cinsleri
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5. TARTISMA

Yazma eserlerin organik ve inorganik unsurlar1 mikrobiyal bozulma tehdidi altindadir.
Literatiire bakildiginda farkli tekniklerle tanimlanan bakteri cins ve tiirlerinin
cesitliliginin 6nemli derecede farklilasmasi (bkz: Tablo 2.1 ve Tablo 2.2), yazma
eserlerin ya da nadir matbu eserlerin 6nemli bakteri rezervuari oldugunu
gostermektedir. Bu calismada bozulmalara neden olan bakteri gruplarinin
tanimlanmasi i¢in 2 farkli yontem kullamilmigtir. Calismalar 2 farkli koleksiyondan 6
adet yazma eserde gorsel olarak yogun mikrobiyal tahribat goriilen alanlardan alinan
ornekler ilizerinden ylriitilmiistiir. Kiiltiir temelli tekniklerle izole edilen bakteri
kolonileri 16S rRNA Amplikon Dizileme ile tir diizeyinde tanimlanmistir.
Metagenomik analizlerde 16S rRNA amplifikasyonu ve Illumina YND teknolojisiyle

taksonomik cesitlilik analizleri gerceklestirilmistir.

Kiiltiir temelli yontemlerle 16 bakteri izole edilmis ve 16S rRNA Amplikon Sanger
dizileme ile tiir diizeyinde 9 farkli bakteri tanimlanmistir. Tanimlamalarla; Niallia
circulans (4 izolat), Micrococcus luteus (2 izolat), Priestia Megaterium (3 izolat),
Microbacterium foliorium, Bacillus haynesii, Ornithinibacillus scarpharcae (2 izolat),
Psychrobacter pulmonis, Neobacillus niacini, Fredinandcohnia humi (Bacillus humi)
tiirlerine ait canli bakterilerin varlig1 tespit edilmistir. Niallia circulans (Basionym
Bacillus circulans), Priestia megaterium (Basionym Bacillus megaterium),
Fredinandcohnia humi (Basionym Bacillus humi), Bacillus cinsi ile iliskili olarak
degerlendirilmektedir. Onceki ¢alismalarda da farkli Bacillus tiirlerinin kagit esash
materyallerde sik goriilmesi Bacillus tiirlerinin  seliilolitik  aktivitesi ile
iliskilendirilmistir (Okpalanozie v.d., 2018). B. Circulans’in toprakta, kanalizasyonda
ve gidalarda bulundugu bildirilmistir (Russo v.d., 2021). M. foliorium ¢ogunlukla
toprak, bitki, su ve siit {irlinlerinden izole edilen bir bakteri tiirtidiir (Russell v.d.,
2019). Farkli Microbacterium tiirleri kitaplar {izerinden izole edilmis (Krakova v.d.,
2012;Gutarowska, 2016), parsomen ve kagit yazma eserlerde YND analizleriyle
tanimlanmustir (Krakova v.d., 2017; Migliore v.d., 2017).
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Micrococcus luteus kagit esasli materyallerden kiiltiir temelli tekniklerle tiir bazinda
izole edilmistir (Carlo v.d., 2016; Karakasidou v.d., 2018). Arsiv havasindan alinan

orneklerde M. luteus baskin tiir olarak tamimlanmustir (Branysova v.d., 2024).

Bu tez ¢alismasinda Illumina ‘Sentezleyerek Dizileme’ teknolojisi ile gergeklestirilen
metagenomik analizlerde, kiiltire dayali teknikler kullanilarak gergeklestirilen
molekiiler analizlere kiyasla daha yiiksek biyogesitlilik goriilmiistiir. Diziler cins
diizeyinde tanimlanirken, bazi dizilerin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi miimkiin
olmustur. Tiir diizeyinde tanimlanabilen diziler baskin cinsler degerlendirilirken bu
boliimde verilmistir. T1-T6 6rneklerinde cins diizeyinde sirasiyla 495, 540, 280, 337,
226, 338 OTU tanimlanmistir. Tarihleri 13-18 yiizyil arasinda degisen kitaplarin
tretim asamalarinin, farkli cografyalara taginmasmin ve ¢ok kisi tarafindan ele
alinmasinin, tanimlanan bakteriyal OTUlarin ¢esitliligin ve yogunlugunun yiiksek
olmasinda etkili oldugu diistintilmektedir. 2 farkli koleksiyonun bulundugu ortam
sartlarinin, bakteriyal ¢esitliligi tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in yazma eserlerde
tanimlanan baskin bakteri cinsleri (Nispi goreceli bolluk orant %]1’in iizerinde)
karsilastirtlmistir. Baskin cins diizeyinde 6 farkli yazma eserde benzer biyogesitlilik

goriilmesinin yanisira farkliliklarin da mevcut oldugu goriilmiistiir.

