T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BENZER PATOJENITEYE SAHIP BAKTERILERIN RAMAN SPEKTRUMLARI
UZERINDEN KEMOMETRIK YONTEMLERLE AYRISTIRILMASI

YUKSEKLISANS TEZI
DILARA KAPLANOGLU
2100003181

Ana Bilim Dali: Fizik

Program: Fizik

Tez Danismani: Prof. Dr. Giilece OGRUC ILDIZ

2024



T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BENZER PATOJENITEYE SAHIP BAKTERILERIN RAMAN SPEKTRUMLARI
UZERINDEN KEMOMETRIK YONTEMLERLE AYRISTIRILMASI

YUKSEKLISANS TEZI
DILARA KAPLANOGLU
2100003181

Ana Bilim Dali: Fizik
Program: Fizik
Tez Danismani: Prof. Dr. Giilce OGRUC ILDIZ
Jiiri:

Prof. Dr. Ayberk YILMAZ
Dr. Ogr. Uyesi Aysegiil Fulya YELKENCI

2024



ONSOZ

Yiiksek lisans tez caligmasinin yiiriitilmesinde bana her konuda destek saglayan degerli tez

danismanim Prof. Dr. Giilce OGRUC ILDIZ’a en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez calismasi esnasinda benimle bilgi birikimlerini ve tecriibelerini paylasarak desteklerini
esirgemeyen Ogr. Gor. Gizem YAVUZ DOGAN ve Uzm. Ersin KAYGISIZ’a ¢ok tesekkiir

ederim.

Son olarak; yiiksek lisansimin baglangicindan tez siirecimin sonuna kadar bana maddi manevi
desteklerini esirgemeyen varliklarryla hep yanimda olan sevgili annem Nihan KAPLANOGLU,
babam Irfan KAPLANOGLU, kardesim Berkin KAPLANOGLU ve Kiirsat OZBEK’e

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu tez calismasi, IKU BAP2308 numarali, proje Onerisine istinaden, T.C. Istanbul Kiiltiir

Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER

ICINDEKILER ........ooviiiiiceeee ettt sttt an st an e, I
KISALTMALAR .o v
TABLO LISTESI ..o Vi
SEKIL LISTEST ..ottt VIl
SIMGE LISTESI ....coooouiiiiiie s IX
L0 /8 7 TP X
ABSTRACT e X1l
| 3 021 1T 1
2. MATERYAL VE METOT ottt 10
2.1 Biyolojik Orneklerin HAZIFIANMASL................ccccoevrviieerieeierieeeeseseesee e seseese e 10
2.1.1. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanacagi Saf Suslarin Temin Edilmesi ..................... 10
2.1.2. Saf Bakteri Kiiltiir Numunelerinin Hazirlanmasi ..................cccooiiiiiiiinnnn, 11
2.1.3. Saf Bakteri Kiiltiirlerinden Sub-Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ...................c...cceee. 12

2.2 Bakterilerin Raman Spektrumlarmin Elde Edilmesi ...................ccccooooiiinie, 12
2.2.1 Raman SPEKIrOSKOPISE ....eccviiuieiiieieiiesie ettt sttt ae s sre e reene e 12
2.2.2 Klasik Goriis Altinda Raman SpeKtroskopisi ..............c.cccooviiiiii, 14
2.2.3 Bakterilerin Raman Spektrumlarimin Kaydedilmesi ...............c.cccoooniiniiiinnnnn, 17
2.2.4 Bakterileri Raman Spektrumlarinin On Islenmesi ..............c..cccoocoeieveviiiiinnnnnne, 17

2.3 Spektral Verilerin Kemometrik Yontemlerle Analizi ..., 19
2.3.1 Temel Bilesenler Analizi (PCA) ...........ooooiiiiiiiiii e 20
2.3.2 Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ...........ccccoooiiiiiiiii e 22
2.3.3 Kismi En Kiiciik Kareler Ayristirma Analizi (PLS-DA) ........ccccoevvviviiieeie e, 25

2.3.4 Smiflandirma Modelinin Gelistirilmesi ve Tahmin Yeteneginin Test Edilmesi ....27
I



2.3.5 Istatistiksel Model Performansinin Degerlendirilmesi....................cccoooveveveverrnnnnn, 28

3. BULGULAR ..ttt n b 31
3.1 Bakteri Raman Spektrumlarinin On Islenmesi ..............c..cccoooovveveceieiiceiccce e, 31
3.2 Raman Spektrumlari Tabanh Siniflandirma Modelinin Gelistirilmesi ........................ 37
3.3 Gelistirilen PCA ve PLS-DA Modellerinin Tahmin Yeteneginin Test Edilmesi .......... 41

4. TARTISMA VE SONUCQ .....ocoiiiiiiiiiiieiie e 49

5. KAYNALKQCA oo 52



KISALTMALAR

S.saprophyticus
A. faecalis
E.faecalis
C.jeikeium
PCA
PLS-DA
PC1

PC2

Gram Pozitif
Gram Negatif
SBAP

AFS

SSP

EFS

CJ

AFS1

AFS2

AFS3

AFS4

AFS5
AFS20

HCA

: Staphylococcus saprophyticus
. Alcaligenes faecalis

: Enterococcus faecalis

: Corynebacterium jeikeium

: Temel Bilesenler Analizi

: Kismi Kiiciik Kareler Ayristirma Analizi
: Birinci Temel Bilesen

: Ikinci Temel Bilesen

: Gram (+)

: Gram (-)

: Sheep Blood Agar Plate

: Alcaligenes faecalis

. Staphylococcus saprophyticus
: Enterococcus faecalis

: Corynebacterium jeikeium

: Alcaligenes faecalis 1. Ornek

: Alcaligenes faecalis 2. Ornek

: Alcaligenes faecalis 3. Ornek

: Alcaligenes faecalis 4. Ornek

: Alcaligenes faecalis 5. Ornek

: Alcaligenes faecalis 20. Ornek

: Hiyerarsik Kiimeleme Analizi

v



NIPALS : Dogrusal Olmayan Yinelemeli Kismi En Kiiglik Kareler

DP : Dogru Pozitif

DN : Dogru Negatif

FP : Yanlis Pozitif

FN : Yanlis Negatif

RMSE : Ortalama Karekok Sapmasi



TABLO LiSTESI

Tablo 3.1.  : Bakteri Raman spektrumlarinda temel bantlara ait isaretlemeler ....................... 32

Tablo 3.2.  : Istatistiksel model performans verileri ve karisiklik matrisi (PLS-DA modeli i¢in)

................................................................................................................................ 45
Tablo 3.3.  : Dort bakteri grubu i¢in (AFS, CJ, EFS ve SSP olmak iizere) Tablo 3.2.’deki

karigiklik matrisi verileri kullanilarak elde edilmis YP, YN, DP, DN sayisal

4 (105§ 1<) TP PR PP PR 46

\



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 1.3.

Sekil 1.4.

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

: Bakterilerin sekillerine gore siniflandirtlmast .........ccoooveviiiiiiiiiiiiccc, 2

: Bakterilerin gram boyama 6zelliklerine gore siniflandirilmasi a) gram negatif bir

bakteriye ait boyama sonucu b) gram pozitif bir bakteriye ait boyama sonucu ....3

: Gram boyama agamalarinin gorsel olarak agiklanmast ..........cccoevveiiiiiiiiiiinnnnns 4

: Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan otomatize yontemlerden birinin

sematik olarak gOStErTIMEST ..o.vovvveiviiiiiiieiiiie e 7

: Liyofilize mikroorganizma saf susu igeren Kwik-Stik 6rnegi .........cccocceevvennnnne 11

: CCls bilesiginin 532 nm dalga boyuyla uyarilmasi sonucu elde edilen

Rayleigh-Stokes-Anti-Stokes sagilmalart ............ccoceviviriieiineneseeseeeee, 13

: iki eksenli (iki boyutlu) bir veri kiimesi icerisinde iki temel bilesen olan PC1 ve

sonucu elde edilmis olan dendrogram Ornegi .........cccocvvieiiiieiiiieiinincc e, 24

: ikili smiflandirma igin karigiklik matrisi GINeSi .......covvevevevevceerererieeeeccreerereeeen, 29

: Bakteri gruplarinin alan normalize edilmis Raman Spektrumlarindan elde edilen

ortalama spektrumlar (CJ bakterisi mavi, SSP bakterisi yesil, AFS bakterisi siyah
ve EFS bakterisi KIrmiz1). ......ccoooiiiiiiiie e 31

: Dort bakteri grubuna ait (CJ, EFS, AFS, SSP olmak iizere) ortalama Raman

spektrumlarina hiyerarsik kiimeleme analizi uygulanmasi ((Hierarchical Single-
linkage algoritmast)

sonucu olusturulan dendrogram............c.ccooveiiiiiieii e 33

: CJ, EFS, AFS, SSP gruplarina ait Raman ortalama spektrumlarina alan

normalizasyonu uygulanmasinin ardindan elde edilen PCA skor grafigi (Temel

Bilesen PC-2’ye kars1 Temel Bilesen PC-1). .....ccccovvvevviiniiieiese e 34

VI



Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.
Sekil 3.11.
Sekil 3.12.

Sekil 3.13.

Sekil 3.14.

Sekil 3.15.

Sekil 3.16.

Sekil 3.17.

Sekil 3.18.

. AFS bakterilerine ait ortalama Raman spektrumlarinin SSP ortalama Raman
spektrumundan ¢ikartilmasiyla elde edilen fark spektrumu (yesil), PCA modeline
ait PC-2 yiiklemeleri (PEmMDE)........ccviieiiiirieiieiiesieseeeeee s 36

: EFS bakterilerine ait ortalama Raman spektrumlarinin SSP ortalama Raman
spektrumundan ¢ikartilmasiyla elde edilen fark spektrumu (mavi), PCA modeline
ait PC-1 yiiklemeleri (KITMIZ1)......oiveriiieiieieeie e 37

: PCA iki boyutlu skor grafigi (PC-2’ye karst PC-1) .....ccccoooiiiiiiiiiniiiecee, 38

: PCA modeline ait ii¢ boyutlu (PC-3’¢ kars1, PC-2’ye kars1 PC-1) skor grafigi...39

: PLS-DA modeli 2D skor grafigi (Faktor-2’ye karst Faktor-1).........cccccoevvvenennnn. 49
: PLS-DA modeli 3D skor grafigi (Faktor-1, Faktor-2, Faktor-3).........ccccevvenennen, 41
: PCA modeli i¢in 2D projeksiyon skor tablosu (PC-2’ye karst PC-1) .................. 42

: PCA modeli i¢in 3D projeksiyon skor tablosu (PC-3, PC-2’ye karsi PC-1)........ 43
: PLS-DA modeli igin 2D projeksiyon skor tablosu (Faktor-2 x Faktor-1)............ 44

: PLS-DA modeli i¢in 3D projeksiyon skor tablosu (Faktor-3 x Faktor-2 X Faktor-

: PLS-DA modelini test etmede kullanilan AFS 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y

4 [543 4 (<) o DO TP OUPP TP PPR 46
: PLS-DA modelini test etmede kullanilan CJ 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y

4 [543 4 1<) o A TP P PR OUPPRPPPR 47
: PLS-DA modelini test etmede kullanilan EFS 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y

EGETIETT .ttt s 47
: PLS-DA modelini test etmede kullanilan SSP 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y

4 (105§ (<) o TSP T PP PP TR 48

: PCA (A) ve PLS-DA (B) modelleri igin 2D projeksiyon skor tablolari .............. 49

VI



SIMGE LIiSTESI

cm

mwW
nm

°C

=|

iy

Od

Vo
Cn
Ln
€n

An

: Santimetre

: Mikrolitre

: Miliwatt

: Nanometre

: Celcius

: Indiiklenmis dipol moment

: Molekiiliin kutuplanabilme yatkinlig

: Uygulanan elektrik alan vektori

: Molekiiliin denge konumunda kutuplanabilirligi
: Titresim koordinati

: Frekans

. Gelen 1s1in frekansi

: n X n merkezleme matrisi

. Yiikleme vektorleri

: C’nin 0zvektorleri

: C’nin 6zdegerleri

- Sinif etiketi vektorii

: Herhangi bir zamanda cekirdekler arasi uzaklik



OZET

Mikroorganizmalar pek ¢ok tiir ve gesitlilige sahiptirler. Her sene ¢ok sayida insan ve
hayvan, bakteriyel ya da fungal sikayetlerden dolay1r tedavi gereksinimi duymaktadir.
Staphylococcus saprophyticus (S.saprophyticus) gibi patojen mikroorganizmalar 6zellikle insan
sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bunun disinda Alcaligenes faecalis (A. faecalis),
Enterococcus faecalis (E.faecalis) ve Corynebacterium jeikeium (C.jeikeium) gibi firsatgi

patojenlerin de her gecen giin insan saglig1 lizerindeki negatif etkileri artmaktadir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi, hastaliklarin tanisi, ilag-gida kontaminasyon
kaynaklarinin belirlenmesi, gida zehirlenmeleri, yeni antimikrobiyal koruyucularin gelistirilmesi
gibi konularda 6nem arz etmektedir. Glinimiizdeki ¢aligmalar hastaliklara dogrudan sebep olan
patojen mikroorganizmalara yogunlasirken; firsat¢1 patojenlerle ilgili literatiirde daha az sayida

caligma bulunmaktadir.

A. faecalis ve E. faecalis dogal olarak insan bagirsaginda bulunur. Son dénemlerde ise,
antibiyotiklere kars1 direngli hale gelmistir. A. faecalis, S. Saprophyticus’ta oldugu gibi 6zellikle
idrar yolu enfeksiyonlar1 ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda yaygindir. C. jeikeium, insan
derisinde bulunur ve ozellikle bagisiklig1 zayiflamis hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Patojenlerin sebep oldugu bu hastaliklarin tedavi stratejisinin belirlenmesi ve
benzer klintk tablo gosteren bakteriler icin dogru tedavinin secilmesi amaciyla
mikroorganizmalarin tanimlanmas: gilinlimiizde insan, halk ve cevre sagligi i¢in Onemini

surdiirmektedir.

Geleneksel tani1 yontemleri ¢esitli dezavantajlar tasidigindan, alternatif yontemlerin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu sebepten dolayi, bakterilerin ayrigtirilmasit ve
tanimlanmasinda Raman Spektroskopisi gibi yontemler hakkinda arastirmalar artis gostermektedir
ancak; gliniimiize kadar spektrumlar literatiire kazandirilmamis ¢ok sayida mikroorganizma
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasiyla, literatiirde ilk kez olmak iizere, son yillarda 6zellikle artan
diren¢ mekanizmalar1 ve hastane enfeksiyonlarinda rastlanmalariyla dikkat ¢eken ve benzer
patojeniteye sahip, A. faecalis, S.saprophyticus, E.faecalis ve C.jeikeium bakterilerinin
kemometrik yontemlerle Raman spektrumlar1 {izerinden ayristirilmasina olanak saglayan

istatistiksel modeller gelistirilmistir. Saf bakteriler iizerinden elde edilen Raman spektral veriler
X



kullanilarak, PLS-DA ve PCA modelleri gelistirilmis ve modellerin ayristirma yetenegi test
edilmistir. Spektral veriler test edilen her numune i¢in parmak izi niteligi tasidigindan dolayi,
mikroorganizmalarin bu yontemle ayristirilmasi, kismi olarak daha pahali olan, niikleik asit temelli
identifikasyon yontemlerinde oldugu gibi daha spesifik sonuclarin elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Elde edilen modeller A. faecalis, S.saprophyticus, E.faecalis ve C.jeikeium olmak
iizere tim bakteri gruplarini cins-tiir 6zellikleri bakimindan birbirinden ayristirilmasia olanak
saglarken, Gram (-) A. faecalis ve Gram (+) S.saprophyticus, E.faecalis, C.jeikeium bakterilerinin
hiicre duvar yapis1 farkliliklarina gore de gruplandirdigi goriilmiistiir. Boylelikle insan kaynakli
hata pay1 az, diisiik maliyetli ve ek ekipman gerektirmeyen Raman spektroskopisi yonteminin
geleneksel identifikasyon yontemlerine tamamlayici nitelikte bir yontem olarak kullanilabilirligi

gosterilmistir.

