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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

YUZEY ZENGINLESTIRILMiS RAMAN SPEKTROSKOPISI (SERS) YAKLASIMI
ILE ALT SUS BAKTERI TANISI

FEYZANUR CAN GULMUS
Dog¢. Dr. Ash YILMAZ
Ikinci Tez Danismani: Dog. Dr. Mehmet YILMAZ

Amac: Bu tez ¢calismasinda SERS platformu olarak GNA (gold nanorod array) tiretilmesi ve
farkli ii¢ bakteri tiirtintin (S. aureus, P.aeuroginosa, E.coli ) 9 alt susun tanisinda veriminin
belirlenmesi amac¢lanmistir. Alt sus ayrimi gerceklestikten sonra yapilan analizler ile toplanan
sinyallere karsilik gelen bantlarin bakteri suslarinin tanisina olan etkisi arasinda baglanti
kurulmasi hedeflenmistir.

Yontem: SERS platformu olarak kullanilan GNA PVD teknigi kullanilarak tretilmistir.
Toplam 9 bakteri alt susu uygun besiyeri ortaminda kiiltiirlenerek ¢ogaltilmistir. Cogaltilip saf
koloni elde edilen bakteri suslarindan alinan SERS sinyalleri ilk olarak 6n isleme agsamalarindan
gecirilmistir. On islemden gecen gecen bakteri suslarina ait sinyaller gézetimsiz (PCA, HCA)
ve gozetimli (LDA, SVM ve SIMCA) analizlere tabi tutulmustur. Bu analizlerin amaci tanida
hassasiyet ve dogruluk agisindan yiiksek verimlilik elde etmektir. Biitiin bu analizlere ek olarak
bakteri suslarinin ayrimiyla iligkili olan biyomolekiilleri tespit edip, daha anlamli bir boyut
kazandirmak i¢in one-way ANOVA analizi yapilmistir.

Bulgular: GNA SERS substrati basariyla sentezlenmistir. Sentezlenen substrat ile bakteriler
bir araya getirilmistir. Bakterilerden alinan sinyaller sonucunda ¢alisilan S. aureus, P.
aeuroginosa basarili bir sekilde ayrilirken E. coli i¢in ayni durumdan s6z edilmemektedir. Bu
bakteri diger iki bakteri kadar yiiksek dogrulukla ayrilmadigi sonucuna varilmistir ve boylece,
bu bakterilere ait bantlar yorumlanarak elde edilen biyomolekiiller igerik bakteri ayrimiyla
iliskilendirilmistir.

Sonuglar: Bakterilerin ayrimlarina iliskin bes farkli analiz yapilmistir. Bant degerleri
yorumlanmistir ve bu bantlarin biyomolekiil karsiligi bakteri suslarinin ayrimiyla
iliskilendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: SERS, Etiketsiz tespit, Kemometrik analiz, Bakteriyel teshis, Denetimli
analiz, Denetimsiz analiz, one-way ANOVA

AGUSTOS, 2024 , 87 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

SUB-STRAIN BACTERIA DETECTION THROUGH SURFACE-ENHANCED
RAMAN SPECTROSCOPY (SERS) APPROACH

Feyzanur CAN GULMUS
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ash YILMAZ
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet YILMAZ

Method: In this thesis, GNA (gold nanorod array) SERS platform was produced and it was
aimed to combine a total of 9 bacterial strains with three different sub-strains of bacteria
(S.aureus, P.auroginosa, E.coli) with the SERS platform. With the SERS signals obtained from
the combined bacterial strains, it was aimed to separate the three types of bacteria and their
strains. After the separation was realized, it was aimed to establish a connection between the
analysis performed and the effect of the bands corresponding to the collected signals on the
separation of bacterial strains.

Findings: GNA SERS substrate was produced using PVD technique. A total of 9 bacterial
strains, including three bacterial sub-strains, were cultured in appropriate medium. The SERS
signals from the bacterial strains obtained from pure colonies were first preprocessed. Bacterial
strains that passed this stage were subjected to unsupervised (PCA, HCA) and supervised
(LDA, SVM, SIMCA) analyses. The aim of these analyses is to achieve precision, accuracy
and high efficiency. In addition to all these analyses, one-way ANOVA analysis was performed
to identify biomolecules associated with the discrimination of bacterial strains and to add a
more meaningful dimension.

Conclusions: GNA SERS substrate was successfully synthesized. Bacteria were brought
together on the synthesized substrate. As a result of the signals obtained from the combined
bacteria, S. aureus and P. auroginosa were successfully separated, while the same was not true
for E. coli. It was concluded that this bacterium was not separated with as high accuracy as the
other two bacteria and thus, the bands of these bacteria were interpreted and the biomolecules
obtained were correlated with the separation of the bacteria.

Keywords: SERS, Label-free detection, Chemometric analysis, Bacterial detection,
Supervised analysis, Unsupervised analysis, one-way ANOVA
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GIRIS

Bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda ana saglik sorunlarindan biridir ve bakteriyel
enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklar gliniimiizde endise uyandirmaktadir (Reta et al.,
2019). Bu enfeksiyonlar, hastaliklarin ¢ogunu olusturur. Diinya Saglik Orgiitii (World Healthy
Organization, WHO) evrensel olarak kabul edilmis patojen olan bakteri listesini yayimnlamstir.
Bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in yogun g¢aligmalara gerek
duyulmaktadir. Bu baglamda bakteriyel patojenlerin hizli, spesifik tanimlanmasi onlari
biyolojik uygulamalarda kullanilabilir hale getirmektedir (Asokan et al., 2019). Ayrica
enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklarla miicadelede de en etkili tedavi yontemleri hala

arastirtlmaktadir (Jubeh et al., 2020).

Enfeksiyon kaynagi olan bakteri tiiriniin erken teshisi etkili tedavi stratejisi
gelistirilmesinde 6nemli bir adimdir. Bakteri kaynakli hastaligin kontrol altina alinmasinda {i¢
temel asamadan sz edilebilir. Ilk asamada bakteriyel enfeksiyonun ortadan kaldiriimasi veya
kontrol altma alinmas1 gerekir. ikinci asamada ise konagin enfeksiyona karsi korunmasi
saglanmalidir. Son olarak, bakteri tarafindan enfekte olan kisilerin diger insanlarla temasi
kontrol altina alinarak, bulasma 6nlenmelidir. Tedavi kapsaminda temel strateji dogru ve
kontrollii antibiyotik kullanimidir. Dogru ve kontrolli kullanilmayan antibiyotik,
antimikrobiyal direngli organizmalarin gelisimine de yol agmaktadir (Asokan et al., 2019;
Dubourg et al., 2018; Efrima & Bronk, 1998; Efrima & Zeiri, 2009).

Patojen kaynakli hastaliklarin tedavisinde ilk agama patojenleri dogru ve hassas tespit etmektir.

Bu baglamda patojenleri tanimlamak i¢in kesin bilgi sunan ve hassas prosediirlere ihtiyag

duyulmaktadir. (Efrima & Zeiri, 2009).

Bakterilerin tanimlanmasi igin geleneksel mikrobiyolojik ve biyokimyasal
yaklagimlara dayanan bir¢ok yontem bulunmaktadir. Bakteriyel patojenlerin tanimlanmasinda
kullanilan en eski ve en yaygin metotlardan biri agar plakasinda veya kiiltiir besiyerinde
bakterilerin biiyiitiilmesidir. Bu yontem morfolojik veya biyokimyasal yontemler ile bakteri
tiirliniin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Biiylitme iglemi 24-48 saat siirmektedir. Ciddi
klinik vakalarda belirtilen bu siireler oldukca yiiksektir ve hastanin yasamini kaybetmesine yol
acabilmektedir. Ayrica, bu uygulama iisre¢ icerisinde basta kontaminasyon olmak tizere farkl
komplikasyonlara agiktir. Bundan dolay1 bu yontemleri destekleyici tan1 sistemlerine ihtiyag¢
duyulmaktadir (Bayraktar, Banada, Hirleman, et al., 2006; Franco-Duarte, Luciacernakova, et
al., 2019).



Bir diger tan1 yontemi olan PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), molekiiler biyolojide
patojenleri saptamak i¢in kullanilan, hizli, kullanimi basit ve bir teknik olup hassas yontemdir
(Nguyen et al., 2017; Yamamoto, 2002). Spesifik gen bolgelerine 6zel primerler belirlenerek
bu bolgeler PCR teknigiyle cogaltilir ve gen bankasindaki mevcut dizilerle karsilagtirilarak tiir
tespiti yapilir.PCR’de primer tasarlamak icin bazi 6n sekans verilerine gerek duyulmaktadir
(Fukumoto et al., 2015). Bu nedenle, PCR yalnizca bilinen bir patojen veya genin varligini veya
yoklugunu belirlemek i¢in kullanilabilmektedir.Ayrica, eser miktarda DNA kontaminasyonu
varliginda yaniltici sonuglara yol agabilmekte ve bu nedenle dogru tan1 noktasinda sapmalara

neden olabilmektedir (Agne et al., 2009).

Bagka bir tan1 yontemi ise, geleneksel biyokimyasal teshis yontemlerinden MALDI-TOF
MS’nin degistirilmesi temeline dayanmaktadir. Bu yontem ile, bakteri tanisi birkag dakika.
Boylece hizli tani ile etkin tedavi i¢in zaman kazanilmaktadir. Fakat bu yontemde koloni
cogaltilmas1 gerekmektedir (Patel, 2015). Analiz sonunda bakterilerden elde edilen
spektrumlar, uygun veri tabaniyla karsilastirilarak tanimlama yapilmaktadir. MALDI-TOF MS
ile Escherichia coli ve Shigella sp. gibi benzer 6zellikteki bakterilerin ayirt edilmesi oldukc¢a
zordur. MALDI-TOF MS'in metisiline direngli ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus
gibi baz1 antibiyotige direncli fenotiplerini ayirt etmesi zordur, diisiik 6zgiillige sahiptir ve
kantitatif degildirler (Dubourg et al., 2018; Innovation & Roux-Dalvai, 2019; Rentschler et al.,
2021a).

Son yillarda nanoteknolojik yaklagimlar hastalik tedavisi, teshisi, izlenmesi ve biyolojik
sistemlerin kontroliinde 6nemli firsatlar sunmakta ve siklikla kullanilmaktadir. Nanoteknolojik
yaklasimlar mikroorganizmalarin tanisi i¢in kullanilmaya baslanmis ve bu konuda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir (McNamara & Tofail, 2017; Moein Moghimi et al., n.d.). Bu
ilerlemeler kapsaminda metalik ve organik olmak iizere farkli nanopartikiiller taniyici
molekiiller ile fonksiyonel hale getirilerek bakteri tanisi ger¢eklestirilmektedir (Chao & Zhang,
2012).

Raman spektroskopisi, ¢esitli numunelerin analizi i¢in kullanilan sagilma temelli bir
analiz yontemidir. Temelde analit ile etkilesen 1s1nin frekansinda olusan farkliligin 6lgiilmesi
ile Raman spektrumu elde edilir. Elastik olmayan sagilmanin dl¢iilmesiyle hem nitel hem de
nicel ozellikte analizler yapilabilmektedir. (Principles of Instrumental Analysis - Douglas A.
Skoog, F. James Holler, Stanley R. Crouch - Google Kitaplar, n.d.). Bunlara ek olarak Raman

spektroskopisi floresans foto agarma problemi olusturmaz, herhangi bir 6rnek hazirlama
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prosediirii gerektirmez (etiketleme yapilmadan kullanim) ve daha da onemlisi molekiiliin
yapisina spesifik titresimleri belirleyebildiginden kimyasal igerigin parmak izi (chemical

fingerprinting) hassasiyetinde tanisina da olanak saglar (Day et al., 2004; Kim et al., 2020).