T1 Ornegi, Chao-1 degerinin yiiksek ¢ikmasina ragmen cesitlilik ve zenginlik
acisindan (Simpson 1-D, Shannon) en diisiik degerlere sahiptir. Alfa gesitlilik indisleri
dizilerin baskin cinslerde kiimelendigini gostermektedir. T1 Orneginde diger
orneklerden farkli olarak Halomonas cinsi baskin olarak tanimlanmistir. Bu cinse ait
tiyeler halofilik tiirlerdir ve gelismek i¢in tuzlu ortama ihtiya¢ duymaktadir. Daha d6nce
parsdmen yazma eserlerin ve derinin bozulmasiyla iliskilendirilmistir. Bu 6rnekte
Halomonas cinsinin, yazma eserin cilt kapaklarindan kagida bulasmis oldugu
diistintilmektedir. Eserde 6rneklemenin cilt kapaklarina yakin olan alandan yapilmis
olmasi nedeniyle Halomonas cinsinin olasi bulasma kaynag cilt kapaklarinda
kullanilan deridir. Derinin tiretimi esnasinda gergeklestirilen tuzlama islemi sonucunda
olusan tuzlu ortamin, Halomonas tiirlerinin kolajen liflerinde gelismesine neden
oldugu ve kagit iizerinde de tasindigi disiiniilmiistiir. Ayn1 eserde toprakta bulunan

Herbihabitans tiirlerinin goriilmesi ve eserde gorsel incelemelerde kapak tizerindeki
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toprak benzeri materyalin bulunmasi toprak kontaminasyonu olabilecegi yoniindeki

goriigleri arttirmaktadir.

Her 6rnekte yiiksek bollukta tanimlanan Prevotella; T1, T2, T4, T5 ve T6 6rneginde
farkli oranlarla tanimlanan Faecalibacterium (T3’te %]1’in altinda kalmistir); T1, T2,
T3, T4, T6’da tanimlanan Bacteroides (T5’te goreceli bolluk orani %]1’in altinda
kalmistir) ve T3, T4, T5’te tanimlanan Porphyromonas cinsi iiyeleri bagirsak
mikroflorasinda bulunan bakteri cinsleri arasinda yer almaktadir (Yilmaz ve Karli,
2023). Bu ¢alismada tanimlanan T2’de Alistipes, Parabacteroides ve Lachnospira; T2
ve T6’da Balutia; T4’te Phascolactobacterium; T3, T4, T5 ve T6’da Phocaeicola ve
Pseudoeschericia cinsleri de bagirsak florasinda ve bazi hayvanlarin sindirim
sistemlerinde baskin olarak tanimlanmistir. Pavlovic v.d (2023) tarafindan Prevotella
ve Porphyromonas cinsi iiyeleri Uciincii Nesil Dizileme teknolojisiyle tarihi kitaplar
tizerinde tamimlanmistir. T6’da Lactococcus cinsine ait dizilerin ¢ogunlugu
Lactococcus lactis alt tiirii cremoris olarak tanimlanmistir. Memelilerin sindirim
sistemlerinden izole edilmistir. Farkli Lactococcus tiirleri Pinar v.d. (2020b) tarafindan

tarihi kagit ylizeyinde YND ile tanimlanmustir.

Bagirsak mikrobiyatasindaki bakteriler kompleks seliilazlarla, bitkilerdeki seliilozu
parcalayarak basit sekerlere doniistiirebilmektedir. Seliilaz aktivitesi yiiksek olan bu
bakterilerin kagittaki selillozun degradasyonuna neden olabilecegini ve tahribatlarla
iliskilendirilebilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismada kagitta yiiksek cesitlilikte ve
bollukta bulunmalari, yazma eserlerin bu bakterilere yogun bir sekilde maruz kaldigini
ve kagidi gelisim ortami olarak kullanabildiklerini gostermektedir. Eserlerdeki
tahribath alanlar ile (bas ve etek kisminda kagit kisimlarin kopmasi ve pargalanmasi,
pamuklagma) ortak goriilen bakteriyal bagirsak florasi korelasyon gostermektedir. Bu
bakteri cinslerinin su kaynaklarinda, toprakta, bitkilerde ve solucan gibi hayvanlarin
diskilarinda da bulunmasi nedeniyle kontaminasyon bir ¢ok kaynaktan gergceklesmis
olabilir. Fare bagirsak florasi bakteriyal topluluk agisindan insan bagirsak florasi ile
benzerlik gostermektedir (Wang v.d., 2016). Eserlerde goriilen kemirgen tahribatlari
bu tiirlerin fare artiklarindan bulagsmis olabilecegini de diisiindiirmiistiir. Gorsel olarak
tahribatli alanlarda su lekelerinin varligi, yazma eserlerde sadece lokal olarak (tahribat

goriilen alanlarda) sebeke suyu kaynakli insan fekal kontaminasyonunun gergeklesmis
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olabilecegini diislindiirmiistiir. Bagirsak bakteri florasina ait bakteri cinsleri ilk defa

bu caligmada yazma eserlerde yiiksek bollukta ve ¢esitlilikte tespit edilmistir.