Xl



ABSTRACT

Microorganisms exhibit a wide range of species and diversity. Every year, numerous
humans and animals require treatment due to bacterial or fungal complaints. Pathogenic
microorganisms, such as Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus), adversely affect human
health. Additionally, the negative impacts of opportunistic pathogens like Alcaligenes faecalis (A.
faecalis), Enterococcus faecalis (E. faecalis), and Corynebacterium jeikeium (C. jeikeium) on

human health are increasing daily.

The identification of microorganisms is crucial for diagnosing diseases, determining
sources of drug and food contamination, preventing food poisoning, and developing new
antimicrobial preservatives. Current research focuses primarily on pathogenic microorganisms that

directly cause diseases, while fewer studies in the literature address opportunistic pathogens.

A. faecalis and E. faecalis are naturally found in the human intestine but have recently
developed resistance to antibiotics. A. faecalis, like S. saprophyticus, is particularly common in
urinary tract infections and hospital-acquired infections. C. jeikeium, present on human skin, can
cause severe infections, especially in immunocompromised patients. Identifying microorganisms
remains vital for human, public, and environmental health to determine treatment strategies for
these pathogen-induced diseases and to select appropriate treatments for bacteria presenting similar

clinical symptoms.

Traditional diagnostic methods have various disadvantages, necessitating the development
of alternative approaches. Consequently, there has been increased research into methods such as
Raman Spectroscopy for differentiating and identifying bacteria. However, many microorganisms'
spectra have yet to be documented in the literature. This thesis aims, for the first time in the
literature, to develop statistical models that enable the differentiation of A. faecalis, S.
saprophyticus, E. faecalis, and C. jeikeium, bacteria noted for their increasing resistance
mechanisms and prevalence in hospital infections in recent years, using chemometric methods

based on their Raman spectra.
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Using Raman spectral data obtained from pure bacterial samples, PLS-DA and PCA models were
developed, and the differentiation capability of these models was tested. Since the spectral data
serve as a fingerprint for each tested sample, differentiating microorganisms using this method
allows for more specific results akin to nucleic acid-based identification methods, which are
relatively more expensive. The developed models successfully distinguished all bacterial groups,
A. faecalis, S. saprophyticus, E. faecalis, and C. jeikeium, at the genus-species level and grouped
Gram-negative A. faecalis and Gram-positive S. saprophyticus, E. faecalis, and C. jeikeium
according to cell wall structure differences. Thus, it has been demonstrated that the Raman
spectroscopy method, with minimal human error, low cost, and no additional equipment

requirement, can complement traditional identification methods.
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1. GIRIS

Hiicreler, canli organizmalarin en kiiciik yap1 taglaridir. Canlilik hiicresel boyutta baslangi¢
gostermektedir ve hiicre yapilarina gore canlilar ‘prokaryot’ ve ‘Gkaryot’ olmak tizere temel iki
smifa ayrilmaktadir (Vellai & Vida, n.d.). Prokaryot ve 6karyot hiicreler yapilar1 bakimindan
birbirlerinden farklilik gostermektedir. Prokaryotik hiicreler, zarla gevrili hiicre ¢ekirdegine ve
zarli organellere (zarsiz bir organel olan ribozomlar1 bulunur) sahip degillerken; dkaryotik
hiicreler zarla ¢evrili bir niikleusa ve zarli organellere sahiptirler (Kalayci, 2017) . Bakteri ve
arkeler prokaryotik hiicre yapisi gosterirken; bitkiler, hayvanlar, mantarlar okaryotik hiicre

yapisina sahiptir.

Mikroorganizma; Yunanca mikros (kiicik) ve organizmos (canli) kelimelerinin
birlesmesinden meydana gelen gozle goriilemeyecek kadar kiiclik organizmalar1 ifade etmek
icin kullanilan bir mikrobiyoloji terimidir. Mikroorganizmalar tek hiicreli veya ¢ok hiicreli
olabildikleri gibi; prokaryotik veya Okaryotik hiicre yapist da gosterebilirler.
Mikroorganizmalar genel olarak bakteriler, arkeler ve mantarlar (kiif ve maya) olmak {izere ii¢
ana siif altinda toplanmaktadir. Mikrobiyoloji ise; mikroorganizmalarin izole edilmesi ve
incelenmesiyle ilgilenen bilim dahidir (G Diniz, 2022). Bu alanla ilgili bilgilerimiz, 1800°1i
yillarda 6zellikle bakteriler lizerine yapilan ¢aligsmalarla baslamistir. Louis Pasteur ve Robert
Koch yapmis olduklar1 ¢alismalarla bakterilerin insan sagligi lizerindeki etkilerine dikkat
cekmiglerdir  (Shetty & Soman, 2015). Bakteriler, mikroskobik boyutta tek hiicreleri ve
prokaryotik hiicre yapisi gosteren mikroorganizmalardir. Ozellikleri bakimindan farklilik
gosteren milyonlarca farkl: tiirde bakteri vardir. Bakterilerle ilgili genel kani; insan, hayvan ve
cevre sagligini tehdit ettikleri yoniindedir. Ancak bunun aksine bakterilerin 6nemli bir boliimii
insan ve hayvan florasini diizenlemekte olup, ticari alanlarda da kullanilmaktadir (Cohan,
2002). Probiyotikler, bakterilerin insan ve hayvan sagliginin diizenlenmesinde kullanimina
giizel bir ticari 6rnektir. Hastalik olusturan bakterilere genel olarak ‘patojen’ ad1 verilmektedir.
Firsatci patojen bakteriler ise; normal kosullarda insan veya hayvanlarin floralarinda bulunup
hastalik yapmayan ancak; immiin sistemin zayifladigi durumlarda hastalik yapict 6zellik
kazanan bakterilere verilen isimdir. Ozetle, patojen mikroorganizmalar, enfektif dzelliklerini

her kosulda gosterirken, firsat¢i patojenler; saglikli bireylerin florasinda dogal olarak bulunup,
1



immiin sistem ¢esitli sebeplerden zayifladiginda hastalik yapict konuma gegerler (Brown et al.,
2012).

Bakteriler, cesitli ozellikleri bakimindan simiflandirilmaktadirlar. Siniflandirilmalar
sekillerine gore, oksijen ihtiyaglarina gore, boyanma 6zelliklerine ve genetik 6zelliklerine gore

yapilmaktadir (Cohan, 2002).

Sekillerine gore bakteriler; kok (yuvarlak), basil (¢ubuk), vibrio (virgiil), spiral veya sarmal

(spiroket) olarak siniflandirilirlar.

-‘

Kok (Cocci) Basil (Cubuk) Vibrio (Virgtl) Spiral (Sarmal)

Sekil 1.1. Bakterilerin Sekillerine Goére Siniflandirilmasi

Oksijen ihtiyaclarina gore ise; oksijenli ortamda yasayan bakteriler (aerobik), oksijensiz
ortamda yasayan bakteriler (anaerobik) ve hem oksijen varliginda hem de oksijensiz ortamda

yasayabilen fakiiltatif bakteriler bulunmaktadir.

Boyanma 6zelliklerine gore siniflandirilma; genel olarak yaygin bir boyama yontemi olan
Gram Boyama yontemi, kullanilarak yapilmaktadir. Gram boyama 06zelliklerine gore ise
bakteriler; Gram pozitif [Gram (+)] ve Gram negatif [Gram (-)] olmak tiizere iki gruba
ayrilmaktadir. Gram boyama, bakterilerin hiicre ¢eper yapilarindaki farkliliga bagh olarak,
mikroskop altinda farkli renklerde goriilmelerini saglayan bir tekniktir. Gram (+) ve Gram (-)
bakteriler hiicre duvarlarinda farkli kalinliklarda peptidoglikan i¢cermekte olup farkli kimyasal
bilesimlere sahiptirler (Beveridge, n.d.). Gram (+) bakteriler kalin bir peptidoglikan hiicre
duvarina ve anyonik ozellik gosteren teikoik asit olarak adlandirilan yiizey polimerlerine
sahipken, Gram (-) bakteriler ise, daha ince bir peptidoglikan hiicre duvarli, lipopolisakkarit
yapida bir zar ile ¢evrilidirler. 1884 yilinda Hans Christian Gram, bakterilerin hiicre
duvarlarindaki farklilign fark ederek, iki sinifa ayrilmalarina olanak saglayan bir boyama

2



teknigi gelistirmistir. Bulmus oldugu teknikle kalin peptidoglikan tabakaya sahip olan
bakteriler, boyama sonucunda mor renkle boyanarak Gram (+) bakteri sinifin1 olustururken;
ince peptidoglikan ve lipopolisakkarit iceren Gram (-) bakteriler ise pembe-kirmizi bir renk ile
boyanmaktadir. Gram boyama teknigi bakterileri hiicre duvarlarina gore ayirabilmesi yoniiyle
mikrobiyoloji i¢in temel taslardan biri olup, yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre
duvarlarinda lipopolisakkarit ihtiva eden patojenik bakterilerin enfeksiyona yol agma olasiligi
oldukea yiiksektir. Gram (-) bakterilerin hiicre duvarlar1 lipopolisakkarit igerirken, Gram (+)
bakterilerde bu yap1 bulunmamaktadir. Bu yoniiyle Gram boyama ile mikroskop altinda,
potansiyel olarak hastalik yapici bakterileri net bir sekilde ayirt edilebilmektedir (Silhavy et al.,
2010) .

Sekil 1.2. Bakterilerin Gram boyama o6zelliklerine gore siniflandirilmasi a) Gram negatif bir
bakteriye ait boyama sonucu b) Gram pozitif bir bakteriye ait boyama sonucu (GUNAL &
SEYLAM KUSUMLER, 2023).

Gram Boyama; petri kabindan veya sivi besiyeri iceren siispansiyondan alinan bakteri
Orneginin, lam yiizeyine sliriiliip, alevle ylizeye sabitleme (fiksasyon) isleminin ardindan
hazirlanmis olan preparata sirasiyla ‘Kristal Violet, Iodine, Aseton ya da Ethanol gibi bir
Dekolarizator ve karsit boyama icin Safranin-Sulu Fuksinin® uygulanmasi yoluyla
yapilmaktadir (Beveridge, n.d.). Kristal Violet, Gram (+) ve Gram (-) bakterileri mor renge
boyar. Ardindan uygulanan Iodine, Gram (+) bakterilere kristal violeti sabitler. Bu asamadan
sonra aseton, ethanol ya da her ikisinin karistmindan meydana gelen bir renksizlestirici
(dekolorizatér), Gram (-) bakterilerden, kristal violeti uzaklastirir. Son asama olarak

mikroskopta Gram (-) bakterilerin de goriintiilenebilmesi i¢in, karsit boyama islemi yapilir.
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Bunun i¢in de safranin ya da sulu fuksin kullanilmaktadir. Kimyasallar preparata tatbik
edilmeden Once (kristal violet asamasindan sonra) uygulanmis olan kimyasali ortamdan
uzaklagtirmak i¢in, preparat saf su ile yikanir. Tiim bu anlatilan agamalar, Sekil 1.3.te sematik

olarak gosterilmektedir.

Boyama oncesi

mikroskop goruntusu ¥ ¥ ¥ ¥
o9 N o® Y 02 9 Gram -
o [ ®
—— —_ — —

— = =)

Kristal Viole {(mor iyodin (sari ASEtO“. veya Safranin (Pembe-kirmiz

renkli)60 saniye renkli)50 saniye 200 Etilalkol  rankii) 45 saniye uygulanir

gulanlr uygulan“' glb' bir
dekolorizator
(seffaf)5-10

saniye uygulanir

Sekil 1.3. Gram Boyama asamalarinin gorsel olarak agiklanmasi (Labster Theory Pages, 2024)

Bakteriler eski c¢aglardan bu yana insan, hayvan ve c¢evre sagligini tehdit eden
mikroorganizmalardir. Ozellikle son yillarda kiiresellesmenin artmasiyla beraber bakterilerin
yayilma hizi artmakta ve diren¢ orani yiikselmektedir. Gram (-) olan; Alcaligenes faecalis (A.
faecalis) ve Gram (+) olan; Staphylococcus saprophyticus (S.saprophyticus), Enterococcus
faecalis (E.faecalis) ve Corynebacterium jeikeium (C.jeikeium) insan sagligini etkileyen bakteriler
arasinda hizla yerini almistir. Bu bakterilerin insan sagligini tehdit etmesi {izerine bir¢ok calisma
bulunmaktadir (Brown et al., 2012). Patojen mikroorganizmalar, enfektif 6zelliklerini her kosulda
gosterirken, firsatgr patojenler; saglikli bireylerin florasinda dogal olarak bulunup, immiin sistem

cesitli sebeplerden zayifladiginda hastalik yapict konuma gecerler.



A. faecalis (ATCC: 35655), insan bagirsak sisteminde bulunan Gram negatif basil sekilli
firsat¢1 bir patojendir. Makroskobik olarak koyun kanli agar besiyeri (sheep blood agar plate
SBAP) iizerinde kiiciik, gri renkli koloniler olusturur ve meyve kokusuna benzer kokuya sahip
bakterilerdir. Cesitli antibiyotiklere karsi direng gostermeleriyle beraber; toprak, su, hastane ortami
gibi ¢esitli ortamlardan kolaylikla izole edilebilmektedirler. A. faecalis, idrar yolu enfeksiyonu,
orta kulak iltihabi, yumusak doku ve deri enfeksiyonlari, peritonit, endokardit, pndmoni, menenyjit
ile iliskilendirilmistir. Ancak bu bakteri daha ¢ok idrar yolu enfeksiyonlar1 ve hastane kaynakli

enfeksiyonlarda gozlemlenmektedir (Huang, 2020).

C. jeikeium (ATCC: 43734), insan deri yiizeyinde bulunan Gram pozitif basil sekilli bir
bakteridir. Makroskobik olarak besiyeri ylizeyinde (SBAP) kiiciik, yuvarlak, beyaz koloniler
olusturmaktadirlar. Corynebacterium ailesi genellikle difteri ile iligkilendirilmelerinin aksine
Corynebacterium jeikeium difteriye sebebiyet vermemektedir. C. jeikeium insan cilt florasinda
normal olarak bulunmasina karsin firsatci bir patojendir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis kanser,
kemik iligi nakli gibi ¢esitli hastalarda 6liimciil enfeksiyonlara sebep verebilen ¢coklu ilag direncine

sahip bir bakteridir (Moore Pardo et al., 2020).

S. saprophyticus (ATCC: 15305), kadinlarda idrar yolu enfeksiyonunun 6nemli bir sebebi olan
Gram pozitif kok (yuvarlak) sekilli bakterilerdir. Besiyeri lizerinde (SBAP), kiigiik veya orta
biiyiikliikte, piiriizsiiz, disbiikey, parlak, beyaz koloniler olusturmaktadirlar. Toplumsal sebepli
idrar yolu enfeksiyonlarinin ikinci en 6nemli etmenidir (Ehlers & Merrill, 2023). Ayni zamanda
bobrek taglarinin olusumuyla da iliskilendirilmislerdir (Raz, R. et al.,2005). S.saprophyticus
antibiyotiklerle yliksek oranda tedavi edilebilmektedir ancak; tedavi edilmeyen S. saprophyticus

enfeksiyonu bobrek yetmezligine gidebilecek bir tablo olusturmaktadir (Ehlers & Merrill, 2023).