Bakteriyel tan1 uygulamalarinda Raman spektroskopisi, bakteriyel enfeksiyonlarin
tanimlanmasi i¢in gelismekte olan bir yontemdir. Raman spektroskopisi bakteri hiicrelerini ve
antibiyotik direncini tanimlamak i¢in hizli, verimli ve minimal invaziv bir ara¢ olarak islev
gorebilir. Ayrica yiiksek verimli ve gercek zamanli uygulamalarda yiiksek potansiyele de sahip
oldugu bilinmektedir. Kapsamli bir Raman spektrumu elde etmek i¢in bir dakikanin altinda
yapilabilen bir prosediiriin yeterli oldugu gosterilmektedir. Bu siire, kiiglik bakteri kiimelerinin
lokalizasyonunu, tek bir birey iizerinde hizalamay: ve kendiliginden olan Raman sagilma
sinyali toplamay igerir (Strola et al., 2014). Bu teknik ile biyolojik orneklerin tanisi birgok
avantaja sahip olsa da inelastik 151k sa¢ilmasindan kaynaklanan diisiik seviyelerde sinyal siddeti
alinmasi gibi bazi kisitlamalar da olusturulabilmektedir. Uyarilan bir molekiilden sacilan
fotonunlardan sadece milyonda biri inelastik sagilma olusturulabilmektedir. Bu durum klasik
Raman spektroskopisinde hassasiyetin diisiik olmasina neden olmaktadir. Bu hassasiyet
sorununa ¢oziim olmasi amaciyla Yiizey Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (Surface-
enhanced Raman Spectroscopy, SERS) yaklasimi gelistirilmistir (Efrima & Bronk, 1998; Liu
etal., 2017; Zhu et al., 2013).

1974'teki kesfinden bu yana, SERS yaklasimi1 kimya, fizik, tip ve biyoloji alanlarindaki
farkli uygulamalarda siklikla kullanilmigtir (Fleischmann et al., 1974). Yeni SERS
platformlarmin gerceklestirilmesi, algilama verimliliklerini artirmak ve etkili gelistirme
mekanizmalarini anlamak i¢in yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. SERS etkisini tanimlamak i¢in
iki temel mekanizma onerilmektedir. Bunlar elekromanyetik ve kimyasal zenginlestirme
mekanizmalaridir (Nie & Emory, 1997). Elektromanyetik zenginlestirme mekanizmasi,
lokalize ylizey plazmon rezonanslarinin (LSPR'ler) uyarilmasiyla 1s1k amplifikasyonundan
kaynaklanmaktadir. Kimyasal zenginlestirme ise, analit molekiiliin en yiiksek dolu molekiiler
orbitali (highest occupied molecular orbital, HOMO) ve en diisiik dolmamis molekiiler orbitali
(lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) ile metalin Fermi seviyesi arasinda kullanilan
lazerin enerjisine bagli olarak olasi yiik transfer komplekslerinin ortaya ¢ikmasina baghdir. Bu

uyarilma ya metalden molekiile ya da molekiilden metale olabilir (Stiles et al., 2008).

SERS etkisi, metalik nanoyapilarin, yiizey plazmonlar1 adi verilen optik modlar
araciligryla elektromanyetik enerjiyi yogunlastirma kabiliyetinden yararlanir. SERS ilk olarak
elektrokimyasal olarak piiriizlendirilmis bir giimiis elektrot {izerinde adsorbe edilmis piridinden

beklenmedik yiiksek siddette Raman sinyalinin alinmasi ile 1974 yilinda g6zlenmistir
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(Fleischmann et al., 1974). Sinyal artis1, baslangigta artan yiizey alanina sahip daha fazla sayida
adsorbe edilmis molekiil ile iliskilendirilmistir. Ancak, daha sonra bu sinyal iyilestirmesi SERS
etkisi ile agiklanmistir (Jeanmaire & Van Duyne, 1977).SERS, yiiksek duyarliligi, 6zgiilligi
ve yliksek hizi nedeniyle gesitli patojenik bakteri tanisinda siklikla kullanilmistir (Gao et al.,
2017; Liu et al., 2017). SERS ile bakteri ¢alismalarinda, inorganik tuz tarafindan indirgenen
cesitli sekillerde koloidal altin veya giimiis nanopartikiillerin slispansiyonlar1 veya partikiil
kiimeleri, bakteriyel hiicrelerle basit¢ce karistirilarak SERS etkisini olusturmak igin

kullanilmistir (Kahraman et al., 2011).

Bakteriler i¢in tipik SERS tani sistemlerinde genellikle iki strateji kullanilmaktadir;
etiket tabanli ve etiketsiz yontem. Belirtilen her iki yaklagimin goreceli avantajlari vardir (K.
Yuan et al., 2018). Ilk yaklasimda plazmonik metal yiizey Raman aktif bir molekiil ile
etiketlenerek tani yapilmaktadir. Raman aktif molekiiliin ylizeye baglanma zorlugu, molekiiliin
yiizeyden asinmasi, foto agarma ve ek islem gerektirmesi gibi kisitlamalar bu yontemin
uygulanmasini siirlamaktadir. Alternatif olarak ikinci yaklasimda ise etiketsiz SERS
sistemleri bakteri tanisi i¢in Onerilmistir. Literatiirde genel olarak, etiketsiz SERS platformlari
ile bakteri tanisinda iki farkl yontem kullanilmustir. ilk yontemde bakterilerin iizerlerinde altin
ya da glimiis nanoyapilar biriktirilerek SERS sinyalleri alinmistir. Glimiis nitrat ya da aurik asit,
giimiis ve altin tuzlar1 sodyum borhidriir gibi bir indirgeyici ajan varliginda bakteri yiizeyinde
nanoyapilar halinde biriktirilmektedir. Efrima ve arkadaslart bu yontemi E. coli ve B.
megaterium bakterilerinin SERS ile tanisinda kullanmistir (Mosier-Boss, 2017). Kullanilan en
yaygin yontem, bakterileri bir sodyum borohidrit ¢ézeltisine daldirmak oldugu bilinmektedir.
Bakteriler daha sonra bir giimiis nitrat veya kloroaurik asit (HAuCl4) soliisyonunda yeniden
stispanse edilmistir. Bunun sonucunda bakterileri i¢ine alan altin film kalinliginin ~0,05 pm
oldugu tahmin edilmistir (Efrima & Zeiri, 2009). Bu yaklasimda diisiik SERS veriminden
dolay1 her iki bakteriden benzer Raman spektrumlar1 alinmistir. Holt ve arkadaglari tarafindan
yapilan benzer bir ¢alismada ise fotosentetik bakterilerden SERS spektrumlar1 toplanmistir
(Sheldrick et al., 1989). Farkli bir metod kullanilarak bakteriler tizerinde harici bir kolloid
hazirlanmistir. Bir bakteri 6rnegine de giimiis nitrat ¢ozeltisi eklenmistir ve 5 dakika sonra,
bakteri hiicre duvarlarinda adsorbe edilen giimiis iyonlarini azaltmak i¢in bir hidroksilamin
hidrokloriir ¢ozeltisi de eklenmistir. Borohidrit preparasyonu, bakteri hiicrelerini tamamen igine
alan bir Ag/Au kaplamasi olustururken, altin nanopartikiillerin kiimelerinin hiicre duvar ile

temas halinde oldugu gozlenmistir (H. Zhou et al., 2014).
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SERS yaklagimi ile etiketsiz yontemle bakteri teshisi, bakterilerin tanimlanmasi ve
ozellikle tiirler arasindaki ayrimcilik elde edilmesi i¢in kapsamli bakteri parmak iz spektral
verileri sunar. Bakterilerin karmagik bilesimi nedeniyle, gelismis makine 6grenme yontemleri
teshis i¢in gereklidir. Bununla birlikte, literatiirde bakterilerin tiir diizeyinde tespit edilmesi igin
kullanilan makine 6grenme yontemleri siklikla yiizeysel ve yetersizdir. Bu nedenle, tez
kapsaminda, ilk kez, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli igin
ticer alt sus ayriminda etiketsiz bir SERS yaklasimi i¢in gelismis denetimsiz ve denetimli
makine dgrenme analizlerini gergeklestirdik. Onerilen SERS platformundan yiiksek bir sinyal-
giiriiltii oran1 olan gii¢lii Raman sinyalleri topladiktan sonra, denetimsiz yontemler, S. aureus,
P. aeruginosa ve E. coli alt suslari i¢in temel bilesen skor degerleri %92, %70 ve %63 ile her
bir tirtin konumunu ¢ farkli dalda ve farkli kiimelerde etkili bir sekilde siniflandirilmasi
saglanmigtir. Bununla birlikte, denetimli yontemlerde ise S. aureus ve P. aeruginosa alt suslari
icin %100 kategorizasyon dogrulugu, ancak E. coli alt suslari i¢in ise daha diisiik bir dogruluk
degeri elde edilmistir. Calisma kapsaminda, gelismis makine O6grenme yontemleri ile
desteklenmis SERS stratejisinin ideal bir biyosensor sistemi olarak bakteri tanisinda

kullanilabilecegi goriilmiistir.



KURAMSAL TEMELLER

Bakteri ve Bakteri Tanisinda Kullanilan Klasik Yontemler

Bakteriler, prokaryotlar grubuna dahil ve benzersizdir; genetik bilgilerini DNA
molekiiliinde tasiyan organizmalardir. Baz tiirler ayrica plazmit igerirler. Hiicre sitoplazmasi
ribozom igerir ve hem bir hiicre zar1 hem de mikoplazma disindaki tiim tiirlerde karmasik bir
hiicre duvar1 bulunmaktadir. Baz1 bakterilerin hiicre duvarinin disinda ise, kapsiil, kamg1 veya
pilileri oldugu bilinmektedir. Uygun kosullar altinda, bazi bakteriler hizla boliiniir ve ¢ogalir.
Bu kosullar altinda ¢ogalan bakterilerin yalnizca kii¢iik bir ylizdesi enfeksiyona ve hastaliga
neden olurken birgogu enfeksiyona neden olmamaktadir. Bakteriler, 1882'de Hans Christian
Gram tarafindan gelistirilen Gram boyama adi verilen bir prosediir ile mikroskop altindaki
goriintlisii ve hiicre duvarlariin 6zelliklerine gore Gram-pozitif veya Gram negatif olarak
smiflandirilirlar. Gram-negatif bakteriler, lipopolisakkarit iceren bir dis zarla ¢evrili olan ince
bir peptidoglikan hiicre duvar ile ¢evrilidir. Bu dis zarin temel islevi ise belirli ilaglarin ve
antibiyotiklerin hiicreye girmesini engelleyen bir gec¢irgenlik bariyeri gérevi gérmektir. Gram
pozitif bakteriler ise gram negatif bakterilerden olduk¢a farklidir. Peptidoglikan tabakasina ek
olarak, bu bakteriler bir dis membrana sahiptir ve periplazmik boslukta bir¢ok toksin
igerebilmektedir. Gram pozitif bakteriler genel olarak Gram negatiflerin bulundurdugu dis zar1
bulundurmaz (Doron, 2020; Exner et al., 2017).