T6’da Enterobacter, Entorococcus ve Serratia; T2’de E. Shigella; T3, T4 ve T5’te
Klebsiella ve T6’da Serratia gibi koliform bakteri cinsleri diisiik yogunlukta
tamimlanmustir.  Kromojenik ECC Agar {izerinde gelisim gostermemeleri ve
bulunduklart depo alaninda uzun bir siiredir optimal gelisimleri i¢in gerekli olan 35-
37 C sicakligin olmamasi, bu tiirlerin canliligini koruyamadigini diisiindiirmektedir.
Reisnia v.d. (2022), kagit iizerindeki koliform bakterilerin kontaminasyonunun
hijyenik olmayan eller ya da hayvan diskilar1 olabilecegini belirtmistir. Pinar v.d.
(2020D), bakteri cinslerinin kagit yiizeyine vektorlerle, 6zellikle boceklerin atiklariyla
tasinmis olabilecegini bildirmistir. Bu bakterilerin varligi, eserlerin tahribatl
alanlarindan kirli/hijyenik olmayan su kaynaklarina maruz kalmis olabilecegini ve

kontaminasyonun bir zaman diliminde tahribat meydana getirdigini diisiindiirmistiir.

Tim oOrneklerde cins diizeyinde tanimlanan Staphyloccus ve Streptococcus iiyeleri
baskin bakterileri (Staphylococcus T2’de %1’in altinda, Streptococcus T1’de %]1’in
altinda kalmistir) temsil etmektedir. Staphylococcus ve Streptococcus cinsi tiyeleri
kiitiiphane ve arsiv materyallerinde ve tarihi yazma eserlerde siklikla izole edilen
tiirlerdir (Krakova v.d., 2012; Pavlovic v.d., 2023; Pinar v.d., 2020b; Migliore v.d.,
2017; Migliore v.d., 2019; Cappa v.d., 2022). Staphylococcus cinsi insan deri
mikroflorasinin bir pargasidir ve kitaplarda insan temas: ile iligskilendirilmistir.
Streptoccocus cinsi lyeleri insan tiikiiriik ve okiiler ylizeyinin kor mikrobiyomunu
olusturan bakteriler arasindadir (Karaday1 ve Karadayi, 2021; Delbeke v.d., 2021).
T4’te Moraxella cinsine ait dizilerin ¢cogunlugu saprofitik bir tiir olan ve insan derisi
ve mukoz membranda bulunan iist solunum yollarinda hastalik yapan patojen tiir M.
osloensis olarak tanimlanmigtir. Daha 6nce Leonarda da Vinci’nin ¢izimlerinde ve 19.
yiizy1l kiitiiphane materyallerinde (Pavlovic v.d., 2023) YND teknolojileri ile ve
Jurado v.d. tarafindan Papanin 15-16. yiizyillarda yazmis oldugu mektuplarda
tanimlanmistir (Jurado v.d., 2010). T2, T3, T5’te Brevibacterium ve Fusobacterium;
T6’da Cutibacterium; T3, T4 ve T6’da Macrococcus; T2’de Veilonella tanimlanmustir.
Brevibacterium cinsi {iyeleri daha once de farkli ¢alismalarla parsomen yazma

eserlerden izole edilmistir (Krakova v.d., 2012; Teasdale v.d., 2017). Bu cinsin iiyeleri
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de insan deri mikroflorasinda siklikla bulunmustur.  Cutibacterium {iyeleri
(Propionibacterium) insan derisinde yerlesik olan bakterilerdir. Pinar v.d. (2020b) ve
Pavlovic vd. (2023) tarafindan kagit yiizeyinde tanimlanmistir. Salgiladiklar
propiyonik ve asetik asitlerin kitap kokularina neden olabilecegi belirtilmistir
(Pavlovic v.d., 2023). T2 oOrneginde tanimlanan Agathobacter cinsi iiyelerinin
cogunlukla insan oral mukozasinda ve viicudunun farkli yerlerinde bulundugu
bildirilmistir (Eribe ve Olsen, 2017). T3 ve TS5 6rneginde tanimlanan Fusobacterium
cinsi lyeleri insanda ve farelerde agiz ve gastrointestinal sisteminde bulunmaktadir
(Brennan ve Garrett, 2019). Yazma eserler yiizyillar boyunca insanlar tarafindan ele
alindig1 i¢in bu bakteri cinsleri insan mikrobiyal marker1 olarak diisiiniilmiistiir.
Yiiksek oranda tanimlanmasiyla bulasma kaynaginin belgelerde insan temasi oldugu

diistinilmiistiir.