E. faecalis (ATCC: 51299), insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan Gram
pozitif kok sekilli bir flora bakterisidir (Yiiksel, F. N. 2012). Kat1 besiyeri tizerinde, beyaz-gri,
transparan, piriizsiiz koloniler olusturmaktadir. E. faecalis ozellikle bagirsak florasinin
diizenlenmesinde de 6nemli rol oynayan prebiyotiklerdir (Z Erginkaya, 2007). Diyare (ishal)
sikayetlerinin giderilmesinde kullanimlar1 6nerilmektedir. E. faecalis florada bulunan bakteriler
olmalarina karsin son donemlerde hastane kaynakli ve topluluk sebepli enfeksiyonlarda goriilme

sikliklar artmig olup antibiyotiklere karsi direng gostermektedir (Aral et al., 2011). Antibiyotige
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direng¢ kazanmis (vankomisine karsi) olan E. faecalis, basta bagisikligi baskilanmis hastalar olmak

tizere toplum saghigi agisindan tehdit olusturmaktadir (Samadi & Asgharzadeh, 2014) .

Mikroorganizmalarin  identifikasyonu,  Ozellikleri bakimindan  mikroorganizmalarin
tanimlanmasini ifade etmektedir. Halk ve ¢evre sagliginin korunmasinda mikroorganizmalarin
izolasyonu ve identifikasyonu ©onem tagimaktadir. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi zor,
uzmanlik gerektiren, bekleme siiresi uzun olan ve pahali bir yontemlerdir. Patojenlerin sebep
oldugu hastaliklarin tedavi stratejilerinin belirlenmesi ve benzer klinik tablo gdsteren bakteriler
icin dogru tedavinin segilmesi igin mikroorganizmalarin tanimlanmasi gerekmektedir (Buszewski
et al.,, 2017). Benzer patojeniteye sahip mikroorganizmalarin, biyolojik identifikasyon
yontemleriyle birbirlerinden ayirt edilmeleri konusunda giicliikler giinlimiizde de devam
etmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan firsat¢1 patojenlerin ayirt edilebilmelerinde de
ayni  glgliikler bulunmaktadir.  Mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  i¢in  Oncesinde
mikroorganizmalarin izolasyonun yapilmasi gerekmektedir. Mikroorganizma izolasyon kaynaklari
cok cesitlidir. Hava, su, toprak, cilt mikroorganizmalarin izolasyon kaynaklarima ornek
verilebilmektedir. Mikroorganizmalar, genel bir besiyerinde, agar veya broth igerisinde
zenginlestirilmesinin ardindan, selektif besiyerlerinde iiretilerek aranan mikroorganizmalarin
saflagtirilmasi saglanmaktadir (Janda & Abbott, 2002). Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ancak

mikroorganizmalarin saflastirilmasindan sonra yapilabilmektedir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi yani identifikasyonu genel olarak {i¢ asamaya ayrilmaktadir.

Bunlar;

o Morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi,
e Biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi ve

e Serolojik testlerdir.

Mikroorganizmalarin  morfolojik  6zelliklerinin  belirlenebilmesi i¢in  organizmalarin
biliyiiyecegi uygun kat1 veya sivi besiyerleri secilmektedir. Besiyerlerinde {lireyen kolonilerden
mikroorganizmalarin morfolojik 6zellikleri saptanmaktadir (Janda & Abbott, 2002). Bu asama
mikroorganizmalarin dogru tanimlanmasi i¢in olduk¢a onemlidir. Morfolojik tanimlama aym
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zamanda mikroskopik analizlerin de gerceklestigi asamadir ve c¢esitli boyama teknikleri
kullanilarak bakteriler belirli siniflara ayrilmaktadir. Biyokimyasal 6zellikler ise; katalaz, oksidaz,
indol testleri gibi testleri icermektedir. Bu testler sonucunda bakteriler tiirlerine ve cinslerine gore

ayrilmaya baslamaktadir (Baron, 1996).

Serolojik testlerde ise organizmalarin agliitinasyon gibi serolojik 6zellikleri degerlendirilmektedir
(Baron, 1996). Giiniimiizde g¢esitli sirketler, mikroorganizmalarin tanimlanmasinda birtakim

sistemler gelistirerek siirecin hizlanmasini saglamiglardir. Bu sistemler,

- Antikor temelli serolojik testleri,
- Biyokimyasal tanimlama kitlerini,
- Niikleik asit hibridizasyonuna dayali yontemleri ve
- Biyosensorleri kapsamaktadir (Aras, 2011).
Sekil 1.4. mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan otomatize yontemlerden BD Phoenix’i

gostermektedir(BD, 2024).

Gram Boyamanin Yapiimasi>Mikroskobik Analiz>Uygun Kitin Segilmesi>Suspansiyon Hazirlanmas
Ve Bulaniklik Ayari>Kite ve Cihaza Yukleme>Cihaz Analiz Suresi 4-24 saat

Sekil 1.4. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan otomatize yoOntemlerden birinin

sematik olarak gosterilmesi(BD, 2024).

Bu sistemler her ne kadar hizli sonug almay1 saglasa da ek ekipman ve cihaz gereksinimi
duymalarindan dolay1 yiiksek maliyetli olmasi, cihaza ya da kite yiikleme asamasindan once
morfolojik 06zelliklerin belirlenmesine ihtiya¢g duyulmasi ve kismi olarak hiz konusunda
dezavantajlara sahip olmasi, yeni yontemlerin arastirilmasina yol agmaktadir. Bu konuyla ilgili

olarak Helm ve ark. tarafindan Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Legionella ve
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Escherichia coli olmak tizere 14 tiire ait bakteriyel suslari FTIR yontemiyle tanimlanmstir.
Kirschner ve ark. ise bakterilerin antibiyotik direngleri tizerine FTIR kullanilarak yapilan bir
caligma yer almaktadir. Udelhoven ve ark. ile Winder ve ark. yaptiklari farkli calismalarla Bacillus,
Pseudomonas, Staphylococcus, Candida, Mycobacterium bovis bakterilerinin tanimlanmasinda
FTIR’1n kullanilabilecegini gostermislerdir (Basyigit Kilig et al., n.d.). Rosch ve ark. yine benzer
sekilde Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Rhodotorula mucilaginosa (rubra), Bacillus
sphaericus ve Pseudomonas fluorescens bakterilerinin tanimlanmasinda Raman spektroskopik
yontemini kullanmislardir (Rosch et al., 2003). Tiim bu 6rnekler spektroskopik yontemlerin

mikroorganizmalar1 ayirma ve tanimlamada kullanilabilecegini gosterir niteliktedir.

Raman Spektroskopisi Hint asilli fizik¢i C.V. Raman tarafindan molekiil {iizerine
gonderilen 1s1min dalga boyunun, molekiil iizerinden sagilan 1smin dalga boyundan farkli
oldugunun saptamasiyla ortaya ¢ikmustir. Raman Spektroskopisi, incelenecek yapiin yakin
kirmizi-alti, goriiniir ve moriistii bolgede tek frekansli lazer kaynagiyla isinlanarak, sagilan
dalganin incelenmesi teknigidir. Sacilan 1sinin enerji miktarindaki degisim ilgilenilen molekiiliin
titresim enerji diizeyleri arasindaki farki ifade etmektedir. Molekiiliin titresim enerji diizeyleri
arasindaki farki veriyor olmasindan dolayi, Raman sag¢ilmalari, molekiillerin titresim ve doni
diizeylerini agiklamaktadir. Raman sagilmasi sonucu elde edilen veri, ilgili molekiil i¢in parmak
iz1 niteligi tasimaktadir. Elde edilen frekans degerleri incelenen ornegin yapi O6zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Oztiirk, T. P. 2015). Bu durum &rnekler arasindaki
farkliliklarin degerlendirilmesinde ve incelenen Ornegin fonksiyonel ve kimyasal yapilarinin
aciklanmasinda kullanilabilmektedir. Bununla beraber Raman spektrumlar1 birbiriyle iliskili
gruplarin saptanmasina da olanak saglamaktadir (Kabuk, H. N. 2021). Bu 6zelliklerinden dolay1
Raman Spektroskopisi 6zellikle son donemlerde yapilari tanimlamak, yapilar arasindaki

baglantilar1 anlamak amaciyla kullanim alanini arttirmistir. (Rodriguez et al., 2023).

Raman spektroskopisi gibi tekniklerle biiyiik miktardaki 6rneklerden ¢ok sayida spektral
veri elde edilmektedir. Bu verilerin benzerlik ve farkliliklart yoniinden analiz edilmesinde
istatistiksel yoOntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Spektral verilerin istatistiksel analizinde
kemometrik yontemlerden faydalanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan kemometrik

yontemlerin arasinda Temel Bilesen Analizi (PCA) ve Kismi En Kii¢iik Kareler Ayristirma Analizi



(PLS-DA) yer almaktadir. PCA yiiksek boyutlu veri setlerinde en yiiksek varyansin belirlenmesi
ve boyut indirgeme yapmak i¢in kullanilan istatistiksel bir yontemdir. PLS-DA ise, bagimsiz
degiskenlerin ¢ok oldugu veri setlerinde, birbirleriyle iligkili olan bagimli degiskenlerin tahmin

edilmesinde kullanilan bagka bir istatistiksel yontemdir.

Giliniimlize kadar yapilan c¢alismalar, milyonlarca farkli tiire ait bakterilerin
ayristirllmasinda biyolojik yontemlere tamamlayici olarak titresimsel spektroskopik yontemlerin
kullanilabilecegini gostermis olmasina karsin; glinimiize kadar spektrumlart literatiire
kazandirilmamis ¢ok sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasiyla, literatiirde ilk
kez olmak iizere, son yillarda 6zellikle artan diren¢ mekanizmalar1 ve hastane enfeksiyonlarinda
rastlanmalariyla dikkat ¢eken ve benzer patojeniteye sahip, A. faecalis, S.saprophyticus, E.faecalis
ve C.jeikeium  bakterilerinin kemometrik yontemlerle Raman spektrumlari {izerinden

ayristirtlmasina olanak saglayan istatistiksel modeller gelistirilmistir.

Saf bakteriler iizerinden elde edilen Raman spektral veriler kullanilarak, PLS-DA ve PCA
modelleri gelistirilmis ve modellerin ayristirma yetenegi test edilmistir. Spektral veriler test edilen
her numune igin parmak izi niteligi tasidigindan dolayi, mikroorganizmalarin bu ydntemle
ayristirtlmas1 kismi olarak daha pahali olan niikleik asit temelli identifikasyon yontemlerinde
(PCR) oldugu gibi daha spesifik sonuglarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Elde edilen
modeller A. faecalis, S.saprophyticus, E.faecalis ve C.jeikeium olmak iizere tiim bakteri gruplarini
birbirinden ayristirilmasina olanak saglarken, Gram (-) A. faecalis ve Gram (+) S.saprophyticus,
E.faecalis, C.jeikeium bakterilerinin hiicre duvar yapisi farkliliklarina gore de ayrigtirilmasinda
kullanilabilirligini gostermistir. Boylelikle insan kaynakli hata pay1 az, diisiik maliyetli ve ek
ekipman gerektirmeyen Raman spektroskopisi yonteminin geleneksel identifikasyon yontemlerine

tamamlayici nitelikte bir yontem olarak kullanilabilirligi gosterilmistir.



2. MATERYAL VE METOT

Tez calismasmin ydntem kismi; ‘Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi, Bakterilerin Raman
Spektrumlarinin Elde Edilmesi ve Spektral Verilerin Kemometrik Yontemlerle Analizi’ olmak

iizere ii¢ temel basamaktan meydana gelmektedir.

2.1. Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi
2.1.1. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanaca@1 Saf Suslarin Temin Edilmesi

Bakterilere ait saf hiicreleri bulunduran Microbiologics firmasina ait Kwik Stikler ¢calisma
stirecinde kullanilacak olan bakterilerin ATCC numaralarma gore ticari olarak satin alinmistir.
ATCC kelimesi; Ingilizce olarak, The American Type Culture Collection sdzciiklerinin bas harfleri
kullanilarak olusturulmus olan bir kisaltmadir. Bu kurum mikroorganizma kiiltiirlerinin korunmasi
ve dagitiminin saglanmasi amaciyla 1925 yilinda kurulmustur. Giiniimizde de ATCC
standartlarina uygun olan ¢ok sayida saf mikroorganizma ve rekombinant mikroorganizma
kiiltiirleri biyoloji, molekiiler biyoloji, biyoteknoloji, ilag, gida vb. alanlarda kullanilmaktadir
(Kenneth 1. Berns, 1996). ATCC numarasi ise; mikroorganizmalari uluslararasi olarak
taninmalarini saglayan ve ATCC standartlarina uygun olarak elde edildiklerine belirten bir tiir
kimlik numarasidir. Tez ¢alismasi kapsaminda ATCC: 35655 olan A.faecalis, ATCC: 43734 olan
C.jeikeium, ATCC: 15305 olan S.saprophyticus ve ATCC: 51299 olan E.faecalis bakterileri
kullanilmistir. Kullanilan E.faecalis susu, klinik vakalari daha iyi temsil etmesi adina diisiik
Vankomisin direncli olacak sekilde secilmistir. Ticari olarak satin alinan ¢ubuk seklindeki Kwik

Stik’lerin igerisinde liyofilize bakteri hiicreleri ve sulandirma sivist bulunmaktadir.
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Sekil 2.1. Liyofilize mikroorganizma saf susu igeren Kwik-Stik 6rnegi

2.1.2. Saf Bakteri Kiiltiir Numunelerinin Hazirlanmasi

Bakterilere ait Kwik Stikler kendi sulandirma s1visi igerisinde sulandirilarak pasaj gecilmek
tizere hazir hale getirilmistir. Bakteriler biiyliyebilmek igin kat1 veya sivi bir biliylime ortamina
ihtiya¢ duymaktadir. Bu amacla; %5 koyun kani1 i¢eren, koyun kanli agar (sheep blood agar) kati
besiyeri kullanilmistir. Koyun kanli agar mikroorganizmalar i¢in oldukca besleyici olup, genel
amacl kullanilan bir besiyeridir. Gli¢ ilireyen ya da gii¢ kiiltiirlenen mikroorganizmalarin
iretilmesinde kullanilmaktadir. Koyun kanli agar klinik orneklerin kiiltiirlenmesinde de tercih
edilen bir tiir besleyici alandir. Tez ¢aligsmasi kapsaminda; saf bakteri kiiltiirlerinin olusturulmasi
i¢in ticari olarak satis1 olan ve tiiretilebilirlik sertifikalar1 bulunan paketli kullanima hazir steril %5
koyun kanl1 agar besiyerlerinin alinmasi maliyet ve zamandan tasarruf agisindan tercih edilmigtir.
Her bakteri susu i¢in kanli agar petrileri isimlendirilerek (Ornegin; A.faecalis icin AFS 1.petri ,
AFS 2. petri, AFS 3. petri, AFS 4. petri , AFS 5. petri olmak {lizere), pasaj gegilmek {izere
hazirlanmis olan Kwik Stikler her bakteri tiirii i¢in 5 petriye olacak sekilde pasaj gecilmistir.
Boylelikle her grup i¢in 5, toplamda 20 adet petri elde edilmistir. Pasaj gecildikten sonra petriler,
35 °C’lik inkiibatorde 5-7 giin inkiibe edilerek bakteri kolonilerinin besiyeri yiizeyini tamamen
doldurmas1 saglanmustir. inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla beraber saf bakteri kiiltiirleri elde

edilmistir.
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2.1.3. Saf Bakteri Kiiltiirlerinden Sub-Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Mikroorganizmalar, gelisim gostermek ve yeni koloniler iireterek ¢ogalabilmek i¢in yeni bir
besleyici ortama ihtiya¢c duymaktadirlar. Aksi halde bulunduklar besiyerindeki besleyicilik zaman
icerisinde bitecek ve mikroorganizmalarin 6lmesine sebep olacaktir. Bu sebeple elde edilmis olan
bakterilere ait saf kiiltiirlerden, bakterilerin 6lmemesi ve yeni kolonilerin ¢ogaltilabilmesi i¢in sub-
kiiltiirler elde edilmistir. Bu amag dogrultusunda iiretilen A. faecalis (ATCC: 35655), C.jeikeium
(ATCC: 43734), S.saprophyticus (ATCC: 15305) ve E.faecalis (ATCC: 51299) bakteri
kiiltiirlerinin bulundugu petrilerden, kullanima hazir %5 koyun kanli agar kati besiyerlerine
(Omegin; A faecalis’in AFS saf kiiltiirleri igeren 1-5 numarali petrilerden; AFS1, AFS2, AFSS3,
AFS4.. AFS20 olmak iizere), her petriden 4 yeni petriye gegilecek sekilde 6ze yardimiyla koloniler
alinarak pasaj gecilmistir. Pasajlar 35°C inkiibatorde 5-7 giin inkiibe edilerek ardindan bakterilerin
petri ylizeyini tamamen doldurmasi saglanmis ve bunun sonucunda her bakteri i¢in 20 olmak {izere

toplamda 80 adet sub-kiiltiir elde edilmistir.