Tim insan organlar1 bakteriyel enfeksiyona karsi hassastir. Her bakteri tiiriiniin,
digerlerini degil, belirli organlari enfekte etme egilimi vardir. Ornegin, S. aureus, genellikle cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur. Ayni zamanda kan dolasimi yoluyla viicuda
kolayca yayilir ve akcigerlerin, karmin, kalp kapakgiklarinin ve hemen hemen tiim diger
bolgelerin enfeksiyonuna neden olabilir. E. coli, enterit, idrar yolu enfeksiyonu, septisemi ve
neonatal menenjit gibi diger klinik enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenidir. P.auroginosa tiiriine
bakilirsa, kiigiik cilt enfeksiyonlar1 ve ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlara
neden olan potansiyel patojenik bakteri oldugu gozlemlenmistir (Allocati et al., 2013; Doron,
2020; Michel-Briand & Baysse, 2002)

Bakteri tanis1 i¢in geleneksel mikrobiyolojik ve biyokimyasal yaklagimlara dayanan
birka¢ yontem bulunmaktadir. Bakteriyel patojenlerin tanimlanmasi, en eski ve giiniimiizde
kullanilmaya devam eden metotlardan oldugu bilinmektedir. Bu metotlar genel olarak sdyle

siralanabilir;



Agar Plakasinda Bakteri Kiiltiirii Metodu

Agar plakasinda veya kiiltiir besiyerinde bakterilerin biiyitiilmesi, morfolojik veya
biyokimyasal yontemler ile bakteri tiiriiniin belirlenmesi temeline dayanmaktadir (Bayraktar,
Banada, Jr., et al., 2006). Biiyiitme islemi 18-24 saattir, ancak bu siire farkli bakteri tiirleri i¢in
72 saate kadar degisebilir. Bu siire hayati 6nem tasiyan durumlarda dezavantajlidir. Genellikle
uzun siiren numune toplama, seri seyreltme, segici, uygun besiyerini belirleme ve istenilen
diizeyde koloniler elde etmek i¢in uygun inkiibasyon siiresini beklemek gereklidir. Bu durum
zamandan tasarruf saglayabilecegimiz analizler igin uygun sartlar1 barindirmamaktadir
(Hameed et al., 2018). Boylece, kiiltiire bagli biyogesitlilik ile ilgili ¢alismalarda c¢esitliligin
artis1 ciddi bir sorun olmakla beraber maliyetli de bir yontem oldugu i¢in hizli 6n tarama

yontemleri kullanilmalidir (Franco-Duarte, Cernakova, et al., 201 9).
PCR metodu

PCR, molekiiler biyolojideki patojenleri tespit etmek i¢in mevcut hizli yontemler
arasinda en duyarli olanidir. Mikrobiyal DNA'y1 dogru bir sekilde 6lgmek ve spesifik primerler
kullanarak patojen tiirlerini belirlemede kullanilmaktadir (Priyanka et al., 2016; Yamamoto,
2002). PCR'nin birgok avantaji vardir, bu da bu yontemi bakteri kiiltiiriine dayanan yontemlere
ve immiinolojik testlere gore en ¢ok tercih edilen teknik haline getirir. Bahsedilen avantajlar
olarak; hizli, ¢cok hassas, spesifik, maliyetinin diisiik olmasini siralayabiliriz (Panwar et al.,
2023). Bunlarin yani sira bilinen bir patojen veya genin varligini veya yoklugunu belirlemek
icin kullanilabilmesiyle beraber hassas bir yontemdir. Fakat PCR, eser miktarda DNA
kontaminasyonunda bile yaniltici sonuglara yol agabilir ve bu teknik ¢ogu durum i¢in tatmin
edici diizeyde degildir (Agne et al., 2009). Ayrica DNA polimeraz tarafindan ¢ok diisiik oranda
olsa yanlis niikleotid yazilimi PCR sekansinda hatalara neden olabilmektedir. Diger bir
sinirlama ise, PCR i¢in kullanilan primerlerin, hedef DNA ile tamamen ayni olmayan ancak
benzer olan dizilere spesifik olmayan bir sekilde baglanabilmesidir (Garibyan & Avashia,
2013)

MALDI-TOF MS Metodu

MALDI-TOF MS, belirli mikroorganizma tiirleri i¢in tani siiresini birkag saatten birkag
dakikaya indirebilen bir yontemdir. Bu 6zelligi ile bu yontem zamandan tasarrufu agisindan
onemli firsatlar sunmaktadir. MALDI-TOF MS dogrudan kolonilerin ¢oguna herhangi bir
hazirlik agamasina gerek kalmadan tanimlanir ve dakikalar i¢inde dogru bilgiye ulasilmasini
saglar. Bu sayede dogrudan koloni isleme ile kolay, hizli ve ucuz yontemlerden biri olarak
karsimiza ¢ikar (Patel, 2015; Yoon & Jeong, 2021). Bahsedilen avantajlarin yani sira MALDI-

TOF MS igin bazi smrlamalar mevcuttur. Ornegin, MALDI-TOF MS'nin Escherichia
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coli ve Shigella gibi yakindan iliskili bakteri tiirlerini ayirt etmesi zordur. MALDI-TOF MS'nin
metisiline direngli ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus gibi bazi antibiyotik direng
fenotiplerini ayirt etmesi de zordur, diisiik 6zgiilliige sahiptir ve kantitatif degildirler. Analizden
oncesi 24 saatlik uzun bir bakteri kiiltiirii asamasi gerektirmektedir (Innovation & Roux-Dalvali,
2019; Rentschler et al., 2021b) ve bu strateji yalnizca siirli sayida molekiiliin test edilmesine

izin vermektedir (Dubourg et al., 2018).

Bakteriyel Alt Sus ve Klasik Tam Yontemleri

Genetik ¢esitlilik; bakterilerdeki cografi dagilim, konake¢r 6zgiilliigli, patojenite,
antibiyotik direnci ve viriilans gibi fenotipik degiskenligi agiklayabilecek genis bir yelpazeye
sahiptir. Bakteriyel suslarin insan saghgi tizerindeki olas1 etkileriyle beraber neden olduklar
hastaliklarin da diinya c¢apinda endise uyandirmis olmasi bakterilerin sus diizeyinin
tanimlanmasini olduk¢a 6nemli hale getirmistir (Fournier et al., 2004). Bir dizi susun ayrintili
olarak karakterize edildigi ve bunlarin tek bir ana organizmadan tiiretilip tiiretilmediginin tespit
edildigi bakteriyel sus gruplamasi, bakterileri sus diizeyinde tanimlamanin ve énemli fenotipik

ozelliklerle beraber genetik ¢esitliligi de aydinlatmanin bir yoludur (Li et al., 2009).

Bakterilerin tiir i¢i gesitliliginde ti¢ temel genetik 6nciil vardir; yatay gen transferi, gen
kaybi veya edinimi ve rekombinasyonudur. Bu ii¢ Onciiliin yogunlugu, tiir i¢i ¢esitliligin

aragtirilmasini oldukg¢a karmasik hale getirmektedir (Fraser-Liggett, 2005).

Teorik olarak fenotipleme ve genotipleme adi altinda iki farkli gruplama vardir.
Fenotipleme, kiiltiir ortamlarindaki kolonilerin morfolojisi, biyokimyasal testler, oldiriicii
toksin duyarliligi, patojenite ve antibiyotik duyarlilig1 ile belirlenirken genotipleme ise, belirli
bir susun genetik profilinin bir parmak izi kadar benzersiz oldugu diisiiniilmektedir ve bu

nedenle genotiplemeye DNA parmak izi ad1 da verilmektedir (Krawczyk et al., 2016).

Mevcut bakteriyel sus gruplandirma yontemleri iic ana kategoriye ayrilabilir: DNA
bantlama modeli, DNA dizilimi ve DNA hibridizasyonuna dayali gruplama yontemleridir.
Bahsedilen kategoriden ilki olan DNA bantlama temeline dayali gruplama yontemi, genomik
DNA'nin amplifikasyonu veya kisitlama enzimleri (RE'ler) kullanilarak DNA'nin belirli
bolgelerden kesilmesi ile olusturulan DNA bantlarinin (parcalarinin) boyutundaki farkliliklara
dayali1 olarak incelenen suslarin ayrimimi yapar (Sekil 1). Ikinci yontem olan DNA dizilimine
dayali genotipleme yontemi ise, orijinal niikleotid dizisini iiretir ve bakteri suslarin1 dogrudan

DNA'larindaki polimorfizmlerden ayirt eder (2). Ugiincii yontem olan DNA hibridizasyonuna
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dayali yontem de temel olarak DNA makrodizi ve mikrodizi ¢alismalar1 olarak bilinmektedir.
Bu teknikte bakteri suslari, DNA'larinin bilinen sekanslara sahip problara hibridizasyonu analiz

edilerek ayirt edilir (c et al., 2016; Li et al., 2009) (3).
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Sekil 1. Bakteri alt suslar1 icin DNA bantlama temeline dayali genotipleme yontemleri(Li et
al., 2009)’ den Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.
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Sekil 2. Bakteri suslar1 icin DNA sekansina dayali genotipleme yontemleri(Li et al., 2009)’den
Tiirkce ’ye ¢evrilmistir.
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Sekil 3. Bakteri sus ayrimi igin DNA hibridizasyonuna dayali genotipleme yontemlerinin
semast.(Li et al., 2009)’den Tiirkge ’ye gevirilmistir.
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Bakteriyel Alt Sus Gruplamasinda Giincel Yaklagimlar

DNA Bantlama Temeline Dayali Gruplama Yiontemleri

Incelenen suslar, genomik DNA’nin ¢ogaltilmas1 ya da restriksiyon enzimleri (RE) ile
DNA’nin belirli bolgelerinden kesilmesiyle olusan DNA bantlarinin  (fragmanlarinin)
biiyiikliigiindeki degisikliklere gére DNA bantlama tabanli gruplama yontemi kullanilarak ayirt

edilmesinin miimkiin oldugu gézlemlenmistir (Krawczyk et al., 2016).

Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE)

Agaroz bazli DNA elektroforezi molekiiler biyolojide en sik kullanilan tekniklerden
biridir. Pratik ¢oziiniirliik aralig1 yaklasik 50 kb'ye kadar olmas1t DNA molekiillerini dogrudan
genomik analiz yapilmasini sinirlamasi bu yontemin dar bogazidir. 1983'te Schwartz ve Cantor
bahsedilen sinirlamalara ¢6ziim olarak PFGE'yi gelistirmislerdir. (Herschleb et al., 2007)
Boylece darbeli alan jel elektroforezi (PFGE), molekiiler gruplama yontemlerinde oldukga
onemli bir yere sahiptir. Bu yontemin temelinde 10 kb—10 Mb araliginda olan biiyiik DNA
molekiillerini ayirmak i¢in kullanilan bir elektroforetik teknik olmasi yatmaktadir (Schwartz &
Cantor, 1984).