Standart kiiltiirleme teknigiyle kolaylikla izole edilen Bacillus tiirleri metagenomik
analizlerle diisiik diizeyde tanimlanmistir. Sadece T6’da Bacillus cinsi yiiksek bollukta
gortintiilenmistir. Bacillus cinsi kagit arsiv ve kiitiiphane materyallerinin kontaminanti
olarak siklikla tanimlanmis ve kagit yilizeyinin kor mikrobiyomunun bir iiyesi olarak
kabul edilmistir. Seliilotik ve proteolitik aktiviteleri yiiksektir. Pigment {iiretimi
gerceklestirmesinden dolayr kagittaki leke ve foxing olusumdan sorumlu olabilecegi
disiiniilmistiir (Karakasidou v.d. 2018; Tarsitani v.d., 2014). Bacillus ¢ok gesitli
¢evrelerde bulunanan, endospor olusturan bakteri cinsidir. Ekstrem habitatlarda uzun
stire canliliklarinmi siirdiirebilmelerinin olumsuz sartlarda spor olusturabilme giiciine
bagli oldugu disiiniilmiistiir (Borrego v.d., 2012). Bacillus sporlari uzun siire dormant
halde kalabilmekte fakat segici besiyerlerinde ¢ok kisa bir siire igerisinde
canli/vejetatif forma doniisebilmektedir (Setlow, 2014). T2 ve T3 Orneginde
tanimlanan Paenibacillus, T6’da tanimlanan Priestia ve Calidifontibacillus, T4’te
tanimlanan Brevibacillus cinsleri de Bacillus cinsi ile taksonomik olarak yakindir.
Brevibacillus cinsi kagitta meydana gelen foxing lekelerinde tanimlanmistir (Szulc
v.d., 2018; Tarsitani v.d., 2015). Bu cins {iyeleri dogada genis yayilim gostermektedir.
Hayvanlarin sindirim sistemlerinde, deniz suyu ve toprak gibi bir¢ok ¢evreden izole

edilmektedir.
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T6’ da tamimlanan Pseudomonas cinsi kagit ve parsomen yiizeylerde YND
analizleriyle siklikla tanimlanmistir (Migliore v.d., 2019; Pavlovic v.d., 2023; Pinar
v.d.2020b; Raesnia v.d., 2022; Szulc v.d., 2018). Pangallo v.d. (2012) tarafindan
fresko yiizeylerinden ve ¢evresindeki havadan izole edilmistir. Vaisenan v.d. (1998)
Pseudomonas cinsine ait bakterileri kagit basim makinelerinden izole etmis ve bu
cinsin 1iyelerini kagidin bilesenleri arasinda bulunan nisasta, kazein ve

karboksimetiilseliilozu degrade edebilecek kapasitede oldugunu belirtmistir.

T1 ve T2’de tanimlanan Saccharopolyspora, parsdmen yazma eserlerdeki kolajenin
bozunmasindan ve parsomenin tahribatinde etkili oldugu bildirilmistir (Pinar v.d.,
2020a; Teasdale v.d., 2017). Krakova v.d. (2017) tarafindan kagit yiizeylerde de
tanimlanmustir. Saccharopolyspora toprak, deniz sedimentleri, bitki ve klinik 6rnekler

gibi genis ¢esitlilikte habitatlarda bulundugu ve (Kim ve Goodfellow, 2015)

T3, T4, TS5 ve T6 orneklerinde tanimlanan Acinetobacter yazma eser ¢alismalarinda
siklikla tanimlanmistir. (Migliore v.d., 2019; Pinar v.d., 2020b; Pavlovic v.d., 2023)
Dogada yaygin olarak, ¢ogunlukla da toprak ve suda bulunmaktadir. Her tiirlii ylizeyde
kolonilesme giiciiniin yiiksek, antibiyotiklere ve desikasyona karsi direncinin oldugu
bildirilmistir (Doughari v.d., 2011). Bu o6zelliklerinden dolay1 kitaplar iizerinden
siklikla izole edilmis olacag disiiniilmektedir. Bu cinsin {iyeleri hastane

ortamlarindan da izole edilmistir. (Wong v.d., 2017)

T2 oOrneginde tanimlanan Nocardiopsis cinsi parsomen yazma eserlerde bozulma
etkeni bakteri cinsi olarak tanimlanmistir (Pinar v.d., 2020a; Pinar v.d., 2020Db).
Nocardiopsis cinsi tlirlerinin genis habitattan izole edildigi fakat biiyiik ¢ogunluka
toprakta bulundugu ve amilaz, kitinaz, seliilaz, B-glukonaz gib ekstraseliiler enzimleri
salgiladigr belirtilmistir (Bennur v.d., 2015). Cogu tiiriiniin de tuz, alkali ve
desikasyona direng Ozelliklerinin oldugu bilinmektedir (Chun v.d., 2000; Li v.d.,
2003).

T4’te diger orneklerden farkli olarak Caulobacter cinsi C. segnis ve C. Mirabilis baskin
tiirleriyle  tanimlanmustir.  Cauolobacter tiirlerinin ~ selillozun  ve  ligninin

degradasyonunda etkili oldugu ve seliiloz iizerinde gelisim gosterebildigi belirtilmistir
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(Song v.d., 2013). Pinar v.d. (2020b) calismasinda tanimladigi Caulobacter cinsinin

kagit materyaller iizerinde biyolojik bozulma riski olusturdugunu diistinmiistiir.