2.2. Bakterilerin Raman Spektrumlarinin Elde Edilmesi
2.2.1. Raman Spektroskopisi

Raman Spektroskopisi, Hint asilli fizik¢i Sir Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan
1928 yilinda, bir molekiil {izerine gonderilen 151n1n dalga boyunun sagilan 1s1mnin dalga boyundan
farkli oldugunun saptanmasiyla bulunmustur. Bu kesfi kendisine 1930 yilinda Nobel Fizik
Qdiiliinii de beraberinde getirmistir. Raman Spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir. (AKGE
& KADIOGLU, 2020). Bir molekiil tek bir dalga boyuna sahip 1sinla etkilesime girdigi zaman gelen
1511 sogurur ya da sagar. Sagilma elastik sagilma ya da elastik olmayan sagilma olmak iizere ikiye
ayrilir. Sacilma olayinda genel olarak elastik sacilma gozlemlenmektedir. IsiZin sacilmasi
esnasinda, sagilan 151k miktarinin madde ile etkilesen 15181n enerji miktarina esit oldugu durumlarda
elastik bir sagilma olan Rayleigh Sa¢ilmas1 meydana gelmektedir. Daha az miktarda ise; 151k elastik
olmayan sacilma yapmaktadir. Bu tiir elastik olmayan sacilmalara Raman Sacilmalar1 adi
verilmektedir. Elastik sagilmalarda gelen fotonun frekansinda, dalga boyunda ve enerjisinde
degisiklik olmamaktadir. Elastik olmayan Raman Sag¢ilmalarinda ise durum bunun tersidir. Bir

baska ifadeyle; Raman Sacilmalarinda, molekiiler titresimler uyarilarak foton enerji kazanabilir ya
12



da kaybedebilir. Bununla beraber gelen 1s1nin frekansinda degisiklikler de meydana gelebilir (Das
& Agrawal, 2011). Bu degisimlerin sebebi molekiillerin titresim enerji gecislerinin uyarilmig
olmasidir.

Molekiil ve foton arasinda etkilesimlere bagli olarak iki alt tip Raman Sagilmasi meydana
gelmektedir. Bunlar Stokes ve Anti-Stokes sagilmalar1 olarak adlandirilmaktadir. Stokes Sagilma;
titresimsel olarak kararli enerji seviyesindeki molekiil, gelen 151n tarafindan uyarilarak iist enerji
seviyesine ¢iktig1 durumlarda meydana gelen sagilmadir. Bir bagka ifadeyle, molekiiliin gelen
fotondan enerji sogurdugu durumlarda meydana gelen ve molekiiliin uyarilmis hale ge¢mesini
ifade eden sagilmalara ‘Stokes Sacilmasi’ adi verilmektedir. Bununla beraber molekiil daha
onceden uyarilmis halde olabilir, bu durumlarda ise Anti-Stokes sagilma meydana gelmektedir.
Genel olarak molekiillerin uyarilmamis durumda bulunma olasiliklar1 daha yiiksek oldugundan
Stokes sacilmalar1 baskin olarak  gerceklesmekte olup Raman Spektroskopisinde
kaydedilmektedir(Tu & Chang, 2012). Sag¢ilmalar siddetlerine gore degerlendirildiginde en siddetli
olan sagilma esnek sacilma olan Rayleigh Sagilmasidir. Rayleigh Sa¢ilmasindan sonra ise
molekiillerin titresimsel kararli seviyeden uyarilmis konuma geg¢mesini ifade eden Stokes
Sacilmas1 gelmektedir. Digerlerine gore daha az siddetli olan sagilmalar ise; Anti-Stokes
sagilmalaridir. Sekil 2.2.°de, karbon-tetrakloriir bilesigine ait Raman spektrumu verilmistir.
Spektrumda en siddetli gézlenen pik, Rayleigh sagilmasina ait pik olup; Anti-stokes (sol taraf) ve

Stokes (sag taraf) sacilmalara ait pikler de gosterilmistir.

Anti-Stokes Rayleigh Stokes
Ag=532 nm +459
+314

+218

-218
-314
-459

~500-400-300-200-100 0 100 200 300 400 500
Raman Shift (cm™1)

—

Intensity

Sekil 2.2. CCly bilesiginin 532 nm dalga boyuyla uyarilmasi sonucu elde edilen Rayleigh-
Stokes-Anti-stokes sagilmalar1 (EDINBURG INSTRUMENTS, 2024)
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2.2.2. Klasik Goriis Altinda Raman Spektroskopisi

Bir molekiil grubu v frekansl bir elektromanyetik dalgaya maruz birakildiginda, molekiiller
degisime ugrar. Bu degisim elektron ve c¢ekirdeklerine etki eden kuvvetten dolay1
ger¢eklesmektedir. Bunun sonucunda da molekiiliin ilk durumda dipol momenti bulunmuyorsa,
dipol momenti olusur. Baslangi¢c konumunda dipol momenti var ise; dipol momentine ek olarak,

dipol moment yiiklenir veya degisir (Keresztury, 2006; Kabuk, H. N. 2021).
E= E, sin(2mvt) (2.1)

Bir molekiiliin kutuplanma yatkinligi yani polarizibilitesi, Raman olayinin klasik goriis
altinda anlasilabilmesine olanak saglamaktadir. Molekiil statik elektrik alan igerisine yerlestirildigi
zaman, molekiile ait pozitif ve negatif yiiklii par¢aciklar uygulanan alan icerisinde zit kutuplara
dogru ¢ekilir. Bu durum indiiklenmis dipol momentin olusmasina sebep olmaktadir. Indiiklenmis
dipol momentin biiyiikliigli uygulanan alanin biiytikligii ile dogru orantili olarak degismektedir

(Keresztury, 2006).
fi=aE (2.2)
Denklem 2.2°de yer alan, orantililik sabiti olan a ifadesine polarizibilite denilmektedir ve
bir molekiiliin ne kadar kolay polarize olabileceginin bir dl¢iistidiir.
[fade de yer alan;

fi : Indiiklenmis dipol momenti

a : Molekiiliin kutuplanabilme yatkinligi

E: Uygulanan elektrik alan vektoriinii ifade etmektedir.
o ikinci mertebeden bir tensdrdiir ve x asagida oldugu gibi ifade edilmektedir (Giilce OGRUC
ILDIZ, 2008; Volkan DURAK, 2019).

Hy Axxy Qxy Axz Ey
1y = Zyx Zyy Zyz E, (2.3)
i zZX zy ZZ =
MZ z

Matris daha agik bir sekilde asagidaki ifadelerle gosterilebilinir.
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AyzLz (2-4)

Denklem 2.3 ve Denklem 2.4’ te bulunan aijj elemanlarinin anlami, elektrik alan hangi dogrultuda
ise dipol momentin o dogrultuda elemanlart olabilecegini ifade etmektedir. Bir baska ifadeyle i
dogrultusunda dipol moment, j dogrultusunda ise; elektrik alan bileseni bulunmaktadir.
Kutuplanma tensorii simetriktir. Bunun sonucunda ajj = aji birbirine esit olmaktadir. Bunun
sonucunda biitiin 1 # j ler i¢in ajj teriminin sifir oldugu esas eksen sistemine gecilebilmektedir. Bu
tarz sistemlerin indiiklenmis dipol momentleri Denklem 2.5’ te oldugu sekilde gosterilmektedir

(Volkan DURAK, 2019).

’uxl = ax’x’ Exl

'uyr = anyIEyI (25)

Uz = az'z’Ez’

Ifadede oxx = @,y = o olmast durumda molekiil i¢in izotropik oldugu sdylenebilmektedir.
Molekiillerin yapmis oldugu donme ve titresim hareketleri, molekiillerin elektronik dagilimlarini
stirekli olarak degistirmektedir. Bunun sonucunda kutuplanma yatkinligi da degismektedir.
Molekiiller arasi1 bag uzunlugu arttik¢a kutuplanma yatkinlig: artar, tersi sekilde ise bag uzunlugu
azaldik¢a kutuplanma yatkinlig1 azalir. Bu durum Denklem 2.6 ile agiklanmaktadir (Giilce

OGRUC ILDIZ, 2008; Volkan DURAK, 2019).
- Ga 1(%2) o2
a=a, (aQ>o 0+ (an)o 024 .. 2.6)

Bu denklemde;

ad : Molekiiliin denge konumunda kutuplanabilirligi
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Q = r — ry4: Titresim koordinati

r: Herhangi bir zamanda cekirdekler arasi uzaklik anlamina gelmektedir. Burada Q zamanin bir

fonksiyonudur.
Denklem 2.6’de yer alan ifadede ilk iki terim disindaki terimler ihmal edilebilmektedir.
Q = Qysin2v,t (2.7)

Bu durumda Denklem 2.7 ‘deki ifadede yerine konulacak olursa, asagidaki sekilde

yazilabilmektedir.
a=a, (a—“) Qosin2v,t (2.8)
aQ 0

Molekiile vo tek frekansli bir elektromanyetik dalga yollanirsa, bu elektromanyetik dalganin

etkisiyle u titresir. Bu durum ise Denklem 2.9’ da oldugu gibi ifade edilir.
fi = a,Eysin2nvt + EoQ, (Z—“) Qosin2mvytsin2mvt (2.9
/0

Trigonometrik sinA.sinB ¢arpimi kullanilarak Denklem 2.9 yeniden diizenlenecek olursa agsagidaki

esitlik elde edilir.
sinAsinB = > cos(A — B) — 5 cos(A + B) (2.10)

Bu denklemdeki ilk terim Rayleigh sacilmasidir ve gonderilmis olan dalga ile ayn1 frekanstadir.
Geriye kalan ikinci ve {iglincii terimler ise; Raman sacilmalari olan Stokes ve Anti-stokes
Sagilmalaridir. Stokes sacgilmalar (vo-v) frekanshi iken Anti-stokes sagilmalar (vo+v) frekansl

sagilmalardir (Giilece OGRUC ILDIZ, 2008; Volkan DURAK, 2019).

Sonug olarak titresimin Raman spektroskopisinde gézlemlenebilmesi i¢in, molekiiliin titresim
hareketi esnasinda molekiiliin kutuplanma yatkinliginda degisimin olmasi gerekmektedir (Volkan

DURAK, 2019).

16



2.2.3. Bakterilerin Raman Spektrumlarimin Kaydedilmesi

Istanbul Kiiltiir Universitesi Raman spektroskopi laboratuvarinda bulunan B&W-Tek i-
Raman Plus-785 model mikro-Raman sistemi ile Raman oOlglimleri alinmistir. Raman
Spektroskopisi yiiksek hassasiyeti, tahribatsiz ve kismen ucuz bir teknik olmasindan dolayi,

biyoloji, biyotip, nanoteknoloji vb. birgok alanda kullanilmaktadir (Han et al., 2022).

Raman Spektroskopik teknigi; malzeme karakterizasyonu, adli analizler, sanat eserleri,
biyoloji, biyotip gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu kadar cesitli alanda kullaniminin
olmasinin en 6nemli nedeni, yontemin sahip olmus oldugu avantajlardir. Bu avantajlar; tahribatsiz
bir yontem olmasi, numune hazirlama ihtiyacinin olmamasi, hizli veri eldesi saglamasi, diisiik

hacimlerde kullanilabilmesi seklinde siralanabilmektedir (Mitsutake et al., 2019).

Bu yiiksek lisans tezi gergevesinde incelenen dort bakteri tiirtine ait seksen sub-kiiltiiriin
Raman spektrumlar1 kaydedilmistir. Sub-kiiltiirleri igeren seksen petrinin her birinden bir 6zelik
numune, halka u¢lu 6zenin 10 pl’lik ucuyla kanli agar, kati besiyeri lizerinden toplandi.
Bakterilerin agar yiizeyinden toplanmasi esnasinda besiyerinin 6ze ucuna gelmemesine 6zen
gosterildi. Halka uglu 6ze ylizeyinde bulunan, bakteriye ait 6rnek, aliiminyum kapli lam iizerine

konulduktan sonra oda kosullarinda (20-25 ° C’de) yaklagik 5 dakika kurumaya birakildi.

Kurutulmus numunelerin Raman spektrumlari, lazer dalga boyu 785 nm olan, 280 mW giice
sahip tagimabilir Raman spektrometresi (20x objektif) kullanilarak kaydedildi. Raman spektrumlari,
her numune i¢in Ornegin farkli bolgelerinden olacak sekilde 6 adet spektrum cekilerek elde
edilmistir. Spektrumlar 100-3400 cm™ spektral bolgede ve 4 cm™ ¢oziiniirliikte kaydedilmistir.
Calismada kullanilan Raman cihazinda biyolojik 6rneklerde sikga karsilasilan floresans sorununu

ortadan kaldirmak amaciyla 785 nm dalga boyuna sahip lazer sistemi kullanilmigtir.

2.2.4. Bakteri Raman Spektrumlarinin On islenmesi

Elde edilen spektral verilerinin analiz edilmesinden Once bakterilere ait Raman
spektrumlar1 {izerinde taban cizgisi diizeltmesi (baseline corection), normallestirme, aykiri

degerlerin ¢ikarilmasi (outliers) islemleri uygulanmastir.
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Taban ¢izgisi diizeltmesi (baseline correction); Ozellikle floresans gozlemlenen Raman
spektrumlarinin diizeltilmesinde kullanilmaktadir. Spektrumlardaki sifir siddet diizeylerinin tashih
edilmesini saglamaktadir. Tiim spektrumlara adaptif (uyarlanabilir) taban c¢izgisi diizeltmesi

SpectraGryph programi iizerinden gergeklestirilmistir (Dr. Friedrich Menges, 2016).

Spektrumlarin  birbirleriyle dogrudan mukayese edilebilmesi igin alan normalizasyonu
uygulanmistir. Yanlis spektrum veren orneklerin ¢ikarilmasi igin aykiri degerler (outliers); her bir
bakteri grubuna iliskin Raman spektrumlarina Temel Bilesen Analizi (PCA) uygulanarak
belirlenmistir. Normalizasyon ve PCA analizleri UnscramblerTM CAMO (siiriim:5.5) programi
tizerinden gerceklestirilmistirf(CAMO Software AS., 2016).

PCA analiz yontemi, ¢ok sayida birbiri ile iliski verinin, temel bilesenler adi verilen temel
ozelliklere indirgeyen bir tekniktir. Bir baska ifadeyle; veri setinin boyutlarini veride var olan
degisimlerin korunarak, daha az boyuta indirgenmesini saglayan istatistiksel bir yontemdir. Bu
analiz yonteminde temel bilesenler, biitiin degiskenlerin varyansini en iyi sekilde agiklayan ana
degiskenlerin dogrusal bir birlesimidir (Greenacre et al., 2023). Cok sayida degiskene sahip
verilerle ilgili en temel problem veri seti igerisindeki iligkilerin tamaminin goriilmesindeki
zorluktur. Bu noktada Temel Bilesen Analizi, aralarinda iliski bulunan ana degiskenlerin dogrusal
kombinasyonlar1 olan ana bilesenlerini belirleyerek verinin boyutunun kiigiiltiilmesini
saglamaktadir. Bu sebepten dolay1 PCA yontemi, boyut azaltma yontemi olarak da bilinmektedir
(Jolliffe, 1990) . Doniisiimlerinin ardindan elde edilen degiskenler, ilk degiskenlerin temel
bilesenleri olarak isimlendirilmektedir. Elde edilen ilk temel bilesen varyansi en biiyiik olandir ve
diger temel bilesenler gitgide varyans degeri azalacak sekilde siralanmaktadir. Bir bagka sekilde
ifade edilecek olursa; digerlerine gore daha biiyiik varyansa sahip olan 6rnekler ilk temel bilesen
olarak hareket edecek ve bu degerden daha kiicilik varyansa sahip olan 6rnekler ikinci temel bilesen

olarak gorev yapacaktir (Jolliffe, 1990; Mackiewicz & Ratajczak, 1993; Ringnér, 2008).