RE'ler, PFGE'de biiyiikk DNA fragmanlari olugturmak i¢in kullanilir ve bu yontemin en
onemli faktorlerinden biridir. Clinkii RE'ler kullanilarak DN A'nin belirli bolgelerden kesilmesi
ile olusturulan DNA bantlarinin boyutundaki farkliliklara dayali olarak incelenen suslarin
ayrimini yapmast da bu yonteme 0zgiilliik katarak klasik jel elektroforez yonteminden daha
avantajli hale getirmektedir (K. W. Chen et al., 2005; Krawczyk et al., 2016). Ancak bahsedilen
yontemin avantajlarin yani sira bazi sinirlamalart ve gelistirilmesi gereken yonlerinin oldugu
aciktir (Lee et al., 2006). Bunlardan bazilari; analizin tamamlanmasi i¢in gereken siiredir.
Prosediir adimlar1 basit olsa da prosediirii tamamlamak i¢in gereken siire 2-3 giin olabilir ve
laboratuvar ortaminda ¢ok sayida numuneyi analiz etme yetenegini azaltabilir. Ek olarak,
yiiksek kaliteli DNA gerektirir, neredeyse ayni boyuttaki bantlar1 ayirt etme konusunda
¢ozliniirlik giiciinden yoksun olabilir (Krawczyk et al., 2016; Lee et al., 2006). Bu
sinirlamalarla beraber gelistirilmesi 6n goriilen detay soyledir; bakteri gruplamasina yonelik
protokollerin standardizasyonunu ve ayrica PFGE modellerinin kiiresel karsilastirmasi i¢in

¢evrimigi veri tabanlarinin gelistirilmesini gerektirir (Schwartz & Cantor, 1984)

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

RFLP analizi, DNA sekansindaki varyasyonlarin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan

tekniklerden biridir ve tek niikleotid degisikliginin tespiti igin en basit yontemdir. Bu yontemde
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calisilmak istenen tiirtin varyant bdlgesini igeren hedef bolgenin PCR amplifikasyonunu ve
ardindan RFLP modellerini gorsellestirmek igin restriksiyon endoniikleaz enzimi ve jel
elektroforezini temel almaktadir. incelenecek lokus gene spesifik primerlerle amplifiye edilir
ve RFLP analizine tabi tutulur (Atoui & Khoury, 2017). DNA fragmanlar1 bir agaroz veya
kiiciik poliakrilamid jel {izerinde ayrilir, etidyum bromiir boyamanin ardindan goérsellestirilir.
Ayrica bu yonteminde dar bogazindan biri olan RE'lerin siklikla kesilmesiyle genomik DNA
yiizlerce kisa fragmani tiretebilir, bu da agaroz jel elektroforezi kullanilarak fragmanlarin net

bir sekilde ayrilmasi zorlastirir (Krawczyk et al., 2016; Li et al., 2009).

Tekrarlayan siralamaya dayali PCR (REP-PCR)

Tekrarlayan siralamaya dayali PCR (rep-PCR), bakteriyel izolatlart siniflandirmak i¢in
temel olarak genomik parmak izine dayanir ve bu yontem, genom boyunca dagilmis,
kodlamayan intergenik tekrarlayan bolgelere hibridize olan primerleri kullanir. Bu 6zellik rep-
PCR’ a tekrarlanabilir avantajlar sunar (Hossain et al., 2022). DNA fragmanlarinin tespiti ise,
agaroz jel elektroforezi veya kapiler elektroforezi ile elde edilir (Sciacchitano, 1998).

Bu yontemi avantajli kilan belli basli 6zelliklerinden bazilar soyledir; diisiik maliyet ve
hizlilik, kullanim kolayligiyla beraber fazla emek istememesi nedeniyle REP-PCR, bakteri
suslarinin tiplendirilmesi i¢in degerli bir yontem oldugu savunulmaktadir. Avantajlarinin yani
sira bu yontemin dezavantajlarindan da bahsetmek miimkiindiir. Kisaca, REP-PCR'nin diger
PCR bazli analizlere gore kisitlama olarak goriilen yonleri sdyledir; kontaminasyon potansiyeli,
artefaktlar ve ¢oklu kontrol ihtiyacidir (Li et al., 2009; Shutt et al., 2005).

Coklu lokuslu degisken sayili tandem tekrar analizi (MLVA)

Bu yontem, art arda tekrarlayan DNA elemanlarina dayanmaktadir (Possomato-Vieira,
José S. and Khalil & Modeling, 2017). Bu tekrarlar birbirine dogrudan bitisik oldugundan ve
ayni lokustaki sayilari izolatlar arasinda farklilik gosterdiginde ise ilgili genomik bolgelere
degisken sayili tandem tekrar (VNTR) lokuslar1 adi verilir. Uygulanmasi en basit MLVA
testinde, o6zenle secilmis bir dizi VNTR lokusu multipleks PCR ile amplifiye edilir ve
amplikonlarin analizi standart agaroz jel ile gerceklestirilir (Possomato-Vieira, José S. and
Khalil & Modeling, 2017; A. Sabat et al., 2003). MLVA, genom igindeki ¢oklu degisken sayili
tandem tekrar (VNTR) lokuslarindaki tandem tekrarlarin veya kopya birimlerinin sayisini
belirler (4). MLV A'nin temel dar bogazi, evrensel bir yontem olmamasidir; bu, her patojenik
tiir i¢in 6zel olarak tasarlanmasi gereken 6zel primeler ve tekrar birimlerinin tam say1 belirtecek
kadar hassas olmas1 gerektigi anlamina gelmektedir (Li et al., 2009; Possomato-Vieira, José S.
and Khalil & Modeling, 2017; A. Sabat et al., 2003).
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Sekil 4. Degisken sayida ardisik tekrar eden (VNTR) lokusunun klasik sema gdsterimi.
(Possomato-Vieira, José S. and Khalil & Modeling, 2017)’den Tiirkge *ye gevirilmistir

Denatiire edici jel elektroforezi (DGE)

Denatiire edici jel elektroforezinde temel mantik, ayni uzunluktaki PCR amplikonlari
poliakrilamid jellerde elektroforez ile ilgili sekansa bagli olarak ayrilmasidir. Bu analiz i¢in 16S
rRNA geni, yaygin olarak goriilen hedef gendir. Cilinkii bu gen tiim bakterilerde bulunur ve
calisilan suslar hakkinda onceden bilgi sahibi olunmadan kolayca c¢ogaltilabilir. Segilen
bantlarin siralanabilmesi bu yontemin ayricaliklarindandir ve ¢ok sayida mikroorganizma es
zamanl olarak incelenebilir. Bu ayricaliklara ek olarak bu yonteme istatistiksel yontemlerin
uygulanabilmesi de yontemin uygulanabilirligi bakimindan avantaj saglamaktadir. Biitiin bu
avantajlarin yani sira dezavantajina bakacak olursak o da su sekilde ortaya ¢ikmaktadir; ayrica
elektroforez ekipmani gerektirir ve her islemde birden fazla jelin ¢alistirilmasinin da miimkiin

olmadigi ortaya ¢ikmaktadir (Fromin et al., 2002; Li et al., 2009).

Giiglendirilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP)

Cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) yonteminde genomik DNA, iki
kisitlama enzimi ile kesilir ve ¢ift sarmalli adaptorler, kisitlama parcalarinin yapiskan
uclarindan birine spesifik olarak baglanir. Baglanilan bolgeler, 5' ucundaki adaptor dizilerinden
olusan primerlerle amplifiye edilir ve segilen degisken sayida 3' ucundaki niikleotid (genellikle
1-3 bp) ile genisletilir (Krawczyk et al., 2016; Li et al., 2009; A. J. Sabat et al., 2013).

AFLP teknigi, aym1 zamanda cesitli kaynaklardan DNA'min genomik parmak izinin
alinmasi i¢in de olduk¢a uygun bir tekniktir ve kullanimi yaygindir. Literatiirde sik¢a
bahsedildigi tizere AFLP, yiliksek ayrim giicli ve tekrarlanabilirligi ile bakterilerin tiir ve sus
seviyelerinde siniflandirilmasi igin degerli bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jarraud et

al., 2002; Krawczyk et al., 2016).
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DNA Dizilimine Dayal Yontemler

Sanger yontemi

Sanger yonteminin temelde dideoksi dizilimi veya zincir sonlandirma DNA dizilimi
olarak tanimlanmaktadir. Bu dizilimin amaci, artan zincir uzunluguna gore DNA polimeraz
sentez Urtinlerinin poliakrilamid jellerin kullanilarak ayrilmasidir. Sanger yontemi, 1974
yilindan bu yana en yaygin kullanilan DNA dizileme yontemi haline gelmistir. Ancak son
zamanlarda, daha diisiik maliyetle ¢ok daha yiiksek verim sunan yeni DNA dizileme
yontemlerinin gelistirilmesi Sanger yontemini birkag basamak geride birakmaktadir. Bu
yontemlerden en dikkat ¢eken yontem pirosekanslamadir (Hutchison, 2007; Li et al., 2009).

Gelistirilen ve dikkat ¢geken yontemler ile kiyaslarsak Sanger yontemi, pahali olmasi ve
genom dizilimleri gibi biiyiik dizilimler i¢in klonlama asamasi gerektiriyor olmasi gibi
dezavantajlara sahiptir. Hem maliyet hem de zaman konusunda bize istenilen imkani

sunmamaktadir (Hutchison, 2007).

Pyrosequencing

Pirosekanslama, DNA sentezi sirasinda uzayan DNA zincirine niikleotidin dahil
edilmesinin ardindan salinan pirofosfatin gercek zamanl kantitatif tespitine dayanmaktadir. Bu
yontem Sanger yonteminin tersine elektroforetik olmayan bir siralama yontemidir. Genomik
DNA fragmanlari, agarozun yiizeyine hibridize edilir ve daha sonra emiilsiyon PCR ile
amplifiye edilir. Amplifiye edilen genomik DNA fragmanlar1 herhangi bir klonlama asamasi
olmadan sekanslanmaktadir. Boylece bakteri tanisi igin hem maliyet hem de zamandan tasarruf

saglanmig olacaktir (Ahmadian et al., 2006; Drancourt et al., 2004).

Cok aralikli yazma (MST)

Yeni bir genotipleme yontemi olan MST, genotipleme belirtegleri olarak olduk¢a degisken
genler arasi ayiricilar kullanmaktadir. Bu da MST yonteminin DNA dizilimine dayali bir
genotipleme yontemi oldugunun gostergesi niteligindedir (Drancourt et al., 2004; Li et al.,
2009). MST'de genotipleme belirtegleri olarak kullanilan degisken belirte¢ olan intergenik
aralayicilar, bakterinin alt suslarindan hizalanmis genomlar1 arasinda veya yakin iligkili tiirler
arasinda en fazla degisiklik gosteren kodlanmayan diziler olarak secilmektedir. Bunlara ek
olarak PCR bazli bir teknik olmas1 ve kiiltiirii yapilmamis numunelerde dogrudan kullanilma

potansiyeline sahip olmasi bu yontemin temel avantajlarindandir. (5).
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Sekil5. MST'nin temel mantigin1 aktaran sema(Li et al., 2009)’den Tiirkge "ye ¢evrilmistir.

DNA hibridizasyonuna dayali yontemler

DNA hibridizasyonu, mutasyonlar1 tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. DNA
hibridizasyonunda iki temel unsur olarak karsimiza problar ve hedefler ¢ikmaktadir. Bunlarin
ne olduklarma ve islevlerine bakacak olursak problar; bilinen dizinlerin DNA fragmanlaridir.
Hedefler ise, serbest niikleik asitlerdir. Bunun DNA hibridizasyonundaki islevi ise niikleik
asitlerin tamamlayiciliklarina dayali olarak floresan etiketli problarla hibridizasyon yoluyla

kimligi ve miktar1 tespit edebilmesidir (Li et al., 2009)(Sekil 3).