T6 orneginde yiikksek bollukta ve T3 Orneginde disik bollukla tanimlanan
Stenotrophomonas cinsi iiyeleri daha 6nce de parsdmen yazma eserlerde (Michaelsen
v.d., 2010; Pinar v.d, 2015b; Pinar v.d., 2020a) ve tarihi kagit esash kitaplarda
(Krakova wv.d., 2017) tanimlanmis ve kagit materyallerin bozunmast ile
iliskilendirilmistir. Pinar v.d.’ne (2020b) gbre bu materyallerdeki varliginin nedeni,
proteinaz ve kitinaz gibi ekstraselliiler enzimler salgilamasi ve ekstraseliiler polisakarit
tiretebilmelerinden  dolayr farkli  materyaller {izerine yapisarak biyofilm
olusturabilmeleridir. T6’da tiir diizeyinde tanimlanan Stenotrophomoas rhizophila’nin
endoglikonaz enzimatik aktivitesi belirlenmis ve selillozu degradasyonunda etkili
oldugu anlasilmistir (Singh v.d., 2015). Bu cinse ait dizilerin ¢ogunlugu T3’de S.
Maltophilia tiirii olarak tanimlanmistir. S. maltophilia, dogada kaynak sulari, musluk
sular1, toprak, bitkiler gibi pek ¢ok ortamda bulunabilen insan patoneji bir tiirdiir

(Brooke, 2012).

T3’te diisiik nispi bollukla Pseudonocardia cinsi tanimlanmistir. Farkli kaynaklardan
izole edilen cinsin lyeleri, siklikla topraktan ve bazi bitkilerin koklerinde ve
yapraklarinda tespit edilmistir (Raihi v.d., 2022). Tiir diizeyinde tanimlanan
Pseudonacardia broussonetia, kagit dutu olarak bilinen Broussonetia papyrifera
bitkisinin koklerinden izole edilmistir (Mo v.d., 2019). P. Broussonetia’ya ait temsili
diziler EK C.’de verilmistir. P.Broussonetia tiiriiniin tanimlanmasiyla, kagidin
iiretiminde tamamiyle kullanilmasa bile yazma eser T3’de kagit hammaddesinde kagit
dutu olarak bilinen Broussonetia papyrifera bitkisinin kullanilmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu kagidin yapiminda kullanilan bitkilerin belirlenebilmesi igin

daha ileri analizler yaparak sonug desteklenmelidir.

T4’te tanmimlanan Aquabacterium, Pavlovic v.d. (2023) tarafindan 19. yiizyila ait
kitaplarda tanimlanmistir. Pavlovic v.d., bu cinsin kitaplar {lizerindeki varligini
kitaplarin restorasyon esnasinda buharli siipiirgeler ile temizlenmesi ile iligkili
olabilecegini diistinmiistiir. Akuatik ¢evrelerde bulunan Aquabacterium tiirlerinin

¢ogunun sekeri metabolize edemedigi bildirilmistir (Hirose v.d., 2020). Bu nedenle
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kagit tizerinde gelisiminin zor oldugu ve tahribata neden olan tiirler arasinda

olmayacagi ya da sekonder zararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak YND Illumina analizleriyle elde edilen verilere bakildiginda; tanimlanan
bakteri topluluklarnin yazma eserlere bulasma kaynaklarmi gruplandirabiliriz. i1k
grupta ekstraseliiler enzim salgilama kabiliyetleri yiiksek ve temel kagit bozucular
olarak sik tanimlanan ve kitap/yazma eserlerin kor mikrobiyomunu olusturan Bacillus,
Stenotrophomanas, Pseudomonas, Acinetobacter cinsi iiyeleri yer almaktadir. Bu
cinsin iyeleri cografi farkliliklar g6z Oniinde bulundurulmaksizin ¢evresel
kontaminantlar olarak toprak, hava, su ve tozdan kagidin yapim asasindan itibaren
eserlerin bulundugu ortamlardan bulasmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikinci olarak
Staphylococcus, Brevibacterium, Acinetobacter, Moraxella, Streptococcus,
Cutibacterium, Fusobacterium gibi insan mikrobiyomuna ait tiirlerin yiiksek bollukta
tanimlanmasiyla literatiirde de belirtildigi gibi yazma eserlerdeki profilinin insan
temasi ya etkisiyle olustugu diisiiniilmektedir. Bu veriler literatiirle uyusmaktadir.
Orneklerin alindig1 eserlerin ¢ok sik okundugu tahmin edilen basvuru dini kitaplar

arasinda olmasi bu veriyi dogrulamaktadir.