Aykirt degerlerin ¢ikarilabilmesi amaciyla yukarida bahsedildigi iizere, her bir 6rnege ait
replika spektrumlari igeren dort bakteri grubundan elde edilen 120 spektruma (toplam 480
spektrum) Dogrusal Olmayan Yinelemeli Kismi En Kiiciik Kareler (NIPALS) algoritmasi
uygulanarak, Temel Bilesen Analizi (PCA) yapildi. Her bir grup i¢in aykirt degerler, PCA analizi

sonucunda elde edilen skor grafigindeki, bakterileri Orneklerinin konumlarina, uygunluk
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rezidiilerine ve Hotellings degiskenleri (parametreleri) degerlendirilerek belirlendi (E.Arzu
KANIK, 2002). Gruplarla iliskili yaklagik 20 replika spektrum aykiri olarak belirlenerek analiz
disinda birakildu.

2.3. Spektral Verilerin Kemometrik Yontemlerle Analizi

Tez ¢alismasi kapsaminda ele alinan 80 adet bakteri numunesine iliskin Raman spektrumlarimin
kemometrik analizi 450-3100 cm™ araliginda kaydedilen ortalama spektrumlar1 iizerinden

gecgeklestirilmistir. Analiz edilecek veri seti 80 x 4000 boyutunda ve 320.000 datay1 igermektedir.

Analiz edilecek ornek sayisi arttikga bununla dogru orantili olacak sekilde veri seti matrisinin
boyutlar1 ve igerdigi bilgi de artmaktadir. Bu tarzda yiiksek bilgi i¢eren veri setlerinde benzerlikleri
ve farklilar1 analiz etmek i¢in istatistiksel yontemlerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
cergevede spektral verilerin analizinde, karmagik sistemlerin bilgisayar, istatistik ve matematik

vasitasiyla ¢oziimiinii saglayan kemometrik yontemler kullanilmaktadir.

Kemometri; aslinda bir kimya disiplinidir. Kemometri vasitasiyla veriler, istatistiksel metotlar
kullanilarak karakterize edilir ve boylelikle test edilmeleri saglanir. Analitik verilerin islenmesinde,
istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel araclaridir (Ding, n.d.). Istatistiksel
analizler temel olarak tek degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemleri olmak {izere
iki gruba ayrilmaktadir. Tek degiskenli istatistiksel analiz yontemlerinde; incelenen degisken
disindaki diger biitiin degiskenler ihmal edilmektedir. Diger bir deyisle incelenen degisken
disindaki degiskenler tiirdes ya da 6zdes kabul edilmektedir. Bu sebepten tek degiskenli istatistiksel
analiz yontemleri ger¢ek durumun net bir ifadesini sunma konusunda yetersiz kalabilmektedir.
Ciinkii cogu zaman, incelenen degiskenle beraber, degisken iizerine diger faktorler de etki etmekte
olup 6zdes veya tiirdes kabul edilebilmeleri miimkiin degildir. Cok degiskenli istatistiksel
analizlerde ise; ilgilenilen 6rnek ve onun iizerine etki eden degiskenler ele alinir veya yiiksek olan
degisken sayisi1 daha az sayiya indirgenebilmektedir. Boylece cok degiskenli istatistiksel analizler
gercek durumun anlagilmasinda; veriler arasindaki karmasik iligkileri aydinlattigindan dolay1 daha
etkili bir istatistiksel yontem olarak kullanilmaktadir. Verilerin ¢éziimlenmesi konusunda ¢ok
degiskenli istatistiksel analizler onemli bir konuma sahip olmakla birlikte, tek degiskenli
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istatistiksel analizlere kiyasla daha karmasik islemlerin kullanimini gerektirmektedir. Giintimiizde
bilgisayar ve yazilimlarin varligi ise; bu karmasik islemlerin daha pratik olarak yapilmasina olanak
saglamaktadir. Cok degiskenli analiz yontemleri; bir¢ok kulanim alanina sahip olup daha siklikla
kimya, biyoloji, miihendislik, psikoloji ve tipta olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
yontemler 6zellikle biyoloji ve saglik alanlarinda; klinik tani, hastalik seyri, risk tahmini yapilmasi
amaglariyla istatistiksel modeller gelistirmekte kullanilmaktadir (Akbulut & Capik, 2022). Tez
caligmast kapsaminda elde edilen verilerin analiz edilmesinde kullanilmig olan PCA, PLS-DA ve

kiimeleme analizleri asagida detayli bigimde verilmektedir.

2.3.1. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Temel Bilesenler Analizi (PCA), yukarida bahsedildigi tizer ¢ok degiskenli takipsiz
(denetimsiz) istatistiksel analiz yontemlerinden biridir (Mackiewicz & Ratajczak, 1993). PCA,
yontemi veriler arasindaki varyansin g¢ogunun korunmasini saglamakla beraber, verilerin
boyutunun azaltilmasina da olanak saglayan bir ¢esit matematiksel algoritmadir. Veri boyutlarinin
indirgenmesini, veriler arasindaki varyansin en yiiksek oldugu, temel bilesenleri tanimlamak
suretiyle gerceklestirir. Boylelikle ¢ok degiskenli veriler, yalnizca birkac bilesen kullanilarak,
kismen daha az sayida degiskenle temsil edilerek, ilgilenilen ornekler arasindaki benzerlik ve
farkliliklar gorsel olarak degerlendirilebilir hale gelmektedir. PCA analizi arastirilmasi yapilan
orneklerin gruplandirilabilirliginin belirlenmesine olanak saglamaktadir. (Ringnér, 2008). Sonug
olarak PCA, biiyiik veri setlerindeki bilginin; temel bilesenler olarak adlandirilmakta olan; daha
kiiciik, iligkisiz degiskenlere indirgeyerek 6zetlemektedir. Temel bilesenler, en yiiksek varyansa
sahip olan ana degiskenlerin dogrusal olarak diizenlenmis halleridir. Bu bilesenler ana veri setinden
miimkiin olacak en yiiksek oranda bilgiyi alir ve muhafaza eder. Istatistiksel yontem olarak
PCA’nin uygulanabilmesi i¢in hem dogrusal cebir hem de matris islemlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Bunun sonucunda ana veri seti temel bilesenler olarak yapilandirilarak koordinat
sistemine aktarilir. Ana bilesenleri destekleyen nitelikte olan kovaryans matrisinde bulunan
ozvektorler ve 6zdegerler, dogrusal doniisiimlerin analiz edilebilmesine imkan saglamaktadir.
Ozvektorler dagilim grafigindeki varyansin yoniinii belirler. Ozdegerler ise; dzvektorlerin

katsayilaridir ve yonlii verinin 6nemini gdstermektedirler. Bu sebepten, yiiksek bir 6zdegerle
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karsilagildigi zaman, 6zvektoriin daha kritik oldugu ifade edilebilmektedir. Temel bilesenler veriler
arasindaki en yliksek varyansin yonlerini de temsil ettiklerinden dolay1 aslinda bunlar kovaryans
matrisinin 6zvektorleri olduklarint sdylemek miimkiindiir. PCA' da genellikle veriler arasindaki
iliskiyi en yiiksek oranda agiklayan ilk iki ana bilesen olan, birinci temel bilesen (PC1) ve ikinci
temel bilesen (PC2) odaklanilmaktadir. (Mackiewicz & Ratajczak, 1993). Temel bilesenler, veriler
arasindaki varyansi azalan sirayla agiklar: birinci temel bilesen, PC1, verilerdeki varyansin biiytik
bir bolimiinii ifade ederken; PC2, veriler arasinda kalan varyansin PC1’den sonra en yiiksek

miktarda agiklar ve diger PC bilesenleri de bu sekilde siralanir.

Yiiksek lisans tez calismasi ¢ercevesinde, dort bakteri grubu arasindaki benzerlik ve
farkliliklar hakkindaki bilgi, benzer orneklerin skor grafiginde yakin veya uzak bolgelerde
kiimelenmesiyle elde edilir (Granato et al., 2018). Bir skor grafigindeki iki nokta arasindaki
uzakliktaki artig, bu iki 6rnek arasindaki farkliliga isaret etmektedir. Bir bagka ifadeyle Raman
spektrumlar arasindaki farkliliga karsilik gelmektedir. Iki temel bilesenin birbirine gére (PC-2’ye
kars1 PC-1) cizilmesiyle elde edilen skor grafigi incelenen 6rnekler arasindaki iliskiyi yorumlamak
amaciyla kullanilmaktadir. PCA’ nin kullanim amaglar1 siralanacak olursa; matrislerin
Ozdegerlerinin ve Ozvektorlerinin belirlenmesi, belirlenen ana bilesenlerin testi, orijinal
degiskenlerin degisim miktarinin belirlenmesi, veri setlerinin dendritlerinin olusturulmast,
oOlusturulan model i¢in bir dendritin olusturulmasi, koordinat sisteminde incelenen nesnelerin
dagiliminin gozlemlenmesi gibi amaglar1 yerine getirmek i¢in kullanildigini sdylemek miimkiindiir

(Mackiewicz & Ratajczak, 1993; Ringnér, 2008).

21



Y /N

Sekil 2.3. iki eksenli (iki boyutlu) bir veri kiimesi igerisinde, iki temel bilesen olan PC1 ve PC2.

PC1 ve PC2 birbirleriyle dikey (ortogonal) yerlesimli olup; PC1 veriler arasindaki en yiiksek
varyansi koruyup yoniinii belirtirken; PC2 ise; bu en biiyiik varyans yoniinde tanimlanmaktadir.
Tez galismasi kapsaminda Raman spektral verilerine, temel bilesenler analizi UnscramblerTM

CAMO (siirtim:5.5) programi vasitasiyla yapilmistir(CAMO Software AS., 2016).

2.3.2. Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA)

Kiimeleme analizi, ait olduklar1 gruplar kesin bir sekilde bilinmeyen elemanlarin, birbiriyle
iliskili alt siniflara ayrilmasina olanak saglayan ¢ok degiskenli istatistiksel yontemlerden bir
tanesidir. Bir bagka ifadeyle; gruplandirilmamis veri setlerinin benzerliklerine gore
simiflandirilmasini saglamaktadir. Kiimeleme analizi PCA’ya benzer sekilde, birbiriyle iligkili
verilerin saptanmasini saglamaktadir. Takipsiz ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemlerinden
biri olan PCA bazi durumlarda gruplandirma yapilmak istenen veriler arasindaki ayrimi net bir
sekilde yapamayabilmektedir. Veriler arasindaki iligkinin aydinlatilmasi ve gorsellestirilmesi igin
grafik olusturulmak istendiginde; iki degiskenli veriler i¢in sagilim grafigi olusturulabilirken;
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ikiden fazla degiskene sahip verilerin grafigi, PCA ile iki degiskene indirgendikten sonra
yapilabilmektedir. Bu durumlarda ana hedefi, ilgilenilen 6rneklerin karakteristik 6zelliklerini temel
alarak gruplandirmak olan kiimeleme analizinden yararlanilmaktadir. Bu ayrim benzerlik ve
farkliliklar tizerinden yapilmaktadir ve bu benzerlik farklilik 6lgiitleri, uzaklik dl¢iitlerine ya da
korelasyona gore yapilmaktadir. Kiimele analizinin kullanimi bir¢ok alanda tercih edilmekle
beraber; daha karmasik sistemlerin degerlendirildigi tip, biyoloji, psikoloji gibi branglarda daha
fazla tercih edilmektedir. Kiimeleme analizi yapmis oldugu siniflandirma vasitasiyla,
arastirmacilar icin verilerin degerlendirilebilir ve yorumlanabilir hale doniistiirtilmesine olanak
saglamaktadir. Ozetle; bu analiz yontemi gruplar1 bilinmeyen bir popiilasyondan secilmis n tane
bireyin, p adet degiskene gore elde edilmis olan gdzlem sonuglariyla ilgilenmektedir.
Smiflandirmanin ardindan gozlem sonuglarinda ¢ok az bir kayip meydana geldiginden dolay1
verilerin gruplandirilmast yiiksek verimlilikle yapilmaktadir. Kiimeleme analizinde sirasiyla;
veriler arasi iliskinin belirlenebilmesi amaciyla kullanilacak olan o6lciitlerin ve degiskenlerin
saptanmasi, birimlerin gruplandirilmasi, olusturulan gruplarin uygunlugunun test edilmesi ve
istatistiksel olarak uygunlugun degerlendirilmesi (test edilmesi) adimlari gerceklestirilir (Ada et
al., n.d.).

Hiyerarsik kiimeleme analizinde ise; ilgilenilen numunelerin, bir bagka ifadeyle birimlerin,
degisik evrelerde bir araya getirmek suretiyle, ardisik olacak sekilde, kiimeler (gruplar) olarak
ayirmay1 saglar. Bununla beraber kiimeler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesini yani
uzaklik diizeylerinin saptanmasini da saglamaktadir (Ada et al., n.d.). Hiyerarsik kiimeleme kendi
icerisinde ‘Gruplayici Hiyerarsik Kiimeleme’ ve ‘Boliicti Hiyerarsik Kiimeleme’ olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Gruplayici hiyerarsik kiimeleme tekniginde ilgilenilen her 6rnek baslangigta
bir kiime (grup) olarak degerlendirilir. Ardindan birbiriyle iliskili olan kiimeler (iki kiime) bir araya
getirilerek yeni bir kilme meydana getirilir. Bununla beraber gruplamanin her adiminda kiime
say1s1 bir azalmaktadir. Gorsel olarak gruplayici kiimeleme analizi dendrogram veya agac¢ grafigi
olarak bilinen sekillerle gorsellestirilebilir. Boliicii hiyerarsik kiimeleme analizi yonteminde ise;
biitiin verilerin olusturmus oldugu biiyiik topluluk bir kiime olarak kabul edilmektedir. Burada

kiimedeki benzer olmayan veriler ayristirilarak gitgide daha kiigiik kiimeler (gruplar) olusturulur.
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Gruplayict hiyerarsik kiimeleme analizinin tersi olacak sekilde en sonunda her 6rnek bir kiime

olusturuncaya kadar islem devam eder (Fen et al., 2013).

P3

P2
Pa
Ps

Sekil 2.4. Py, P2, P3, P4 ve Ps olmak {izere 5 6rnekten olusan bir grup i¢in kiimeleme analizi sonucu

elde edilmis olan dendrogram 6rnegi

Sekil 2.4.’te P1, P2, P3, P4 ve Ps olmak iizere 5 drnekten olusan bir grup verilmistir. Orneklere
kiimeleme analizi uygulanmasinin ardindan, bu sonuca gore bir dendrogram olusturulmak
istendiginde, birbirine en c¢ok benzeyen ornekler arasindaki bagil mesafenin en az olmasi
beklenmektedir. Ciinkii birbirine yakin gruplar bos bir uzayda birbirlerine en yakin konumda
yerlesim gostereceklerdir. Bu baglamda Py ve P ile P4 ve Ps birbirlerine en yakin 6zellik gosteren
orneklerdir. P3 ise bu iki sinif 6rnekten, P1 ve P2 6rneklerinin olusturmus oldugu gruba daha yakin

ozellik gostermektedir.

Tez caligmasi kapsaminda, her bakteri grubu i¢in elde edilmis olan ortalama spektrumlara ait
verilere hiyerarsik kiimeleme analizi, UnscramblerTM CAMO (siirlim:5.5) programi vasitasiyla

uygunlanmigtir (CAMO Software AS., 2016).