Genel olarak alt sus tiplemesinde; daha hizli, maliyeti az, tekrarlanabilir ve bilgisayar
destekli tasarim/analize olanak saglayan sistemlere dogru yonelmenin oldugunu gérmekteyiz.
Bunun sonucunda da giderek biyoinformatikten daha fazla yararlanildig: goriilmektedir. Bu
durum daha fonksiyonel calismayr desteklemektedir. Biitliin bu avantajlar kullanilarak

tiplendirme igin yeni sistemler tasarlanabilmektedir (Sekil 3).
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Klasik Raman Spektroskopisi

Tarihcesi ve Temel teorisi

Raman sag¢ilimi teorik olarak 1923 yilinda Smekal tarafindan ortaya konmus ve 1928
yilinda Raman ve Krishnan tarafindan deneysel olarak gozlenmistir. 1930 yilinda ise Dr. Raman
"15181n sagilmast konusundaki ¢aligmalar1 ve kendi adin1 tasiyan etkiyi kesfi" nedeniyle Nobel
fizik odiliine layik goriilmiistiir. Dr. Raman gilines 151811 kullanarak yaptigi ilk deneyi su
sekilde gerceklestirmistir. Giines 15181 optik sistemlerle odaklanip, 1sik siddeti arttirilmis ve
ornekten sacilan fotonlar filtrelerle ayrilarak ciplak gozle goriiniir hale getirilmistir. Boylelikle
inelastik sagilmanin varligi gostermistir (Sekil 6). Bu bulgular Raman etkisi veya Raman
sacilmast (inelastik sacilma) olarak adlandirilmistir. Raman etkisinden kaynaklanan bu
sinyallerin 6lglilmesi ve analiz edilmesi ile Raman spektroskopisi gelistirilmistir (Mitsutake et

al., 2019).

/

Sunlight Liquid
Violet sample Green
filter filter

Observer

Sekil 6. Dr. Raman’in giines 15181 kullanarak yaptigi ilk deneyin sematik gosterimi. (Marques
et al., 2022)’den Tiirkce ‘ye gevrilmistir.

Raman spektroskopisi ile ilgili calismalar 1960’lh yillara kadar pek ilerleme
kaydedememistir. Bunun temel sebebi olarak hassas optik ve dedektor sistemlerinin olmayisi
ve var olan sistemlerin de yiiksek maliyetlerde olmasidir. Bu durum Raman sisteminin
gelisimine olumsuz katkida bulunmustur. ilerleyen dénemlerde teknolojinin gelismesiyle
beraber elektronik sistemler gelismis ve bununla beraber hassas, hizli ve uygun maliyetli
cihazlar gelistirilmistir. Boylece Raman spektroskopisi bir¢ok bilim insaninin ulagabilecegi bir
teknik haline gelmistir. Ulagilabilirligin getirdigi en 6nemli avantaj ise gelistirilmeye agik hale

gelmis olmasidir. Tarihsel silirece bakacak olursak, 1960 yilindan sonrasinda Raman
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spektroskopisinin gelisimi lazerin icadi ile gelismeye baslamis ve bu kesfinde eksik yonlerinin
giderilmesine yonelik c¢aligmalar {izerinde durulmasiyla beraber SERS yaklagiminin
kesfedildigi goriilmektedir. Glinlimiizde hala yaygin sekilde kullanilan Raman spektroskopisi
kayda deger bir ilerlemeyle beraber hemen hemen biitiin bilimsel alanlarda kullanilmaktadir
(Casadio et al., 2016; Marques et al., 2022; Orlando et al., 2021) (Sekil 7).

U“»:‘(‘/.P"‘y‘ of the Lasers used in Use of Au and )'\‘_}
Raman effect :Raman i colloids for SERS

i EF of 10" reported CCD detectors
by Richard van used in Ramar Single moleculé

: Duyne spectrometers detection

Sekil 7. Raman spektroskopisinin tarihsel gelisim siireci (Marques et al., 2022)’ den

Tiirkce ‘ye cevrilmistir.

Raman Spektroskopisi Temel Teorisi

Raman spektroskopisi, ¢esitli numunelerin analizi i¢in ¢ok yonlii bir sagilma yontemdir.
Sacilan radyasyonun c¢ok kiiciik bir kismimnin frekansi, tek renkli gelen radyasyonun
frekansindan farklidir. Molekiil tek bir dalga boyuna sahip (monokromatik) 1sikla uyarildig:
zaman iki tiir sagilma gergeklesir: Elastik ve Elastik olmayan sagilma (inelastik) (Principles of
Instrumental Analysis - Douglas A. Skoog, F. James Holler, Stanley R. Crouch - Google
Kitaplar, n.d.). Elastik sagilma, sagilan fotonun enerjisi ile gelen fotonun enerjisi eslesiyorsa ve
ilgili elektron baslangigtaki enerji seviyesine geri doniiyorsa sacilma elastiktir. Bir bagka
deyisle Rayleigh sacilmasi olarak da adlandirilir. Elastik olmayan sagilma (inelastik) ise,
sacilma sirasinda fotonun enerji kayb1 veya kazanci olusur. Bu durum gelen 15181 enerjisi ile
sacilan 15181n enerjisi arasindaki farka dayanmaktadir. Enerji fotondan molekiile aktarilirsa,
sacilan fotonun enerjisi daha diisiik ve dalga boyu daha uzun olur ve bu duruma Stokes
sacilmasi denir. Bunun tersi meydana gelirse buna anti-Stokes sagilmasi denilmektedir.

(Sekil 6 ) Sagilan fotonlarin bir kismi1 enerji kazanir veya kaybeder bu enerji farki ise “Raman
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kaymasi (Raman shift)” olarak adlandirilmaktadir (Long et al., 2022; Mitsutake et al., 2019;
Orlando et al., 2021) (Sekil 8).

Raman

(a) ’HJJ‘ scattering

Rayleigh

/\/W’W VS eattering

Incident
Laser
Raman

scatiering

(b)

Stokes Rayleigh Anti-Stokes
Raman Raman
V=) v Vot

Sekil 8. Molekiiliin 151k ile uyarilmasi sonucu meydana gelen enerji degisimleri.(Long et al.,
2022)’den Tiirkge ’ye ¢evrilmistir.

Raman spektrofotometresinde cogunlukla lazer 1sin kaynaklar1 kullaniimaktadir.
Bunlardan, Argon iyonu (488.0 ve 514.5 nm), kripton iyonu (530.9 ve 647.1 nm), He: Ne (632.8
nm), Nd: YAG (1064 nm ve 532 nm) ve diyot lazer (630 ve 780 nm) en ¢ok
kullanilanlardandir. Lazerlerin uygulama alanlarinda ¢esitli farkliliklar gozlemlenebilir. Daha
detayl1 inceleyecek olursak; 244 nm biyolojik uygulamalar, 325 nm bant aralig1 genis olan yar1
iletkenler, 488 nm ve 514nm oldukga genis kapsamlidir ve bu aralikta biyolojik uygulamalar,
katalizorler, yar1 iletkenler, polimerler, mineraller, karbon temelli malzemeler, 633 nm
korozyon, 785 nm polimerler, biyolojik uygulamalar, genel kullanimlar, 830nm biyolojik
uygulamalarin kullanim1 i¢in uygun kosullar1 saglamaktadir (Casadio et al., 2016; Das &
Agrawal, 2011).

Raman spektroskopisinin bize sundugu ¢esitli avantajlar vardir. Bunlardan bazilart

sOyle 6zetlenebilir; ¢esitli numunelerin analizi i¢in ¢ok yonlii bir sagilma yontemdir. Sagilan
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radyasyonun kii¢iik bir kisminin frekansi, tek renkli gelen radyasyonun frekansindan farklidir.
Titresen molekiillerle etkilesimi yoluyla gelen radyasyonun elastik olmayan sagilmasina
dayanmakla beraber hem nitel hem de nicel amaglar i¢in kullanilabilmektedir (Principles of
Instrumental Analysis - Douglas A. Skoog, F. James Holler, Stanley R. Crouch - Google
Kitaplar, n.d.). Bunlara ek olarak Raman spektroskopisi floresans foto agarma problemi
olusturmaz, herhangi bir 6rnek hazirlama prosediirii gerektirmez (etiketleme yapilmadan
kullanim) ve daha da onemlisi molekiiliin yapisina spesifik titresimleri belirleyebildiginden
kimyasal i¢erigin parmak izi (chemical fingerprinting) hassasiyetinde tanisina da olanak saglar
(Day et al., 2004; Kim et al., 2020). Bu avantajlara ek olarak Raman spektroskopisinin belli
basgli darbogazlari mevcuttur. Genel olarak; bu teknik ile biyolojik &rneklerin tanisi birgok
avantaja sahip olsa da inelastik 151k sagilmasindan kaynaklanan diisiik seviyelerde sinyal siddeti
alinmasi gibi bazi kisitlamalar olusturulabilmektedir. Uyarilan bir molekiilden sacilan
fotonlardan sadece milyonda biri inelastik sagilma olusturulabilmektedir. Bu durum Klasik
Raman spektroskopisinde hassasiyetin diisiik olmasina neden olmaktadir. Bu hassasiyet
sorununa ¢oziim olmasi amaciyla Yiizey Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (Surface-
enhanced Raman Spectroscopy, SERS) yaklagimi gelistirilmistir (Efrima & Bronk, 1998; C.
Wang et al., 2017; Zhu et al., 2013).

Yiizey Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy, SERS)

1970’lerin basindan bu yana ilgi odagi olan ve gelistirilmekte olan SERS platformlari
kimya, fizik, tip ve biyoloji alanlarindaki farkli uygulamalarda kullanilmaktadir. Ayrica SERS,
molekiiler bilgiyi metalik nanoyapilarin plazmonik 6zellikleriyle birlestirebilmektedir. Raman
etkisi, dogas1 geregi zayiftir. Clinkii inelastik (esnek olamayan) 151k sacilimina dayanmaktadir.
On milyon elde edilen fotondan sadece bir tanesi (1/107) Raman sacilmasini olustururken,
gerisi Rayleight (elastik olan) sagilmasi 6zelligi gostermektedir. SERS plazmonik yapidaki
nanoparcaciklarin kullanilarak (altin, glimiis, bakir) Raman sinyal siddetinin artirilmasiyla
orneklerin daha hizli ve daha yiiksek dogrulukta tespit edilmesini saglamaktadir (Efrima &
Bronk, 1998; Zhu et al., 2013) (Sekil 9).
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Sekil 9. Yiizey zenginlestirilmis Raman sagilmasi gosterimi.(Tahir et al., 2021)’den Tiirkge’ ye
¢evrilmistir.

Yeni SERS platformlarinin gergeklestirilmesi, algilama verimliliklerini artirmak ve
etkili zenginlestirme mekanizmalarini anlamak i¢in olduk¢a onemlidir. SERS etkisi temel
olarak iki mekanizma ile olugsmaktadir. Bunlar elektromanyetik (Electromagnetic enhancement,
EM) ve kimyasal zenginlestirme (chemical enhacement, CHEM) mekanizmalaridir (Nie &
Emory, 1997).

Elektromanyetik zenginlestirme mekanizmasi (Sekil 10), plazmonik metal ve 1s1ik
molekiil etkilesiminin birlesimi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gelen lazer, arayiizlere (metal ve
dielektrik) carpar, elektromanyetik dalga ve metal nanoyapilarin lokalize olmayan
elektronlarda salinimlar olusturur. Béylece gelen 15181n frekansi, metaldeki serbest elektronlarin
dogal salinim frekansiyla eslestiginde, yiizey plazmon rezonanst (SPR) meydana gelir. LSPR
ise, gelen 15181n emilimine veya sagilmasina yol agacaktir. Bu sistem ile elektronlar salinim
yaparak elektromanyetik zenginlestirmeyi olusturur ve zenginlestirme faktoriinii 10%% kat
artirdig1 gézlemlenmektedir. (Kahraman et al., 2011; Mitsutake et al., 2019; Stiles et al., 2008;
Zong et al., 2018) (Sekil 10).
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Sekil 10. Lokalize yiizey plazmon rezonans uyarilmasi. a) Klasik Raman gosterimi b) Lokalize
yiizey plazmon rezonansi, metalik nanopartikiil yiizeyi iizerinde olusan sicak bolgelerin (hot-
spot) gosterimi (LSPR) ¢) SERS’ deki elektromanyetik zenginlestirme mekanizmasi (Zong et
al., 2018)’den Tiirkce’ ye ¢evrilmistir.