Bu genellemenin disinda, yazma eserlerdeki biyolojik tahribatlarda etkili olan
bakteriyal topluluklarin bulasma kaynaklarinin tespit edilmesinde eserler kendi
0zelinde (bulundugu ortam sartlari, fiziko-kimyasal 6zellikleri) degerlendirilmelidir.
Her eserde yiiksek bollukta gorilen bagirsak florasi iiyeleri Prevotella,
Faecalibacterium, Bacteroides, Porphyromonas ve daha diisiik bollukta goriilen E.coli,
Psuedoescherica, Blautia, Agathobacter tiirlerinin ortam sartlarindaki 6zel kosullardan
bulastig1 sonucuna varilmistir. Bu bakteri grubu eserlerin fare ya da sebeke suyu
kaynakli bir fekal kontaminasyona maruz kalmis olabilecegini gostermektedir. T1, T2
ve T3 orneklerinde kiiltiir temelli tekniklerle izole edilen Niallia circulans’in (Bacillus
circulans) kanalizasyondan izole edilen bir tir olmasi sebeke suyu kaynakli
kontaminasyon ihtimalini giiclendirmektedir. Eserlerin 1970°li yillardan itibaren
kiitiiphane depo alanlarinda bulunmasindan dolayr N. Circulans’in yazma eserler

tizerinde uzun siire spor halinde canliligini korudugunu diisiindiirmektedir.
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Tahribath ve tahribatsiz alanlardaki pH degerlerindeki degisimin 6rnekler arasinda
degiskenlik gosterdigi gorilmustir. Mikrobiyal tahribatlarda organik asitlerin ve
metabolitlerin {iretimine bagli olarak pH’in diismesi beklenirken T2 ve T3
orneklerinde artmistir. Kagitlarin heterojen yapist nedeniyle kagit iizerinde pH
degerinin degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle diger orneklerde pH
diisiisiinde bakteriyal topluluklarin net bir etkisinin goriilmedigi diisiiniilmektedir.
Bakteriyal topluluklarin kagidin pH iizerine etkisinde anlamli sonuglar igin analizler

sonraki ¢caligmalarda genisletilmelidir.

Bu ¢alismada tahribatli alanlardaki bakteriyal topluluk profili tanimlanmis ve iki farkl
yontem kiyaslanmistir. Taksonomik ¢esitlilik incelendiginde kiiltiir temelli yontemlere
kiyasla metagenomik analizlerde ¢esitlilik daha yiiksek gdzlenmistir. Kiiltiir temelli
yontemler ile sadece canli ve standart yontemlerle (sicaklik-bagil nem-besiyeri)
gelisen bakteriler tamimlanmaktadir. Bu c¢alismada Kiiltiirleme teknigine dayanan
analizlerde sadece canli bakterilerin tanimlanmis oldugu ya da zor gelisen bakterilerin
standart protokollerle ve secili besiyerinde gelisim gostermedigi de diigiiniilmektedir.
Analizlerde 6rneklerin alindigr alan, 6rnekleme yontemi, secilen inkiibasyon yontemi
(NB inkiibasyonunda rekabetci tiirlerin baskin gelmesi) ve besiyerler sonuglari
etkilemektedir. Kiiltiir temelli yontemlerin yazma eserdeki tiim bakteriyal toplulugun
tanimlanmasinda yetersiz kaldigi diistiniilmektedir. YND Illumina teknolojisinin
kullanildig1 metagenomik analizlerde yiizyillar boyunca bulundugu ortam sartlarindan
etkilenmis yazma eserlerin iizerindeki canli ya da cansiz tim bakteriyal
kontaminantlarin ve kiiltiire alinamayan bakterilerin tanimlanmasi miimkiin
olmaktadir. Metagenomik analizlerde tiim veri incelendiginde sadece yiiksek nispi
bolluk gosteren cinsler ve tiirler iizerinde taksonomik c¢esitlilik analizleri
gerceklestirilmektedir. YND’nin hassasiyetinin yiiksek olmasi ve &rneklerdeki
topluluklar1 ¢ok genis tanimlamasina ragmen diisiik nispi bolluk gosteren
cinslerin/tirlerin ~ tespit  edilememesi ya da eserlerdeki  bozulmalarla
iligkilendirilmemesi dezavantaj olarak goriilebilir. Bu ¢alismada da kiiltiir temelli
analizlerde tanmimlanan cinslere ait iiyelerin metagenomik analizlerde tanimlanan
baskin cinsler arasinda goriilmemesi bu bilgiyi desteklemektedir. Yazma eserlerdeki
tahribatlarin mikrobiyal topluluk tanimlama ¢alismalarinda her iki yontemin birlikte

kullanilmasi ile tahribat mekanizmasina dair daha giivenilir sonuglarin elde edilecegi
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distiniilmektedir.