24



2.3.3. Kismi En Kiiciik Kareler Ayristirma Analizi (PLS-DA)

Kismi En Kiigiik Kareler Ayristirma Analizi (PLS-DA), kemometri alaninda yaygin olarak
kullanilmakta olan cok degiskenli istatistiksel analiz yOntemlerinden biridir. Ozellikle
metabolomik caligmalarda siniflandirma yapmak amaciyla ve biyobelirteg belirlenmesi gibi
konularda daha ¢ok tercih edilmektedir. PLS-DA, yakin akrabasi olan PCA ydntemine benzer
sekilde verilerin boyutlarinin indirilmesi amaciyla da kullanilmaktadir (Szymanska et al., 2012)_.
Kemometrik ve omik veriler (biyolojik materyal iizerine yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen
verilerdir) oldukga yliksek hacimli olup, ¢cok sayida degisken, giirtiltii icermeleri bakimindan PLS-
DA, PCA vb. cok degiskenli istatistiksel analiz yontemlerine ihtiya¢ duymaktadirlar. PLS-DA,
gruplarin tam olarak belli olmas1 bakimindan PCA’dan ayrilir. Bu bakimdan PCA denetimsiz bir
analiz yontemiyken; PLS-DA denetimli bir yontemdir. Bir bagka deyisle PLS-DA analizinde

orneklerin sinif atamasi yapilmaktadir.

Verilerin boyut azaltilmasi ve siniflandirma yapilmasina olanak saglayan PLS-DA, 6zellik
secimi yapilmak tizere de kullanilabilmektedir. Bu tarz boyut azaltma yapilmasina olanak saglayan
analiz yontemlerinin temel amaci; ilgilenilen verilerin olabilecek en diisiik hatayla, veriler
arasindaki varyansi koruyarak, daha diisiik boyutlu ve dogrusal bir hale doniistiiriilmesini
saglamaktir. PLS-DA’nin uygulanacagi ana veri matrisi nm-boyutlu vektorlerden olustugu bir
durumda X bir n x m matrisidir. PLS-DA ve PCA’nin kullanim sekilleri diistiniildiigiinde, ama¢ m
x d matrisini bir baska ifadeyle, A doniisim matrisini bulmaktir. Matris A, en uygun (optimum)
sekilde nd-boyutlu S vektoriine doniistiiriillmesini saglar. Bunun sonucunda S.= X .A .+.E olarak
ifade edilebilir. Bu esitlikte E hata matrisi olarak isimlendirilmektedir. Satirlar1 doniistiiriilmiis
vektorleri ifade eden S matrisi, X veri matrisindeki n vektoriiniin, her biri i¢in d-boyutlu skorlar
verir. Boyutlar1 indirilmis yeni bilesenlere ana bilesen (PC) denilmektedir. PCA’da doniisiimde ilk
ana bilesende veriler arasindaki varyans olabilecek en yiiksek oranda korunur. PLS-DA’da ise; ilk
ana bilesende ana veri seti ve etiketlenmisi arasindaki kovaryans miimkiin oldugunca en ytiksek
oranda korunmaktadir. PCA yontemi projeksiyon hatasinin en aza indirerek ilk 6zvektdr boyunca
ortogonal bir alt uzaya yansitarak ilk temel bileseni hesaplar ve bunu son temel bilesene kadar
yineler. Alternatif olarak; temel bilesenlerin kovaryans matrisi C’nin 6zvektorleri vasitasiyla

asagidaki sekilde ifade edilebilmektedir (Ruiz-Perez et al., 2020).
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C=—X"C,X (2.11)

Cn : nx n merkezleme matrisi
Ly Ly ... Ly : Yiikleme vektorleri
1,63 ... e, : C’nin 6zvektorleri

A1, A5 ... A, 0 C'nin 6zdegerleri olarak alindiginda asagidaki 2.17 esitligi kurulmaktadir.

Li = ,Miei, i = 1, ey, n, (212)

PLS-DA ‘da bilesenlerin birbirlerine ortogonal (dikey) olmasi gerekir ve PLS-DA’nin ilk bileseni

C’nin 6zvektorleri olarak asagidaki sekilde ifade edilmektedir.

1

C=Ge

XTC,yy'C,X (2.13)

y: Sinif etiketi vektorii

Tekrarli olan siireg, 6zelliklerin 6nemini veren yiikleme vektorlerini @ 1 ,..., a4 hesaplamaktadir.

Tekrarlt siire¢ h, en yiiksek kovaryansin hesaplanmasini amacina hizmet etmektedir.
max(ahbh)cov(Xhah, Ynbr) (2.14)
by, : yy etiket vektori i¢in yiikleme

X1=Xve X nhveyn onceki h —1 bilesenleriyle doniistiirme sonrasinda artik (hata) matrislerdir.
Tez calismasi kapsaminda elde edilmis olan spektral verilere, PLS-DA, UnscramblerTM CAMO
(stirlim:5.5) programi vasitastyla uygulanmistir (CAMO Software AS., 2016; Ruiz-Perez et al.,
2020).
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2.3.4. Simflandirma Modelinin Gelistirilmesi ve Tahmin Yeteneginin Test Edilmesi

Tez calismasi siirecinde, model gelistirilmesi sirasinda, ¢ok degiskenli istatistiksel analiz
yontemlerinden olan PCA ve PLS-DA metotlarinin kullanimi tercih edildi. PCA yukarida da
anlatildigi tizere, ilgilenilen 6rneklerin (tez ¢alismasinda bu 6rnekler bakterilere ait spektrumlardir)
gruplarinin bilinmedigi denetimsiz bir analiz yontemiyken; PLS-DA ise, 6rneklerin ait oldugu sinif

(grup) bilgisi bilindiginden dolay1 denetimli bir yontemdir.

4 bakteri grubunun her biri 20 adet sub-kiiltiir igermektedir. 20 adet sub-kiiltiiriin (toplamda
80 tane) her biri i¢in 6 adet olacak sekilde Raman spektrumlari ¢ekilmis ve kaydedilmistir. Bu sub-
kiiltiirlerden 15 adedi (toplamda 60 adet) bakteri gruplarinin Raman spektrumlari {izerinden
ayristirilmasina olanak saglayacak siniflandirma modelinin gelistirilmesi i¢in kullanildi. Rastgele
olarak segilmis olan her bir sub-kiiltiir i¢in 5 toplamda 20 adet bakteriden elde edilen ortalama
Raman spektrumlari ise; gelistirilmis modelin tahmin kabiliyetinin test edilmesi amaciyla
kullanildi. Model gelistirme i¢in kullanilmis spektrumlara ait veri setine ‘kalibrasyon veri seti veya
egitim veri seti’, modelin test yeteneginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmig olan veri setine

ise ‘validasyon seti’ ad1 verilmektedir (Povey et al., 2014).

Model gelistirilmesi sirasinda kullanilmis olan denetimsiz ve denetimli ¢ok degiskenli
istatistiksel yontemlerden olan PCA ve PLS-DA analiz yontemleri, UnscramblerTM CAMO
(stirim:5.5) yazilimi vasitasiyla gergeklestirilmistir (CAMO Software AS., 2016).

PLS-DA, yukarida bahsedildigi iizere denetimli bir analiz yontemi olup, ilgilenilen
orneklere ait grup bilgisinin bilinmesini gerektirmektedir. Grup bilgisinin bilindigi matematiksel
modellerin gelistirilmesine olanak saglayan bu yontemle, ait oldugu siif bilinmeyen 6rneklerin ait
olduklar1 gruplara atanmas1 saglanabilmektedir. Bahsi gegen modelleme en kiigiik kareler analiz
algoritmasimin farkli bir tiirii ile yapilmaktadir. Bakterilere iliskin spektrumlara ait veri setleriyle
gelistirilmis olan siniflandirma modeline, grup bilgisi atanmamis olan (validasyon seti igerisinde

bulunan bakteriyel spektrumlar) 6rneklerin, ait oldugu gruplar tahmin edilebilmektedir.

PLS-DA yonteminde, ilgilenilen drneklere ait veriler (tez ¢alismasi kapsaminda bu veriler
bakteriyel spektrumlardir) X ekseninde yerlesim gosterirken; bakterilerin ait oldugu grup veya sinif
bilgisi ise Y ekseniyle ifade edilmektedir. Siif bilgisini tagiyan Y ekseni i¢in, ilgilenilen gruba ait
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bir bakteri numunesi uygun olarak ‘1’ degerini alirken bu sinifa ait olmayan bir bakteri ‘0’ degerini
almaktadir. Gelistirilmis olan model bu sekilde bakterilerin ait oldugu grup bilgisiyle ilgili tahmin
yapabilmektedir. Atanan bu 0 ve 1’ler ideal tahmin (varsayim) degerleridir. Varsayim siirecinde,
model her 6rnek i¢in ideal olmayan degerler atar, bu nedenden dolayr grup bilgisinin
belirlenebilmesi igin bir dl¢iit belirlenmesi gerekliligi ortaya ¢ikar. Tez galismasi kapsaminda grup
iiyeliklerinin belirlenebilmesi i¢in belirlenmis olan 6lgiit degerler ‘0,75-1,25 araligidir. Sonug
olarak, ilgili grup i¢in tahmin edilen Y degeri 0,75-1,25 araliginda oldugu durumlarda, bakterilere

ait orneklemin, belirli bir grubun iiyesi oldugu sonucuna varilmastir.

2.3.5. Istatistiksel Model Performansinin Degerlendirilmesi

Gelistirilmis olan modellerin, giivenilirliklerinin ve uygulanabilirliklerinin saptanmasi ve
degerlendirilmesi gerekmektedir. Modelin basarisinin degerlendirilmesi i¢in duyarlilik, etkinlik,
hassasiyet, dogruluk parametreleri hesaplanmalidir. Bu parametrelerin hesaplanmasi karisiklik
matrisinden (confusion matrix) yararlanarak yapilir. Karisiklik matrisi, iki satir ve iki siitun iceren
ve bu satir-siitunlarda; gergek pozitif (true positive) , gercek negatif (true negative) , yanlis pozitif
(false positive), yanlis negatif (false negative) bilgileri yer almaktadir (Yonar & Haman Bayari,
2023). Sekil 2.5 ‘te 6rnek bir karigiklik matrisi verilmistir. Bu matris tahmin edilen sinif ve gercek

sinif ile ilgili bilgileri barindirmaktadir (Cihan et al., 2020).
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GERGEK DEGERLER

POZITIF NEGATIF

DP YP
POZITiF (Dogru Pozitif) (Yanls Pozitif)
E NEGATIF
J YN DN
(Yanlis Negatif) (Dogru Negatif)

Sekil 2.5. ikili siniflandirma igin karisiklik matrisi 6rnegi

Sekil 2.5. ikili smiflandirma yapmak amaciyla kullanilabilecek karigiklik matrisi i¢in temel bir
ornegi gostermektedir. Matris tahmin edilen ve gercek sinif degerleriyle ilgili bilgi icermekte olup

satir ve siitunlarda bu bilgiler verilmistir.

Duyarlilik (Sensitivity), modelin siniflandirma kabiliyetinin bir 6l¢iitiidiir ve denklem 2.15° de
gosterildigi gibi hesaplanir.

DP

(%)Duyarhlhik = N

x 100 (2.15)

Denklem 2.15°de DP; gergek pozitif, YN ise; yanlis negatifi ifade etmek i¢in kullanilmistir.
Secicilik (Specificity), modelin, ilgilenilen gruba ait olmayan 6rnekleri ayirma kabiliyetinin bir

olgiitiidiir. Bagka bir ifadeyle sinifa ait olmayan Orneklerin belirlenebilme kabiliyetinin test

edilmesidir. Denklem 2.16°de ifade edildigi sekilde hesaplanir.
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DN

(2.16)

Denklem 2.16°de DN; dogru negatif, YP ise; yanlis pozitifi belirtmek amaciyla kullanilmistir.
Hassasiyet ise; Modelin biitiin gruplar igerisinde ne kadar dogru tahmin yaptiginin belirlenmesi
amaciyla hesaplanir. Hesaplama denklem 2.17’de gosterildigi sekilde yapilmaktadir (Cihan et al.,
2020).

DP

(DP+YP)x100 (217)

(%)Hassasiyet =

Denklem 2.17°deki ifadede DP; dogru pozitif, YP ise; yanlis pozitifi ifade etmek i¢in kullanilmistir.
Etkinlik; Gelistirilmis olan model igin elde edilmis olan karisiklik matrisiyle, hesaplanmasi
yapilmig duyarlilik ve segicilik sonuglarinin birlestirilmesidir. Denklem 2.18’te belirtildigi sekilde
secicilik ve duyarlilik degerleriyle hesaplanir (Cihan et al., 2020).

Duyarhilik+Segicilik .

(%)Etkinlik = 100 (2.18)

Dogruluk (Accuracy); dogru simiflandirma oraninin belirlenmesi amaciyla grup bilgisinden

bagimsiz olarak denklem 2.19’te oldugu sekilde hesaplanmaktadir (Cihan et al., 2020).

dogru siniflandirma

(%)Dogruluk = x 100 (2.19)

toplam 6rnek sayist

Denklem 2.20 daha agik bir sekilde ifade edilecek olursa; denklem 2.20 ‘te oldugu gibi bir esitlik

elde edilmektedir.

9 _ DP+DN
(%)Dogruluk = ———"—0>x 100 (2.20)

Denklem 2.20°te DP; dogru pozitif, DN; dogru negatif, FP; yanlis pozitif ve FN; yanlis negatifi

ifade etmek tizere kullanilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Bakteri Raman Spektrumlarmin On islenmesi

Sekil 3.1°de bakterilere ait ortalama Raman spektrumlar1 yer almaktadir. Literatiirden elde
edilen bilgiler 15181nda, bakterilere ait Raman bantlarinin isaretlemeleri; Tablo 3.1°de

gosterilmektedir (de Siqueira e Oliveira et al., 2012; Paret et al., n.d.).

1 | 1 | 1 1
—— AFS
——EFS
—
D — SSP
©
S
U
o))
©
m
c
[(y]
=
©
nd
| ' | v 1 B I ! I i |
500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman Kaymasi/ cm’

Sekil 3.1. Bakteri gruplarinin alan normalize edilmis Raman Spektrumlarindan elde edilen
ortalama spektrumlar (CJ bakterisi mavi, SSP bakterisi yesil, AFS bakterisi siyah ve EFS bakterisi
kirmizi).

Sekil 3.1 incelendiginde bakterilere ait ortalama Raman spektrumlart her ne kadar benzer profil
gosteriyor olsalar da; 4 farkli bakteri grubuna iliskin ortalama spektrumlarin 6nemli farkliliklar

gosterdigi goriilmektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan dort tiir bakterinin benzer patojeniteye sahip
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olmalarina karsin, Raman spektrumlarinin bakterilerin farkli hiicre yapilarin1 incelenen bakteri

tiirlerinin her birini karakterize edecek sekilde yansitmasi gerektigi tezimizi desteklemektedir.