Ikinci bir mekanizma olan kimyasal zenginlestirmede ise, analit molekiiliin en yiiksek
dolu molekiiler orbitali (highest occupied molecular orbital, HOMO) ve en diisiik dolmamis
molekiiler orbitali (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) ile metalin Fermi seviyesi
arasinda kullanilan lazerin enerjisine bagl olarak olasi yiik transfer komplekslerinin ortaya
cikmasina baghdir (Sekil 11). Bu uyarilma ya metalden molekiile ya da molekiilden metale
olabilir (Stiles et al., 2008). Son zamanlarda bakteriyel SERS deneylerinde, inorganik tuz
tarafindan indiiklenen cesitli sekillerde koloidal altin veya giimilis nanopartikiillerin
siispansiyonlar1 veya partikiil kiimeleri, bakteriyel hiicrelerle basitce karigtirilarak SERS

etkisini olusturmak i¢in kullanilmigtir (Kahraman et al., 2009).
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Sekil 11. Kimyasal zenginlestirme (chemical enhacement, CHEM) mekanizmasi. Analit
molekiiliin en yiiksek dolu molekiiler orbitali (highest occupied molecular orbital, HOMO) ve
en diisik dolmamis molekiiler orbitali (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) ile
metalin Fermi seviyesi. (Chu et al., 2017)’den Tiirkge’ ye gevrilmistir.

Genel olarak SERS substrat malzemeleri olarak altin, giimiis ve bakir gibi soy metallerin
benzersiz ylizey plazmon rezonansi (SPR) etkisinden faydalanilir . Bahsi gegen soy metallerden
en yaygin kullanilan1 altin ve giimiistir. Ayrica bu elementlerin antimikrobiyal o6zellikte
olmalar1 bakteri ¢alismalari i¢in ayirt edici 6zellik tasimaktadir. Fakat glimiis nanopartikiiller
plazmon rezonans olusturarak gii¢liit SERS sinyallerini gelistirir. Giimiis nanopartikiiller yiiksek
toksisite olusturmalar1 ve kolay denatiire olmasi agisindan oldukg¢a hassastir ve bu 6zellikleri
dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Altin nanopartikiiller ise, diistik toksisite, biyouyumlu
olmasi, kararli, inert olmasi gibi bir¢ok avantajindan dolay1 biyomedikal alanda yiiksek 6neme
sahiptir ve en fazla kullanilan SERS substrat malzemesidir (Mosier-Boss, 2017; K. Yuan et al.,
2022).

SERS ve Biyolojik Uygulamalar

Bakteriyel antibiyotik direncinin artmasi, toplumda endiseye neden olmaktadir ve bu
sorun, evrensel acidan hayati 6neme sahiptir. Bakteriyel ve viral enfeksiyonlara neden olan
etkenlerin daha hizli ve yiiksek hassasiyetle belirlenmesi SERS sistemleri kullanilarak
yapilabilmektedir. Bakteriler i¢in tipik SERS tanis1 genellikle iki yontemle yapilabilmektedir:
etiket tabanli ve etiketsiz yontem. Her iki yontem ilerleyen kisimlarda anlatilacaktir (P. Yuan

etal., 2018).
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Etiketli SERS Yéntemi ile Bakteri Tanist

Etiketli SERS yaklasiminda, Raman raportor molekiilleri kullanilarak dolayl etkilesim
ile biyoanalitlerin titresimsel spektroskopik parmak izlerinin tanimlanmasi amaglanmaktadir.
Bu yontemin temel semasinda dort ayr1 adim bulunmaktadir. ilk asamada, SERS sinyallerini
artirmak i¢in genellikle altin veya giimiisten yapilmis nano yapili bir metalik substrat tiretilir.
Genellikle toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi, kararli ve inert 6zellige sahip altin (Au) nano
yapil1 substrat tercih edilmektedir. ikinci asamada, stabiliteyi ve biyouyumlulugu arttirmak igin
uygun bir koruyucu tercihi sisteme eklenir. Ugiincii kisimda, SERS parmak izi ile etiketi
algilamay1 saglamak i¢in bir Raman raportdr molekiil metal yiizeye baglanir. Son asamada ise
olan biyokonjugasyonlar kullanilarak hedefe 6zgii taniya olanak saglaya tani molekiilleri

sisteme entegre edilir. (Tahir et al., 2021) (Sekil 12).
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Sekil 12. Biyolojik uygulamalar i¢in etiketli SERS yaklasimi.(Y. Wang et al., 2013)’den
Tirkce’ ye ¢evrilmistir.
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Etiketli SERS yontemi, etiketsiz SERS yontemine gore hassaslik ve tekrarlanabilirlik
acisindan avantajlidir. Bu tespitte kullanilan Raman réportdr molekiiller yardimiyla farkli
tirlerde tan1 yapilabilmektedir (X. Zhou et al., 2020a). Raman roportér molekiilleri ise,
karakteristik bir 6zellik olan parmak izi 6zelligini saglayabilen metal nano bazli malzeme veya
sinyal molekiillerinden olusmaktadir. Yaygin olarak kullanilan sinyal molekiilleri Tablo 1’de

verilmigtir.

Tablo 1. Raman réport6r molekiilleri .(X. Zhou et al., 2020b)’ den Tiirkge’ ye gevrilmistir.

Raman Roportor Molekiilleri
4-merkaptobenzoik asit benzen-4
4-ditiol
mezo-tetrafenil porfirin
rodamin 6G
Malahit yesili
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoik) (DTNB)
Metilen mavisi

Kristal viyole

Etiketli SERS sistemleri, patojenlerin, mikroorganizmalarin, biyomolekiillerin, in vivo
goriintiileme gibi bir¢ok alanda spesifik tespitinde basariyla uygulanmis ve spesifik SERS
etiketleri de gelistirilmistir(H. Chen et al., 2020). Etiketli sistem igin bir diger 6nemli faktor ise
nano substratlardir. Nano substratlar sinyal yiikseltici olarak islev goriir ve sekil olarak bakacak
olursak, kiire, bos Au kabuk, Au ¢ubuk, yildiz sekilli, giimiis kabuk kaplama, boncuklar gibi
farkli morfolojilerde olabilmektedir (Sekil 13).
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Sekil 13. Etiketli SERS sistemlerinde kullanilan gesitli nanosubstratlar. a) Au/Ag kiire modeli
b) Au bos kabuk modeli ¢) gubuk modeli d) yildiz modeli ¢) nano ¢igek modeli f) Altini
giimis iler kaplama g) Au nanoagregat gomiilii boncuklari h) kompozit mikrokiireler. (Y.
Wang et al., 2013)’den Tiirkge’ ye ¢evrilmistir.

Madiyar ve ark., SERS etiketi liretebilmek i¢in QSY21 Raman raportdr molekiillerini demir
oksit ile kaplanmus altin, ¢ekirdek-kabuk, nano-oval pargaciklar kullanmistir. SERS etiketinin
Raman sinyalini arttirmak ve elektromanyetik zenginlestirme etkisini elde etmek igin
Escherichia coli susunu DHAS'e baglamiislar ve elde edilen bu kombinasyon ile hizli bir tani
sistemi gelistirmiglerdir (Madiyar et al., 2015). zhang ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmada
hedef bakteri olarak Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
tiirleri se¢ilmistir. Segilen bakterilerin izolasyonu i¢in prob olarak antimikrobiyal peptit islevli
manyetik nanopargaciklar ve SERS etiketleri olarak 4-merkapto fenil borik asit ile modifiye
edilmis altin kaplama giimiis grafen oksit nanokompozitleri kullanilmasi uygun gorilmiistiir.
Biitiin bu agamalar sonucunda izolasyon gerceklestirilmis ve bakterilerin tiir tespiti basarili bir

sekilde gergeklestirilmistir.

Bakteriyel izolasyon i¢in prob olarak Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa izole edildikten sonra bu bakteri tiirlerinin tespiti basaril1 bir sekilde

gerceklestirilmistir. Alinan basarili sonuglar patojenlerin SERS ile ¢oklu tespiti alanindaki

25



calismalara ve potansiyel uygulamalara 1sik tutmustur (Zhang et al., 2018). Pang ve ark.,
tarafindan bakteri hiicresinin aptamer ve antibiyotik molekiilleri tarafindan tanimlanmasina
dayanan manyetik destekli bir SERS biyosensor Sistemi Onerilmistir. Aptamer Fes0s@Au
manyetik nanopartikiil iizerinde biriktirilmistir. Patojenik bakterin hassas tespiti i¢in etiket
olarak vankomisin kullanilmistir. Aptamer- vankomisinin ikili tanima yetenegi sayesinde kisa
zamanda hedef ayrima ulasilmistir. Bu sayede basit ve hassas bir sensor sistemi olusturulmustur
(Pang et al., 2019).

Etiketli SERS sistemlerinde plazmonik metal yiizey Raman aktif bir molekiil ile
etiketlenerek tan1 yapilmaktadir. Raman aktif molekiiliinii yiizeye baglama zorlugu, molekiiliin
yiizeyden aginmasi, foto agarma ve ek islem gerektirmesi gibi kisitlamalar bu ydntemin

uygulanmasini sinirlayan faktorler olarak kasimiza ¢ikmaktadir (Mosier-Boss, 2017).

Etiketsiz SERS Yontemi ile Bakteri Tanisi

Etiketsiz yontem, her bakteriyel patojenin kendine 6zgii bir SERS spektrumuna sahip
olmasi nedeniyle, etikete ihtiyag duymaksizin bakteriyel patojenleri tespit edebilmesi temeline
dayanmaktadir (Usman et al., 2023) (Sekil 14). Literatiirde genel olarak, etiketsiz SERS
platformlari ile bakteri tanisinda iki farkli yontem kullanilmistir. Ilk ydntemde bakterilerin
tizerlerinde altin ya da giimiis nanoyapilar biriktirilerek SERS sinyalleri alinmigtir. Giimiis
nitrat ya da aurik asit, glimiis ve altin tuzlari sodyum borhidriir gibi bir indirgeyici ajan
varliginda bakteri yiizeyinde nanoyapilar halinde biriktirilmektedir. Efrima ve arkadaslar1 bu
yontemi E. coli ve B. megaterium bakterilerinin SERS ile tanisinda kullanmistir (Mosier-Boss,
2017). Kullanilan en yaygin yontemin, bakterileri bir sodyum borohidrit ¢6zeltisine daldirmak
oldugu bilinmektedir. Bakteriler daha sonra bir giimiis nitrat veya kloroaurik asit (HAuCl4)
sollisyonunda yeniden siispanse edilmistir. Bunun sonucunda bakterileri i¢ine alan altin film
kalinliginin ~0,05 pm oldugu belirlenmistir (Efrima & Zeiri, 2009). Bu durumda diisitk SERS
veriminden dolay1 her iki bakteriden benzer SERS spektrumlari alinmistir. Holt ve arkadaslari
tarafindan benzer sekilde yapilan ¢alismada ise fotosentetik bakterilerden SERS spektrumlari
toplanmistir (Sheldrick et al., 1989). Farkli bir metod kullanilarak bakteriler {izerinde harici bir
kolloid hazirlanmistir. Bir bakteri 6rnegine de glimiis nitrat ¢ozeltisi eklenmistir ve 5 dakika
sonra, bakteri hiicre duvarlarinda adsorbe edilen glimiis iyonlarin1 azaltmak icin bir
hidroksilamin hidrokloriir ¢ozeltisi eklenmistir. Borohidrit preparasyonu, bakteri hiicrelerini
tamamen icine alan bir Ag/Au kaplamas1 olustururken, altin nanopartikiillerin kiimelerinin
hiicre duvari ile temas halinde oldugu gozlenmistir (H. Zhou et al., 2014). Zhou ve ark., 633
nm'lik uyarma dalga boyunda Escherichia coli'nin SERS sinyallerini hizli ve giivenilir bir