Metagenomik analizlerin yazma eserlerdeki tiim mikrobiyal toplulugun
tanimlanmasinda kullanilmasi bir yontem olarak degerlendirilmelidir. Analizler, tarihi
degeri yiiksek olan yazma eserlerin canli yada cansiz tim mikrobiyal florasinin
tanimlanmastyla ge¢misteki kullanimina ve bulundugu ortam sartlar1 hakkinda farkl
bilgiler ortaya ¢ikarmaktadir. Yiizyillar 6ncesinden kagit ve deri materyalin {iretim
asamasinda gelisim gostermis bakterilerin de tanimlanmasit miimkiin olmustur. Bu
calismada tarihleri 13-18. yy arasinda degisen yazma eserlerin bakteriyal arsivi
cikarilmigtir. Bu ¢alisma yazma eserlerdeki ortak bakteri gruplarina ragmen her yazma
eserin kendi yasina, materyal igerigine ve ¢evresel sartlarina gore bakteriyal florasinin
olustugunu ve oOzgiin olarak degerlendirilmesi gerektigini gostermistir. Zararh
mikroorganizmalarin ekolojisini, gelisim i¢in gerekli olan ihtiya¢larimi ve tiim
biyolojik bozulma mekanizmalarin1 tanimlamamiz ile uygulayacagimiz konservasyon

islemleri de gelisecektir.

Analizler, yazma eserlerin unsurlarinin tanimlanmasinda ve korunmasinda yardimci
bir alan olarak ortaya c¢ikacaktir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler, secili yazma
eserlerdeki bozulma kaynaklarinin aydinlatilmasinda ve yazma eser mikroflorasinin
tanimlanmasinda literatiirii desteklemekte ve katki saglamaktadir. Bilindigi gibi yazma
eserlerin gevresel kontaminantlardan korunmasi i¢in toz, toprak ve su gibi bakteri
kaynaklarindan uzak tutulmasi, ve uygun konservasyon malzemeleri ile yapilmis
kutular i¢inde saklanmas1 Onerilmektedir. Bu ¢alismada tanimlanan kontaminasyon
kaynaklarina bakildiginda bu koruma stratejilerinin eserler i¢in 6nemi vurgulanmaistir.
Bozulma etkenlerinin tespiti, yazma eserlerin korunma stratejilerinin gelistirilmesinde
de biiyiik 6nem tagimasi dolayisiyla yeni teknik ve donanimlarin gelistirilmesine de

Onciuliik edecektir.

Eski Islami yazma eserlerde bakteri cins ve tiirlerinin metagenomik analizlerle
tamimlanmasi, kagit tiretiminde kullanilan malzemeler ve teknikler hakkinda veri
olusturabilir. Bu kapsamda ilk kez bu tez ¢alismasinda tarihi kagitta tanimlanan P.
Broussonetia’nin kagit dutunun (Broussonetia sp.) kdklerinden izole edilen endofitik

bir bakteri olmast, Islami kagitlarin iiretiminde kismi olarak kagit dutunun kullanilms
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olabilecegini disiindiirmektedir. Cinlilerin bu bitkiyi kagit yapiminda kullandigt
bilinirken, kagit dutunun islami kagit {iretiminde kullamildigina dair kesin bir bilgi
yoktur. Cin menseili 10. yiizyila ait pagavra kagitlarda yapilan analizlerde kagit
dutunun lifleri tanimlanmistir (Helman-Wazny, 2016). Calismada, kagit dutunun
kaynaginin s6z konusu kagitlarin yapiminda kullanilmis giysiler ya da tapa yontemiyle
elde edilmis kagit pargalari oldugu belirtilmis ve ge¢ donemlerde Cinliler tarafindan
bu tip kagit iiretiminin gergeklestirilmis oldugu varsayilmistir. Islami kagitlarin
yapiminda da hammadde olarak ¢ogunlukla pagavra kullanildigi bilinmektedir. 15.
yiizyillda yazma eserlerde kullanilmak tizere kagitlarin Cin’den getirilmis olduguna
dair bilgi bulunmaktadir (Yu, 2021). ipek yolu iizerinden de Cin ve Islami cografya
arasinda ticari iliskilerin gii¢lendigi bilinmektedir (Liu, 2010). Cin ve Islami cografya
arasinda kagit yapim teknikleri ve materyalleri arasinda etkilesimlerin oldugu
muhtemeldir. Bu bilgiler 1s1ginda Cinliler tarafindan kagidin yapiminda kullanilan
kagit dutunun, islami cografyaya farkli formlarda (pagavra, giysiler ya da ithal kagt
blinyesinde) tasinmis ve kagit yapiminda kullanilmis olabilecegi diistiniilmektedir.
Islami kagit iiretimine dair 6nemli bir veri olarak goriilen bu bulgunun ileri analizlerle

ve ticaret kayitlar1 gibi arsiv belgeleriyle desteklenmesi gerekmektedir.

Metagenomik analizlerle tamimlanan yazma eser mikroflorasi, yazma eserlerin
tiretiminde kullanilan materyallerin tanimlanmasinda yazma eserler ile calisan
arkeoloji, restorasyon ve konservasyon biliminde ¢alismalar yapan tiim bilim insanlar1

icin 6nemli veri kaynagi olusturmaktadir.