Tablo 3.1. Bakteri Raman spektrumlarinda temel bantlara ait isaretlemeler

Raman Kaymas1 (cm™)

Isaretlemeler

515
641
720
745
840
900
931
948
959
1040
1080
1092

1208
1259
1340-1350
1450
1555
1574
1610
1659

Glikozidik halka deformasyonu
Tirozin
Aromatik aminoasitler; vC-C bag gerilmesi; dC-H a¢1 biikiilmesi
Triptofan
dC-C; 6C-OH
vC-O-C bag gerilmesi; dC-H

vC-C bag gerilmesi

Karbonhidratlar (vC-O; vC-C bag gerilmesi)
Fenilalanin ; prolin ; tirozin

Karbonhidratlar (vC-O; vC-C bag gerilmesi)

vC-C bag gerilmesi

Niikleik asit (PO2 simetrik bag gerilmesi); vC-O-C ve vC-C bag
gerilmesi; sakkaritler aras1 glikozidik baglanma
Amid III + aminoasitler
Amid III + sakkaritler
0C-H; 6C-Hj3 simetrik ag1 biikiilmesi
Amid II; 6C-H3; 6C-H2 ag1 biikiilmesi (makas)
Polisakkaritler

Peptidoglikan vC=0

vC=C halka gerilmesi; asimetrik aminoasitler

Amid [

Bakteri Raman spektrumlarina ait igaretlemeler literatiirdeki ¢aligmalara uygun olacak sekilde

yapilmustir (de Siqueira e Oliveira et al., 2012; Paret et al., n.d.).
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Bakteri gruplarina ait spektrumlarin benzerlikleri ve farkliliklarini daha detayli incelemek
amaciyla, ortalama spektrumlara kiimeleme analizi (Hierarchical Single-linkage algoritmasi
kullanilmistir) ve Temel Bilesen Analizi (PCA) uygulanmistir. Bakteri gruplarina ait (CJ, EFS,
AFS ve SSP olmak iizere) ortalama spektrumlara uygulanmis olan kiimeleme analizi sonucu elde

edilen dendrogram Sekil 3.2’de; Temel Bilesen Analizine ait skor grafigi ise Sekil 3.3’te

gosterilmistir.
1|5 T T T T T
1,04
Ne O,S-Gr (+) sSSP a
2 ) EFS '
X ookl .
S cJ l
(\IJ s
(O] q
0 059G () AFS  ciersss aFs
-1,04 o
'115 % T 4 il » T * T L T ' 0 1 H ] 4
45 40 05 00 05 10 15
PC-1 (90%) x10% Bagil Mesafe

Sekil 3.2. Dort bakteri grubuna ait (CJ, EFS, AFS, SSP olmak iizere) ortalama Raman
spektrumlarina hiyerarsik kiimeleme analizi uygulanmasi (Hierarchical Single-linkage algoritmast)

sonucu olusturulan dendrogram.

Sekil 3.2°deki dendogramlar, PC-2’nin skorlar1 kullanilarak, Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
(Hierarchical Single-linkage algoritmasi) yapilarak olusturulmustur. Farkli bakterilerin ortalama
Raman spektrumlarinin PC-2 puanlar1 kullanilarak gergeklestirilen hiyerarsik kiimeleme analizi,

Gr(-)i, Gr(+) suslardan ayirmak ve bu koordinatin uygunlugunu vurgulamak igin
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kullanilabilmektedir. Sekil 3.2°de gosterildigi gibi, gergeklestirilen kiimeleme analizi (Hierarchical
Single-linkage algoritmasi, Oklid mesafeleri) Gr (+) tipi bakterileri Gr (-) olandan ayirarak uygun
sekilde gruplandirmistir. Kiimeleme analizinin gergeklestirilme sekli, Sekil 3.2'de sol tarafta
gosterilmektedir. Bu sekilde, PC-2 ve PC-1 puan grafigindeki farkli bakterilere karsilik gelen
noktalar, PC-2 eksenine yansitilarak Gr (+) ve Gr (-) bakteriler igin farkli bolgeleri agik¢a
tanimlamaktadir. Projeksiyonlar arasindaki Oklid mesafeleri, Sekil 3.2°de gosterilen dendrogrami
olusturmak i¢in kullanilan benzerlik kriterlerini tanimlamaktadir. Dendrogramda, her diigiimde
birlesen dallarin, yoneliminin keyfi oldugunu, yansitilan noktalar, belirli bir numunenin komsu
dallanmadan kaynaklanan numunelerle benzerliginin karsilastirilmasina izin vermektedir.
Ormnegin; AFS, SSP'den ¢ok CJ, EFS ¢iftine benzer veya SSP, CJ'den ziyade EFS'ye daha benzerdir.
Tahmin edilebilecegi gibi, eger hiyerarsik analiz PC-1 / PC-2 koordinatlar1 seti veya tam veriler
(tam spektrum) kullanilarak yapilirsa, PC-1 bileseni bakterilerin Gram boyanma o6zelliklerine
bakilmaksizin gruplar arasi varyansin biiyiik bir boliimiinii agiklamaktadir. Genel olarak, SSP tiirii
en belirgin bilesimi sergileyen tiirken, Gr (-) hiicre duvarli AFS ise; aslinda CJ'ye olduk¢a benzer

ozellik gostermektedir.
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Sekil 3.3. CJ, EFS, AFS, SSP gruplarina ait Raman ortalama spektrumlarina alan normalizasyonu

uygulanmasinin ardindan elde edilen PCA skor grafigi (PC-2’ye kars1 PC-1).
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Sekil 3.3’te ortalamalar tizerinden elde edilen PCA skor grafiginde, PC-2 temel bileseni, Gr (-)
olan AFS'yi negatif bolgeye ve Gr (+) tipi bakterileri (EFS, SSP, CJ) pozitif bolgeye yerlestirerek,
Gr (+) bakterileri Gr (-)'den ayirmaktadir. PC-1 temel bileseni ise bakterileri Gr (+) veya Gr (-)

oldugunu dikkate almaksizin birbirinden ayrismasina olanak saglamaktadir.

Sekil 3.4’de SSP ve AFS bakterilerinin birbirinden ¢ikartilmis ortalama Raman spektrumlart PCA
modeline ait PC-2 yiiklemesi ile birlikte, Sekil 3.5°de SSP ve EFS bakterilerinin birbirinden
cikartilmig ortalama Raman spektrumlart PCA modeline ait PC-1 yiiklemesi ile birlikte

verilmektedir.

PC2 yiiklemeleri, ilki Gr (+) tipi bakterilerin ikincisi Gr (-) tipi bakterilerin temsili olan SSP ve
AFS bakterilerinin ortalama spektrumlar1 arasindaki farka ¢ok benzerken (Sekil 3.4), PCI
yiiklemeleri SSP-EFS fark spektrumunun profiline olduk¢a yakindir. Skor grafigindeki farkl
ortalama spektrumlara karsilik gelen noktalarin konumlari, PC1 ve PC2'nin yilikleme profilleri

tarafindan belirlenir.

Sekil 3.3'te gosterilen verilere gore, PC1 igin, en pozitif yiiklemeler, SSP bakterilerinin Raman
spektrumunun (skor grafiginde PC1 ekseninde en pozitif deger alanlar) 6ne c¢ikan karakteristik
bantlara sahip oldugu degiskenlerle (frekanslar), en negatif yliklemeler ise EFS’nin Raman
spektrumunun (PCl'in daha negatif tarafinda bulunanlar) en siddetli bantlara sahip oldugu
frekanslarla iligkilidir. CJ ve AFS bakterilerine karsilik gelen PC1 puanlarinin sifira yakin olmast
bu iki bakteri tiiriinlin karakteristik spektral 6zelliklerinin, bu temel bilesenin yiiklemelerine

yansimadigi anlamina gelmektedir. Bu egilimler Sekil 3.5'te agikca goriilmektedir.
Benzer sekilde sirasiyla en pozitif ve en negatif PC2 skor degerleri alan SSP ve AFS bakterileri,

PC2 yiiklemelerinin en pozitif ve en negatif degerlere sahip oldugu frekans degerlerinde belirgin

karakteristik spektral 6zelliklere sahiptir (bkz. Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. AFS bakterilerine ait ortalama Raman spektrumlarinin SSP ortalama Raman
spektrumundan ¢ikartilmasiyla elde edilen fark spektrumu ( ), PCA modeline ait PC-2
yiiklemeleri (pembe)

CJ ve EFS bakterilerinin PC2 puanlar1 da sifira yakindir; bu durum, CJ ve EFS’nin Raman
spektrumlarindaki karakteristik (isaret) bantlarinin, PC2 yiiklemelerinin kiiclik degerlere sahip
oldugu frekanslarda goriindiigli anlamima gelmektedir. Ancak EFS, spektrumun yiiksek frekans
araliginda (yaklasik 3000 cm™) ¢ok giiclii bir Raman bandina sahiptir ve bu durum, PC2 yiikleme
profili, SSP-AFS Raman spektrumu (SSP ortalama Raman spektrumu AFS ortalama Raman

Spektrumundan ¢ikarilmis) ile karsilastirildiginda gézlenen farki agiklamaktadir (bkz. Sekil 3.4).
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Sekil 3.5. EFS bakterilerine ait ortalama Raman spektrumlarmin SSP ortalama Raman
spektrumundan ¢ikartilmasiyla elde edilen fark spektrumu (mavi), PCA modeline ait PC-1
yiiklemeleri (kirmizi)

Yukarida belirtildigi gibi, PC2 yiikleme grafiginden Gr (+) tipi bakterileri Gr (-) tipi bakterilerden
ayiran spektral bolgeleri belirlemek miimkiindiir. En siddetli negatif pikler, Gr (-) bakterilerde Gr
(+) olanlara gore nispeten daha fazla bulunan molekiiler tiirlerle iliskili olacaktir. 1555, 1259, 1040,
948, cm™'de gozlenen bu piklerin tiimii karbonhidrat tiirleriyle iliskilidir (bkz. Tablo 3), bunlar iki

bakteri tlirtiniin hiicre duvarlarinin farkl yapisiyla iliskilendirilebilinir.

3.2. Raman Spektrumlari Tabanh Bakteriyel Simiflandirma Modelinin Gelistirilmesi

Siiflandirma modeli gelistirilebilmek i¢in bakterilerle iliskili Raman spektrumlar1 kullanildi.
Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve Kismi En Kiigiik Kareler Ayristirma Analizi (PLS-DA)
yontemleri kullanilarak 4 sinifli (CJ, EFS, SSP, AFS) iki model gelistirilmistir. VVeri analizinin bu
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asamasinda, Raman spektral verilerin, Dbakterilerin ayristirilmasinda  kullanilabilirligi
arastirilmustir. Tk asamada farkl bakteri tiirlerinin sinif bilgileri tanimlanmaksizin denetimsiz ¢ok
degiskenli istatistiksel veri analizinde kullanilan bir yontem olan PCA analizi tiim bakteri

orneklerine iliskin Raman spektrumlari iizerinden gergeklestirilmistir.

PCA modelinin gelistirilmesi i¢in her gruptan 15, toplamda 60 ortalama spektrum kullanilmistir.
60 ortalama spektrumdan olusan veri seti modelin gelistirilmesi icin, rastgele olarak se¢ilmis olan,
kalibrasyon veri setini olusturmaktadir. Kalibrasyon veri seti 15 CJ, 15 EFS, 15 SSP ve 15 AFS
bakterisine ait sub-kiiltiirlerin replika spektrumlarinin ortalamalarindan meydana gelmektedir.

Model gelistirilirken ¢apraz validasyon (cross-validation) kullanilmistir.
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Sekil 3.6. PCA iki boyutlu skor grafigi (PC-2"ye kars1 PC-1)

Gelistirilen PCA modelinde, kalibrasyon (egitim) veri setinde, PC-1, PC-2, PC-3 temel bilesenleri
verilerdeki varyansin sirasiyla %80, %8, %3 olmak {izere toplamda %91’ini agiklamaktadir (Sekil
3.6, Sekil 3.7). Validasyon veri setinde de benzer sekilde, PC-1, PC-2, PC-3 temel bilesenleri

verilerdeki varyansin sirasiyla %80, %8, %3 olmak iizere toplamda %91 ’ini agiklamaktadir. Model
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gelistirilirken kullanilan 5 temel bilesenin tiimii kalibrasyon ve validasyon veri setleri iizerindeki

varyanslari sirastyla %94 ve %93’iinii agiklamaktadir.

Skor grafiklerinde, EFS negatif PC-1 skor bolgesinde, AFS ve SSP ornekleri ise pozitif skor
bolgesinde kiimelenirken, CJ 6rnekleri PC-1 ekseni boyunca yayilmistir. PC-1 ekseni bakterileri
Gr (+) veya Gr (-) olmalarina bakmaksizin birbirinden ayristirmistir. PC-2 ise bakterileri gram
boyama 6zelliklerine gore siniflandirarak, AFS orneklerini negatif PC-2 skor bolgesinde ve SSP,

CJ ve EFS orneklerini ise kendi i¢inde siniflandirarak pozitif skor bolgesinde gruplandirmistir

(Sekil 3.6, Sekil 3.7).

Sekil 3.7. PCA modeline ait ii¢ boyutlu (PC-3’e kars1, PC-2’ye kars1 PC-1) skor grafigi

Ikinci bir model olan PLS-DA modeli, AFS, CJ, EFS ve SSP tiirii bakterilerin her birinden 15 6rnek
olmak iizere toplamda 60 ornekten elde edilen Raman spektrumlari iizerinden, her bir bakteri
tiirlinlin siniflara atandigr Kismi En Kiigiik Kareler Ayristirma Analizi (PLS-DA) yapilarak, elde

edilmistir.

PLS-DA modelinde X degiskenleri bakterilere ait spektrumlarla ilgili bilgi igerirken (frekanslar);

Y degiskeni bakterilerin grup bilgisini igermektedir. Ornegin; AFS bakteri grubu igin, Y 1 olarak

kabul edildiginde; CJ, EFS ve SSP i¢in 0 olarak atanmistir. Benzer sekilde CJ grubu i¢in Y bileseni
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1 olarak atandiginda, diger bakteri siniflar1 i¢in 0 olarak alinmistir. Boylece bakterilere ait Raman
spektrumlarindan, denetimli (takipli) bir ayristirma modeli gelistirilmistir. PLS-DA modeli bu

ozelligi bakimindan PCA modelinden farklilik gostermektedir.
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Sekil 3.8. PLS-DA modeli 2D skor grafigi (Faktor-2’ye karsi Faktor-1)

Gelistirilen PLS-DA modelinde, kalibrasyon (egitim) veri setinde, Faktor-1, Faktor-2 ve Faktor-3,
X verilerindeki varyansin sirastyla %80, %8, %2 olmak iizere toplamda %90°nin1 agiklarken, Y
verilerindeki varyansin ise sirasiyla; %29, %29, %27 olmak {izere toplamda %85’ini
aciklamaktadir. Validasyon veri setinde de benzer sekilde, Faktor-1, Faktor-2 ve Faktor-3, X
verilerindeki varyansin sirasiyla %80, %8, %2 olmak iizere toplamda %90 nin1 agiklarken, Y
verilerindeki varyansin ise sirasiyla; %27, %29, %25 olmak {izere toplamda %81’ini
aciklamaktadir. Model gelistirilmesi sirasinda kullanilan bes faktor, kalibrasyon seti i¢in, X ve Y
iizerindeki varyansin sirasiyla %94 ve %93 ‘iinii; validasyon seti i¢in ise, %92 ve %89 temsil ettigi

goriilmektedir.
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PCA analizinde elde edilen sonuglara benzer bicimde PLS-DA skor grafiginde Faktor-1, Gr (+)
veya Gr (-) olmalarin1 dikkate almaksizin bakterileri birbirinden ayrigtirmistir. Faktor-2 ise, PCA
modelinde oldugu gibi bakterileri gram boyama o&zelliklerine gore siniflandirmistir. AFS

orneklerini yine negatif Faktor-2 skor bolgesinde konumlanirken, SSP, CJ ve EFS 6rnekleri kendi

icinde gruplanarak pozitif skor bolgesinde yer almaktadir.
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Sekil 3.9. PLS-DA modeli D skor grafigi (Faktor-1, Faktor-2, Faktor-3)

3.3. Gelistirilen PCA ve PLS-DA Modellerinin Tahmin Yeteneginin Test Edilmesi

Model gelistirilmesi sirasinda kullanilmamis olan (rastgele olarak secilmis), Raman
spektrumlari, gelistirilen PCA ve PLS-DA modellerinin tahmin yeteneklerinin test edilmesi
amaciyla kullanilmigtir. Bu amag i¢in AFS bakterisinden AFS12, AFS16, AFS19, AFS5, AFS9
numarali 6rnekler, CJ bakterisinden CJ10, CJ11, CJ15, CJ16, CJ17 numarali Ornekler, EFS
bakterisinden EFS10, EFS13, EFS16, EFS19, EFS20 numarali drnekler ve SSP bakterisinden
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SSP10, SSP17, SSP20, SSP7, SSP9 numarali 6rnekler validasyon veri setini olusturmak iizere
alimmistir. Modellerin tahmin yeteneklerinin sinanmasi i¢in hazirlanmis olan karigiklik matrisi ve
model performans gostergeleri Tablo 3.2. ve Tablo 3.3.’te yer almaktadir. Gelistirilen modellerin
performanslari, tahmin edilen degerler karisiklik matrisine yerlestirilerek, duyarlilik, secicilik,
etkinlik, hassasiyet ve dogruluk degerlerinin hesaplanmasiyla yapilmistir. Numuneler i¢in sinif
bilgisinin atandig1 PLS-DA modelinde, tahmin asamasinda Y degeri i¢in esik (grup bilgisi yer alir)
0,25 olarak belirlenmistir. 0,75’ten kiigiik, 1,25’ten biiyiik bir say1 atanmis olan drnekler aykiri
deger olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.10. PCA modeli i¢in 2D projeksiyon skor tablosu (PC-2’ye kars1 PC-1)
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Sekil 3.11. PCA modeli i¢in 3D projeksiyon skor tablosu (PC-3, PC-2’ye kars1 PC-1).