sekilde tespit etmek ve SERS haritalamasini kullanarak canli ve 6lii bakteriler arasinda ayrim
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yapilmak istemistir (Sekil 14a). Bu ayrim i¢in SERS substrati olarak AgNP kullanilmistir. Bu
yontem sonucunda, Escherichia coli'nin hastalik etmeni olan suslar1 ve antibiyotige direng
kazanmig bakteri suslar1 SERS yoOntemi ile basarili bir sekilde ayirt edildigi gozlemlenmistir
(Usman et al., 2023). Tadesse ve ark., bes farkli boyutta altin nanogubuklar sentezleyip, SERS
yaklasimini kullanarak dort ayr1 bakterinin ayrimi yapmustir (Tadesse et al., 2020) (Sekil 14b).
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Sekil 14. Etiketsiz yontem ile bakteri tanisi. a) SERS sinyalleri ile canli ve 6lii bakteri tespiti.
b) Altin nanorod parcaciklar kullanilarak dort farkli bakterinin SERS tespiti.(Tadesse et al.,
2020)’den Tiirkge’ ye ¢evrilmistir.

Norouz Dizaji ve ark. yaptiklari ¢alismada, SERS platformu olarak altin nanorod dizileri
(GNA'lar) ve kolloidal altin nanopartikiillerin (AuNP'ler) bir kombinasyonu ile vankomisine
direncli bakteri tiirli olan gram pozitif bakterileri spesifik olarak tespit etmeye ¢alismislardir.
Yaptiklart bu calismadan oldukca basarili sonuglar almislardir. Almman bu sonuglarin
dogrulugunu da kemometrik analizler ile desteklemislerdir (Norouz Dizaji et al., 2021).
Biyomimetik gibi dogadan elde edilen malzemelerin (midye kabugu, taro yapragi, agustos
boceginin kanatlart vb.) homojen T{U¢ boyutlu nano yapilari, SERS substratlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Yuan ve ark., dogal midye kabugunu kullanarak SERS substrati
gelistirmislerdir. Metalik nanopartikiillerin dogal malzemelerin 3D yapilariyla kombinlemesi
ile tekrarlanabilir ve yiiksek verimli SERS sinyalleri elde edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus ayrimi igin basariyla
uygulanabilir hale geldigi gézlemlenmistir (K. Yuan et al., 2018).
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SERS Verilerinin On Islenmesi

Raman spektrumlarinin analizi, dl¢iilen spektrumlarin islenmesi ile baglamaktadir. Elde
edilen Raman spektrumlarinin 6n islemeye tabi tutulmadan ham veriler ile yapilan iglemler,
islenmis verilere kiyasla anlagilmasi zor ve giivenilir analiz yapilmasi agisindan da dezavantaj
olusturmaktadir. Bu nedenle verilerin 6n bir isleme tabi tutulmasi gerekmektedir. On islemenin
sundugu avantaj ise boyutu diigiirerek ¢ok fazla sayidaki verinin sebep oldugu kompleks yapiy1
ortadan kaldirmaktir. Verilerin 6n isleme basamaklari, taban diizeltmesi (baseline correction),
diizgiinlestirme (smooth) ve normalizasyon (normalization) asamalarindan olusmaktadir

(Ryabchykov et al., 2019) (Sekil 15).
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SERS Verilerinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Kemometri, optimal kosullarda 6l¢iim igin gerekli olan prosediirleri ve deneyleri
tasarlamak veya se¢mek ve verileri analiz edecek maksimum kimyasal bilgiyi saglamak i¢in
elde edilen verileri gorsellestiren matematiksel, kimyasal ve istatiksel bir yontemdir (Sekil 16).
Bu 6l¢iim yontemleri, ¢cok degiskenli veri analizlerine (multivariate data analysis, MVA)
dayanir ve tek bir spektrum yerine tim SERS spektrumlarin kullanilmasina olanak
saglar(Kowalski, 2008).
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Sekil 16. SERS sinyalleri ile elde edilen verilerin kemometrik analizi gosterimi.(Kopec et al.,
2022)’ den Tiirkge’ ye gevrilmistir.

Kompleks ve karmasik SERS verilerinin boyutu diisiiriilerek daha anlasilir ve
yorumlanabilir hale getirilmektedir (Ryabchykov et al., 2019). Bu yorumlanabilir hale gelen
SERS verileri iki yaklasim ile kategorize edilebilir (Sekil 17).
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Kemometrik Analiz

Gozetimsiz Kemometrik Analiz D C Gozetimli kemometrik analiz

¥v" PCA (principal component ¥ LDA (linear discriminant
analysis) analysis)
v" HCA (hierarchical cluster v" SIMCA (soft independent
analysis) modeling of class
analogies)
¥v" SVM (support vector
machine)

Sekil 17. Kemometrik analizin sematik gdsterimi.
Gozetimsiz Kemometrik Analizler

Gozetimsiz kemometrik analiz, benzer drneklerin 6nceden baska bir bilgi kullanilmadan
yeniden gruplandirilmasini amaglayan smiflandirma veya kiimeleme yontemleri olarak
adlandirilan ve c¢ok cesitli bilgiler igeren kalitatif yontemdir. Bu analizde en ¢ok kullanilan
metotlarPCA (principal component analysis ) ve, HCA (hierarchical cluster analysis)
analizleridir (Zhu et al., 2013).

Temel bilesen analizi (principal component analysis, PCA)

PCA, az sayida faktor kullanarak veri setindeki varyasyonu yani drnekleri karakterize
etmek i¢in kullanilan matematiksel bir aragtir. PCA, veri setlerinin boyutunun diistiriilmesinde
en ¢ok kullanilan yontemdir. Verilerin anlamli varsayilabilmesi i¢in 1’den yiiksek degere sahip
olmalidir. Bu veriyle PC sayist da tanimlanabilmektedir. Grafikleri yorumlamada temel
kavramlar soyledir, x-y-z eksenlerine score plots (puan grafigi) adi verilir. Puan grafigi 2D ya
da 3D seklinde olabilmektedir. Bu grafiklerden alinan skor degerleri ise biiyiikten kii¢tige dogru
siralanmaktadir (Granato et al., 2018) (Sekil 18).
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Sekil 18. 2D skor grafikleri. a) Heniiz ayrimin olmadigi PCA grafigi. b) Ayrimin
gerceklestigi skor grafigi.(Martin-Blazquez et al., 2019)’den Tiirkge ’ye ¢evrilmistir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (hierarchical cluster analysis, HCA)

Hiyerarsik kiimeleme analizi, 6rnek kiimelerini art arda birlestiren veya ayiran bir
yontemdir. Simiflandirmada, 6rnek basina bir sinif dikkate alinir. Daha sonra o sinifa dahil
birgok siif olusturuluncaya kadar art arda yeniden gruplandirilir. Sonug olarak, dendogram
denilen bir agac elde edilir. Bu agacin dallarinin uzun veya kisa olmasi gruplar arasindaki

mesafeyi temsil etmektedir (Kowalski, 2008).

Gozetimli Kemometrik Analizler

Gozetimli kemometrik analiz, 6rnek bilgilerinin kullanilarak siniflandirmanin yapildigi

nicel (kantitatif) bir yontemdir (Berrueta et al., 2007).

Dogrusal diskriminant analizi (linear discriminant analysis, LDA)

LDA, smiflar arasi varyans oranini maksimuma c¢ikaran ve smif i¢i varyans oranini
minimuma indiren ve dogrusal diskriminant fonksiyonlarinin belirlenmesine dayanan bir

yontemdir. Bu 6zelliginden dolay1 siklikla kullanilan tekniktir.

LDA ile PCA’nin ortak o6zellikeri vardir. Fakat PCA, daha diisiik boyuttaki veriler
arasinda maksimum yapiy1 korurken, LDA, verilen smiflar arasinda maksimum ayrimi

saglayan bir yon secer (Berrueta et al., 2007)(Lavine, 2006).
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Sinif analojisiyle yumusak bagimsiz modelleme (soft independent modeling of class
analogies, SIMCA)

SIMCA'da her kategori PCA kullanilarak bagimsiz olarak modellenir ve farkli sayida
temel bilesenle tanimlanmaktadir. Set igindeki her sinif igin temel bilesenlerin sayisi ¢apraz

dogrulama ile belirlenebilmektedir.

SIMCA’nin sinif mesafesini, modelleme ve ayrim yapabilme yetenegi belirlemektedir.
Sinif mesafesi, geometrik mesafe olarak hesaplanabilme 6zelligine sahiptir. SIMCA sonuglar1
grafiksel olarak gorsellestirilebilmektedir. Boylece, set iizerinde gergeklestirilen PCA
puanlariin ve yiiklemelerin bir grafigi, aykir1 degerler, alt gruplar ve simif i¢i yap1 hakkinda

anlamli bilgi edinmemizi saglamaktadir (Berrueta et al., 2007)(Lavine, 2006).

Destek vektor makinesi (support vector machine, SVM)

Destek vektor makinesi (SVM), istatistiksel 6grenme temeline dayanan denetimli bir
ogrenme teknigidir. Smiflandirma durumunda, SVM, veri egitim set vektorlerinin bagimsiz
olarak bir vektorden iki smifin 'optimal' smirint elde etme temeline dayanan bir yontemdir.
SVM' nin amaci, yalnizca egitim setinin degil ayn1 zamanda bilinmeyen Ornekleri de
smiflandirarak her iki sinifi tam olarak ayiran 'optimum' hiper diizlem sinir1 bulmaktir (Berrueta

et al., 2007)(Lavine, 2006).
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MATERYAL METOT