Ayrica bu calismadan elde edilen sonuglara gére tanimlanan tiirlerin bir kisminin insan

patojeni bakteriler olmasi nedeniyle bu eserlerin dikkatle ele alinmasi gerekmektedir.
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EK A: 6 Ornege Ait Forward ve Reverse Ham Sekans Kaltite Skorlari

Qualty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567891519 30-34 4549 60-64 75-79 90-94 110114 135139 160164 185189 210214 235-239

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
~—— T H—J T

L “ Jilers

1234567891519 30-34 4549 60-64 7579 0-94 110114 135139 160-164 185189 210-214 235-239
Position In read (bp)

Sekil A.1. T1 6rnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlar1

1234567891510 30.34 4549 6064 7576 9094 110114 135139 160164 185189 210214 235239
Pasition in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lliumina 1.9 encoding)
1

1234567001510 3034 4549 60-64 7579 9094 110114 135130 160164 185189 210214 235239
Position in read (bp)

Sekil A.2. T2 6rnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlart
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Quality scores across all bases {(Sanger / lllumina 1.9 enceding)

| |

1234567891519 30-34 4549 60-64 7579 90-94 110114 135139 160-164 185189 210214 235239
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
[ 1

1234567891510 30-34 45440 6064 75-79 90-04 110-114 135139 160-164 185189 210-214 235-239
Position in read (bp)

Sekil A.3. T3 6rnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlari

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}

1234567891510 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 110-114 135-139 160-164 185189 210214 235-239
Pasition in read (bo)

Qualtty scores across all b

ases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
] i TNT r

1234567801510 30-3¢ 4549 60-64 75-79 90-94 110114 135130 160164 185189 210214 235239
Position in read (bp)

Sekil A.4. T4 6rnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlart
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
1 T

1234567809 1519 30-34 45-49 6064 7579 90-94 110114 135139 160-164 185189 210214 235239
FPosition In read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
| |

1234567891519 30-34 4549 60-64 75-79 90-94 110-114 135139 160-164 185-189 210214 235-239
Position In read (bp)

Sekil A.5. T5 6rnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlari

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.8 encoding)

1234567801510 30-34 45-49 60-64 7570 9004 110-114 135130 160-164 185189 210214 235239
Pasition in read (bp)

Sekil A.6. T6 drnegine ait forward ve reverse ham sekans kalite skorlar1
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EK B: 6 Ornekteki En Yiiksek Yogunlukta Goriilen Subelerdeki Cins
Oranlarim1 Gosteren Krona Grafikleri

B)

P__Actinobacteriota

Sekil B.1.T1 Orneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarmi gosteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirasiyla Proteobacteria-Firmicutes- Bacteroidota- Actinobacteriota
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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p__Actinobacteriota

Sekil B.2. T2 Orneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarim gdsteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirasiyla -Firmicutes- Bacteroidota- Actinobacteriota-Proteobacteria
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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p_Actinobacteriota ) ! P_Bacteroidota

Sekil B.3. T3 6rneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarini gosteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirastyla -Firmicutes- Proteobacteria-Actinobacteriota- Bacteroidota
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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p__Proteobacteria

Pp__Actinobacteriota p__Bacteroidota

Sekil B.4. T4 6rneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarini gosteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirastyla -Firmicutes- Proteobacteria-Actinobacteriota- Bacteroidota
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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p__Proteobacteria

p__Actinobacteriota

p__Bacteroidota

Sekil B.5. T5 6rneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarini gosteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirastyla -Firmicutes- Proteobacteria- Bacteroidota-Actinobacteriota-
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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p__Bacteroidota

— % g_ Stenotrophomonas
p__Proteol

Pp__Actinobacteriota

Sekil B.6. T6 6rneginde en yiiksek yogunlukta goriilen Subelerdeki sadece cins oranlarini gosteren
Krona grafikleri A-B-C-D) sirasiyla -Firmicutes- Bacteroidota- Actinobacteriota- Proteobacteria-
subesinde en yiiksek bollukta goriilen bakteri cinsleri
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EK C. P. Broussonetiae’ye ait temsili dizi

Pseudonocardia broussonetiae strain Gen 01 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: NR_180780.1 Length: 1400 Number of Matches: 1

Range 1: 307 to 719 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
745 bits(403) 0.0 410/413(99%) 2/413(0%) Plus/Plus

Query 1 GGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGLGTGGGGGATGACGGL 60

Sbjct 307 GGGAATATTGCGCAATG AAAGCCTGACGCAGCGACGCCGLGTGOGGELATGACGEGL 366

Query 61 CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGACCTTGACGAAG-CCTTCGGG-TGACGGTAGGGGTAG 118

Sbjct 367 CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGACCTTGACGAAGGCCTTCGGGTTGACGGTAGGGGTAG 426
Query 119 AAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGT 178

Sbjct 427 AAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGT 486

Query 179 CCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCGGTCGTGAAAACTTG 238

Sbjct 487 GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCGGTCGTGAAAACT 546

Query 239 GGGCTTAACTCTGAGCTTGCGGTCGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTG 298

Sbjct 547 GGCTTAACCCTGAGCTTGCGGTCGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTG 686
Query 299 GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCG 358
N it i
Query 359 GGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG 411

Sbjct 667 GGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG 719

Sekil C.1. P. Broussonetiae’ye ait temsili dizi
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