PCA modelinin tahmin yetene8i Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°e¢ bakilarak degerlendirildiginde,
gelistirilen modelin 6rnekleri iyi bir sekilde ayirdigi ve dogru gruplara atadigi goriilmektedir.
Ormnegin; AFS bakterisi icin, secilmis olan AFS12, AFS16, AFS19, AFS5, AFS9 numaral
ornekleri, AFS tiirii bakterilerin yerlesim gostermis oldugu pozitif PC-1, negatif PC-2 bdlgesine
yerlestirmistir (mor). PC-1 ve PC-2 ‘nin pozitif bolgesinde yerlesim gosteren SSP bakterisi igin;
SSP10, SSP17, SSP20, SSP7, SSP9 numarali 6rnekleri SSP’nin yerlesim gdsterdigi bolgeye

atamustir (kahverengi).
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Sekil 3.12. PLS-DA modeli i¢in 2D projeksiyon skor tablosu (Faktor-2 x Faktor-1)
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Sekil 3.13. PLS-DA modeli i¢in 3D projeksiyon skor tablosu (Faktor-3 x Faktor-2 x Faktor-1)
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PLS-DA modelinde, PCA modeldeki PC-1’e benzer sekilde, Faktor-1 boyunca bakteri 6rneklerinin
dagilimi, ait olduklart gruptan bagimsiz olarak neredeyse aynidir. Faktor-2 ise, PC-2’de oldugu
bakterileri Gram boyama 6zelliklerine gore siniflandirmaktadir (bkz. Sekil 3.12 ve Sekil 3.13).
PLS-DA modelinde, kalibrasyon ve validasyon i¢in elde edilen ortalama karekok sapmasi (RMSE),
sirastyla AFS i¢in 0,11-0,13, CJ i¢in 0,15-0,19, EFS i¢in 0,09-0,11 ve SSP i¢in ise, 0,10-0,13 olarak

bulunmustur bu da regresyonlarin kalitesinin iyi oldugunu gostermektedir.

PCA ve PLS-DA tahminler i¢in skor grafikleri degerlendirildiginde gelistirilen modellerin
beklenildigi gibi biitiin verileri dogru gruplara atadig1 gézlemlenmistir. PCA ve PLS-DA modelleri
olmak {izere, gelistirilmis iki modelde de elde edilen sonuglarin birbirlerine benzer oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenden dolayr PCA ve PLS-DA modelleri birbirinin alternatifi olacak sekilde

kullanilabilir 6zellik gostermektedir.

Istatistiksel olarak, modelin tahmin yeteneginin degerlendirilmesi icin; karisiklik matrisleri
hazirlanarak, DP, DN, YP ve YN degerleri belirlenmis ve duyarlilik, segicilik, etkinlik, hassasiyet
ve dogruluk gibi performans parametreleri hesaplanmistir (bkz. Tablo 3.2 ve Tablo 3.3).

Tablo 3.2. Istatistiksel model performans verileri ve karisiklik matrisi (PLS-DA model i¢in)

Gercek Tahmin Edilen Smif Duyarhlik Secicilik Hassasiyet Etkinlik
Smf AFS CJ EFS SPP AYKIRI (%) (%) (%) (%)
AFS 5 0 0 0 0 100 100 100 100
cJ 0 5 0 0 0 100 100 100 100
EFS 0 0 5 0 0 100 100 100 100
SPP 0 0 0 5 0 100 100 100 100
Toplam 100 100 100 100

AYKIRI; aykir1 degerleri ifade etmekte olup, tiim gruplar icerisinde 0,25-1,25 giiven aralig1 disinda
kalan 6rnekleri belirtmek i¢in kullanilmaktadir.

Tablolar incelendiginde gelistirilmis olan PLS-DA modelinin validasyon veri setindeki 6rnekleri
(toplam 20 tane) yanlis pozitif veya yanlis negatif olarak yerlestirmedigi ve hepsini dogru gruplara

atadig1 gorilmiistiir.
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Tablo 3.3. Dort bakteri grubu igin (AFS, CJ, EFS ve SPP olmak tizere) Tablo 3.2.’deki karisiklik
matrisi verileri kullanilarak elde edilmis YP, YN, DP, DN sayisal degerler

Dogru Pozitif Dogru Negatif Yanlis Pozitif Yanlis Negatif

AFS 5 15 0 0
cJ 5 15 0 0
EFS 5 15 0 0
SPP 5 15 0 0

PLS-DA modelinin dogruluk degeri %100 olarak hesaplanmistir. Modellerin tahmin performansi
parametreleri olan hassasiyet, secicilik, etkinlik, duyarlilik ve dogruluk Olgiitlerinin timii
optimaldir (uygundur).
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Sekil 3.14. PLS-DA modelini test etmede kullanilan AFS 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y degerleri.

Sekil 3.14°de yer alan kirmizi ¢izgiler tahmin edilen degerleri, mavi kutular ise sapmalar: ifade
etmek i¢in kullanilmaktadir. X ekseninde validasyon veri setinde kullanilmis olan bakteriler ve
isimleri yer almaktadir. AFS i¢in tahmin edilen Y degerleri 1 iken diger bakteriler i¢in (CJ, EFS ve
SSP) tahmin edilen Y degerleri 0 oldugu goriilmektedir.

46




&
(1]
LT
.

°
=

e
v o w

Tahmin Edilen¥ {CJ, Faktdr-5)

E&EH_: Lfr—,[ttEUI[

&
e

AFS-12 AFS-16  AFS-19  AFSS AFS-9 Cr10 Ce11 Cx15 CH-16 Cr17  EFS-10  EFS13  EFS-16  EFS-19  EFS20  SSP-10 SSP-17  SSP20  SSP-7 S5P9

Sekil 3.15. PLS-DA modelini test etmede kullanilan CJ 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y degerleri.

Sekilde yer alan kirmiz1 ¢izgiler tahmin edilen degerleri, mavi kutular ise sapmalari ifade etmek
icin kullanilmaktadir. X ekseninde validasyon veri setinde kullanilmig olan bakteriler ve isimleri
yer almaktadir. CJ i¢in tahmin edilen Y degerleri 1 iken diger bakteriler i¢in (AFS, EFS ve SSP)

tahmin edilen Y degerleri 0 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.16. PLS-DA modelini test etmede kullanilan EFS 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y degerleri.

Sekilde yer alan kirmizi ¢izgiler tahmin edilen degerleri, mavi kutular ise sapmalar1 ifade etmek
icin kullanilmaktadir. X ekseninde validasyon veri setinde kullanilmis olan bakteriler ve isimleri
yer almaktadir. EFS i¢in tahmin edilen Y degerleri 1 iken diger bakteriler i¢in (CJ, AFS ve SSP)
tahmin edilen Y degerleri 0 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.17. PLS-DA modelini test etmede kullanilan SSP 6rnekleri i¢in tahmin edilmis Y degerleri.

Sekilde yer alan kirmiz1 ¢izgiler tahmin edilen degerleri, mavi kutular ise sapmalari ifade etmek
icin kullanilmaktadir. X ekseninde validasyon veri setinde kullanilmig olan bakteriler ve isimleri
yer almaktadir. SSP i¢in tahmin edilen Y degerleri 1 iken diger bakteriler i¢in (CJ, EFS ve AFS)

tahmin edilen Y degerleri 0 oldugu goriilmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢caligmasi kapsaminda literatiirde ilk kez olmak iizere, son yillarda 6zellikle artan direng
mekanizmalar1 ve hastane enfeksiyonlarinda rastlanmalariyla dikkat ¢eken ve benzer patojeniteye
sahip, A. faecalis, S.saprophyticus, E.faecalis ve C.jeikeium bakterilerinin kemometrik
yontemlerle Raman spektrumlari iizerinden ayristirilmasina olanak saglayan 4 siifli (CJ, EFS,
SSP, AFS) iki istatistiksel model gelistirilmistir. Temel Bilesenler Analizi ve Kismi En Kiigiik
Kareler Ayrigtirma Analizi yontemleri kullanilarak PCA ve PLS-DA istatistiksel modellerinin
gelistirilmesinde dort farkli bakteri grubunun her birinden 15 olmak iizere toplamda 60 bakteriden

elde edilen Raman spektrumlari (455-3100 cm™ bélgesi) kullanilmustir.

Sekil 3.18’de elde edilen PCA ve PLS-DA skor grafikleri, PC-1 temel bileseninin ve Faktor-1'in
bakterileri Gr (+) veya Gr (-) oldugunu dikkate almaksizin birbirinden ayirmasina olanak
sagladigin1 gostermektedir. PC-2 temel bileseni ve Faktor-2 ise bakterileri gram boyama
ozelliklerine gore siniflandirarak, Gr (-) olan AFS'yi negatif bolgeye ve Gr (+) tipi bakterileri (EFS,
SSP, CJ) pozitif bolgeye yerlestirmistir. Bu sonug PC-2 temel bileseninin ve Faktor-2'nin Gr (+)

bakterileri Gr (-)'den ayrilmasina olanak sagladigini gostermektedir.
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Sekil 3.18. PCA (A) ve PLS-DA (B) modelleri i¢in 2D projeksiyon skor tablolari

Elde edilen bu sonuglar, bu dort tip bakteri arasinda yalnizca hiicre ¢eper yapilarindan kaynaklanan
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bir ayrisma olmadigini; bunun disinda bakterilerin cins ve tiirlerinden dolay1 da birbirlerinden
ayrildigini géstermistir. Major olarak hiicre duvar yapisindaki farklilik [Gr (+) ve Gr (-)] bakteriler
arasinda net bir ayrilmaya sebep olurken, bakterilerin tiir 6zelliklerine bagl farkliliklarindan

kaynakli olarak da ayrisma oldugu saptanmustir.

AFS bakterilerine ait ortalama Raman spektrumlarinin SSP ortalama Raman spektrumundan
cikartilmasiyla elde edilen fark spektrumu ve PCA modeline ait PC-2 yiiklemelerinden (Sekil 3.4)
Gr (+) tipi bakterileri Gr (-) tipi bakterilerden ayiran spektral bolgeler belirlenmistir. 1555, 1259,
1040, 948, cm™de gozlenen ve tiimii karbonhidrat tiirleriyle iliskili olan en siddetli negatif pikler
(bkz. Tablo 3), Gr (-) bakterilerde Gr (+) olanlara gore nispeten daha fazla bulunan molekiiler
yapilarla iligkili olup, iki bakteri tiiriiniin hiicre duvarlarmin farkli yapiya sahip olmasina
atfedilebilinir. Bu bantlarin, yapisinda lipopolisakkarit i¢ceren Gr (-) hiicre duvarina sahip, AFS
bakterisinde goriilityor olmasi Gr (-) bakteri hiicre duvarinin karbonhidratlar bakimindan géreceli

olarak daha zengin oldugunun ifade edilebilesini miimkiin kilmistir.

Ayni ¢eper yapisina sahip olan [Gr (+)] CJ, EFS ve SSP bakterileri arasinda goriilen ayrismanin
sebebi cins ve tiir 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. EFS bakterisinin sahip olmus oldugu diisiik
oranda vankomisin antibiyotigine kars1 direng, bakteri hiicresinin komponentlerinin ona uygun
olacak sekilde diizenlenmis oldugunun ve hiicre duvarinda yer alan reseptorlerdeki degismelerin
de buna bagl olarak spektrumlarda farklilik yaratabilmis olacag fikrine varilmistir. Vankomisin
antibiyotigi, hiicre ¢eperinin ana bilesenlerinden olan D-Alanil-D-Alanin boélgelerine yiiksek
baglanma 6zelligi gostererek hiicre biitiinliiglinii bozmaktadir. Bir baska ifadeyle hiicre ¢eper
sentezini inhibe etmektedir. Bu durumun, Vankomisine karsi diisiik direng gosteren EFS
bakterilerinin, diger Gr(+) bakterilerden (CJ ve SSP olmak {izere) ayrilmasina sebep olabilecegi
sonucuna varilmistir. Yine benzer sekilde SSP ve CJ bakterileri i¢in de hiicre zar ve duvarlarindaki
0zel reseptor, protein vb. yapilardaki farkliliklarin spektrumlardaki degisikliklerin olugmasina
sebep oldugu diistiniilmektedir. Hiicre duvar yapisindaki farkli diizenlenme, yani Gr (-) bakteriler
icin ince peptidoglikan, lipopolisakkarit varligi, Gr (+) bakterilerde ise kalin peptidoglikan, teikoik
asit icerigi spektrumlarda gézlemlenmis olan polisakkaritlerle alakali Raman bantlarini Gr (-)’lerin

kismen daha fazla iceriyor olmasini agiklamaktadir. Bakterilere ait ortalama spektrumlarin benzer
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profil gosteriyor olmasi ise, yine beklenen bir sonu¢tur. Bunun temel nedeninin bu bakterilerin
hemen hemen hepsinin (S.saprophyticus yani SSP haricinde) insanda firsatgr patojenler
olmasindan ve benzer klinik tablolar olusturmasindan kaynaklandigi fikrine varimistir. Yine
benzer sekilde tez ¢alismasinda kullanilan biitiin bakterilerin konak hiicresi insan oldugundan
dolay1 benzer reseptor yapilart gostermeleri gerekecegi icin benzer profile sahip olmalar
beklenmektedir. Tiim bunlar géz 6niine alindiginda bakterilere iliskin spektrumlardaki ufak
farkliliklar bile bakterilerin birbirlerinden ayristirilmasini saglamistir. Sonug olarak; benzer klinik
tablo gosteren ve klinik olarak ayirt edilmelerinde zorluk yasanan bakterilerin ayristirilmasi ve bu
yolla tanimlanmalar1 konusunda Raman spektral verilerin kullanilabilecegi yapilan tez galigmasi
sonucunda goriilmistiir. Gelistirilmis olan PCA ve PLS-DA modelleri de elde edilen sonuglarla
uyumluluk gdstermekte olup; gelistirilen modellerin hiicre ¢eper yapisi farkliliklar: ve cins-tiir
farkliliklar1 {lizerinden bakteri gruplarinin birbirlerinden ayristirilmasi ig¢in kullanilabilecek
oldugunu sonucuna varilmistir. PLS-DA modelinin tahmin yetenegi sinanmis ve dogruluk degeri
%100 olarak bulunmustur. PCA modelinin de tahmin yeteneginin sinanmasinda, validasyon
setinde yer alan drneklerin tamaminin dogru gruplara atandigi saptanmistir. Ozetle; bu durum
gelistirilen modellerin bakteri spektrumlarina iligkin veriler tizerinden bakteri gruplarinin
ayristirilmasi igin alternatif bir yéntem olarak kullanilabilecegini gostermektedir. ilerleyen
donemlerde yapilacak g¢aligmalar ve literatiir bilgisinin artmasiyla beraber bakterilere iliskin
spektral wverilerin bakterilerin tanimlanmasi, ayristirilmasit konularinda diger tanimlama
yontemlerine giiclii bir alternatif olacagi diisiiniilmektedir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri
spektroskopi tabanli yontemlerin diisiik maliyetli, tahribatsiz ve olduk¢a hizli sonug elde

edilmesine olanak saglamasindandir.
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