Kullanilan Deneysel Gerecler ve Bakteriler
Kullanilan Bakteriler

S. aureus (ATCC 43300), S. aureus (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 6538), E.coli
(ATCC K4), E.coli (ATCC 29922), E.coli (ATCC 2523), P. aureginosa (ATCC 10145) P.
aureginosa (ATCC 27853) ve P. aureginosa (ATCC 9027) dahil olmak iizere ¢esitli alt sus
bakteri tiirleri kullanilmistir. Bu bakterilerin genel olarak 6zelliklerine bakacak olursak: Gram
negatif olan E. coli bakterisi, insanlarda ve hayvanlarda goriilen bir¢ok yaygin bakteriyel
enfeksiyonun en sik goriilen nedenlerinden biridir E. coli, enterit, idrar yolu enfeksiyonu,
septisemi ve neonatal menenjit gibi diger klinik enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenidir. Calisma
kapsaminda bu bakterinin tercih edilmesinin temel nedenlerinden bazilar1 sunlardir; kolay
islenebilirligi, tam genom dizisinin bulunmasi ve hem aerobik hem de anaerobik kosullarda
biiyiime yetenegi gibi kendine 6zgii 6zellikleridir (Allocati et al., 2013). Gram pozitif bakteri
olan S. Aureus ise, insanlardaki dogal yasam alani1 deri ve nazofarenkstir (geniz). Deri ve
yumusak dokular, endovaskiiler bolgeler ve i¢ organlari igeren ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden
olabilir. Hastane kaynakli olarak baslica hastalarda enfeksiyon bolgeleri cerrahi yaralar ve
yerlesik tibbi cihazlar olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Mondino, 1997). Son olarak Gram negatif
olan P.auroginosa ise, toprak, tatli su ve deniz ortamlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Ayni
zamanda insanlarda hastalik etmeni bir tiir patojen olmasi agisindan da dikkat ¢ekmektedir
(Michel-Briand & Baysse, 2002). P. aeruginosa suslarinin farkli antimikrobiyal ajanlara kars1
yiiksek direncli oldugu bilinmektedir. Bu durum yiiksek ekonomik yiik ile daha uzun siire ve
daha ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Gidalarda ise, etin aerobik kosullar da
depolanmasi, P. aeruginosa'nin farkli sicakliklarda bile gelisim gdstermesine ve ¢ogalmasina
neden olmaktadir. Diisiik sicaklikta aerobik olarak depolanan siit, balik ve ette kolayca

bliylidiigli gozlenmistir.
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Kullamlan Kimyasallar ve Malzemeler

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar ve malzemeler

Kimyasal
Nutrient Agar/Merck
Nutrient Broth/Merck

Oze

Kapakli otoklavlanabilir Sise

Erlen mayer

15’ lik falkon tupleri

50’ lik falkon tiipleri

2 ml’ lik ependorf tiipleri

Teknik etanol

Saf Altin (%99.9) /

Kullanim Gerekcesi
Bakteri ¢ogalmasi, tek koloni eldesi
Bakteri ¢ogalmasi
Mikrobiyoloji ¢caligmalari

Mikrobiyoloji ¢aligsmalari, steril

solusyonlarin hazirlanmasi

Mikrobiyoloji calismalari, AuNP’ lerin

hazirlanmasi

Mikrobiyoloji ¢alismalari, AuNP’ lerin

hazirlanmasi, stok solusyonlarin hazirlamasi

Mikrobiyoloji ¢calismalari, AuNP’ lerin

hazirlanmasi, stok solusyonlarin hazirlamasi

Mikrobiyoloji ¢aligmalari, AuNP’ lerin

hazirlanmasi, saflastirma ¢alismalari
Mikrobiyoloji ¢aligsmalari

Yiizeylerin hazirlamasi
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Kullanilan cihazlar

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Devam
Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C) SEM (Taramali elektron mikroskobu)
Steril Kabin Raman Spektroskopisi (WITec alpha300 R)
Distile Su Uretme Cihazi PVD Kaplama Cihazi
Etiiv Hassas Terazi
Otoklav Cihazi UV-Vis Cihaz1
Santrifiij Hassas terazi
vorteks Inkiibator

GNA SERS Platformunun Uretimi

BK7 cam yiizeyler 2.5 x 2.5 cm? ebatinda kesilmistir. Yeterince sabunlu su ile sonike
edilen cam ylizeyler 10’ar dakika siire ile sirasiyla deiyonize su, aseton ve etanol ile sonikasyon
esliginde temizlenmistir. Kirlilikleri ortadan kaldirmak amaciyla yapilan tiim bu islemler
titizlikle strdiirilmistiir. Buradaki kiigiik bir kirliligin bile zenginlestirme faktoriini
etkileyecegi ve Raman sinyallerinin 6l¢limii sirasinda yliksek giiriiltii dedigimiz anlamsiz
spektrumlara sebep olacagi unutulmamalidir. Cam yiizeyler kaplama islemine kadar etanol
¢oOzeltisi iginde bekletilmistir. Yiizeyler etanolden ¢ikartilmis ve kurumasi igin N2 gazina maruz
birakilmistir. Cam slaytlar tlizerindeki organik kirleticilerden uzaklastirmak i¢in 30 dakika
boyunca 100 W oksijen plazmasi esliginde bekletilmistir. Plazma sisteminden alinan cam
yiizeylerin, lizerlerinin tekrar kirlenmesini engellemek amaciyla hizli bir sekilde altin kaplama
aparatina yerlestirilmis ve altin yiizeyler PVD teknigiyle tiretilmistir (Sekil 19). Bu teknikte
tungsten pota, %99,9 safliktaki altinin eritilerek buhar fazina ge¢isi icin gereklidir. Cam
slaytlara buhar fazina gecen altin atomlarini biriktirmek icin egik a¢1 biriktirme (OAD) metodu
kullanilmistir. Bu metod ayn1 zamanda anizotropik yapida ii¢ boyutlu (3D) altin nanogubuklarin
Olusumunu da saglamistir. Burada biriktirme acisini ayarlamak ig¢in basit ve ev yapimi bir
ekipman kullanilmistir. Kaplama 10° biriktirme agis1 (a), buhar basinc1 10 Torr, biriktirme
hiz1 0.1 A/s kosullarinda yapilmistir (Norouz Dizaji et al., 2021; Yilmaz, 2019; Yilmaz et al.,
2014).
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Sekil 19.(a) OAD isleminin sematik gosterimi, (b) altin biriktirildikten sonra bir yiizeyin optik
goruntisu (Yilmaz et al., 2014).

Bakterilerin Cogaltilmasi icin Besiyeri Hazirhg:

Stok bakterilerimizi ¢6zdiirmeden Once bakterilerin uygun kosullarda gelisimini

saglamak icin besiyeri ortami hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler Sekil 20°de 6zetlenmistir.

Bakterilerimizin kiiltiirlenmesi i¢in hazirladigimiz besin suyumuz su sekildedir:

v

D N N NN

<

Bir giin oncesinden -80 °C’de olan bakterilerimiz igin Nutrient Agar ile kati besiyeri
hazirlayarak dnceden otoklavlanmis petrilere ekim yapilmistir.

4 g Nutrient Agar tartilarak, uygun bir erlen igerisine alindi ve distile su ile total hacme
tamamlanmustir.

Homojen hale gecen karigimimizin agzi siki olmayacak sekilde aliminyum folyo ile
kapatilarak otoklav bant yardimiyla sabitlenip otoklavlanmistir.

Otoklav sonrasinda steril kabinimizin i¢ine dnceden otoklavlanmis petri kaplari, besiyeri,
pipet ucu ve geri kalan 6ze, bek alevi, alkol, pipeti yerlestirildikten sonra kabinimizi
calistirip ortam sterilize hale getirilmistir.

Otoklavlanan besiyeri petrilere esit sekilde dokiilerek katilasmasi igin bekletilmistir.
Katilagan besiyerlerine ¢oziinen bakterilerimiz vortekslenerek 100 ul alarak dagitilmistir.
Etrafi parafilm ile sarilan petriler 37 °C, 24 saat siirede inkiibasyona birakilmigtir.
Geligimini tamamlayan kati1 besiyerinde bulunan stok bakterilerimiz daha sonra sivi
besiyerine alinarak tek koloni halinde elde edilmistir.

S1vi besiyeri hazirlamak igin 1,25 g Nutrient Broth tartilmistir.

Tartilan Nutrient Broth uygun bir erlen icerisine alinmistir.
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Erlen igerisine alinan Nutrient Broth total hacme distile su ile tamamlanmustir.

Homojen oluncaya kadar ¢alkalayicida karistirilmigtir.

Homojen hale gegen karigimimizin agzini siki olmayacak sekilde aliiminyum folyo ile
kapatilarak otoklav bant yardimiyla sabitlenip otoklavlanmistir.

Otoklav sonrasinda steril kabinimizin i¢ine dnceden otoklavlanmis 15°lik falkon, besiyeri,
pipet ucu ve geri kalan 6ze, bek alevi, alkol, pipeti yerlestirdikten sonra kabinimizi ¢alistirip
ortamu sterilize hale getirilmistir.

Calismaya hazir hale gelen kabin igerisinde 9 ayr1 bakteri icin etiketleme yapilarak
besiyerleri falkonlara esit hacimde paylastirilmistir.

Besiyerleri paylastirildiktan sonra bir giin dncesinden kat1 besiyerine aldigimiz gelisimini
tamamlayan bakterilerimizden tek kolonileri kontrollii bir sekilde toplanarak sivi besiyerine
alinip, vortekslendikten sonra 37 °C, 16 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Logaritmik biliylime asamasindaki bakteri Ornekleri, bakteri iiremesi sirasinda olusan
metabolitleri ve safsizliklar1 uzaklastirmak i¢in 4000 rpm'de 5 dak santrifiijleme yoluyla
saflagtirilip, ii¢ kez steril izotonik salin tamponu ile yikanmistir.

Bakterilerin son konsantrasyonu, bir UV-vis spektrofotometre kullanilarak 0.5 McFarland'a

ayarlanmustir.

Sekil 20.(a) Nutrient Agar ve Nutrient Broth hazirlanmis hali, (b) Kat1 besiyerine ekimi

yapilmis koloni bakteri (c) Sivi besiyerine alimig bakteri 6rnegi.

SERS Sinyallerinin AliInmasi

Tez ¢aligmasinin bu asamasinda ise herhangi bir islem uygulanmamis bakteriler GNA

yliizey tizerine 5 ul olarak damlatilip ve kabin igerisinde kuruyuncaya kadar bekletilmistir (Sekil
21). Her bir sistemde Raman spektralart WITech alfa 300R Mikro Raman Mikroskopi sistemi

kullanilarak belirtilen deneysel kosullarda elde edilmistir: 785 nm lazer kaynagi, x50 objektif,

20 s uygulama siiresi, 1 um spot boyutu ve 10 mW lazer giicii ve 200—2000 cm™ dalga says1

aralig1. Boylelikle farkli sistemlerden alinan sinyaller karsilastirilarak planlanan SERS etkisinin
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mertebesi belirlenmistir. Elde edilen spektralara OriginPro 2019 yazilimi kullanilarak temel
diizeltme (baseline correction) islemi uygulanmistir. Spektralardan yiiksek sinyal siddetinde ve

yiiksek sinyal-giirtiltii (en az 10) 6zelliginde olanlar segilerek analizlenmistir.

Sekil 21. (a) Heniiz kullanilmamis GNA SERS substrati, (b) GNA yiizey iizerindeki damlatilan
ve kuruyan bakterilerin son hali, DAYTAM, Atatiirk Universite WITech alfa 300R Mikro
Raman Mikroskopi sistemi (c) (Yilmaz et al., 2014).

SERS Sinyallerinin Kemometrik Yontemler ile Analiz Edilmesi
On veri isleme

Kemometrik analizlerden once, elde edilen spektrumlar 6n isleme asamalarindan
gecirilmistir. Verilerin 6n isleme basamaklari, taban diizeltmesi (baseline correction),
diizgiinlestirme (smooth) ve normalizasyon (normalization) asamalarindan olusmaktadir. Bu

asamalar da kullanilan program ise OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics, Ettlingen, Almanya) dir.

Kemometrik Analizler

Kemometri, optimal kosullarda 6l¢iim icin gerekli olan prosediirleri ve deneyleri
tasarlamak veya segmek verileri analiz ederek maksimum kimyasal bilgiyi saglamak i¢in

kullanilan matematiksel, kimyasal ve istatiksel bir yontemdir(Kopec et al., 2022).

Kompleks ve karmasik SERS verilerinin boyutu diisiiriilerek daha anlasilir ve

yorumlanabilir hale getirilmektedir (Ryabchykov et al., 2019).

Gozetimsiz kemometrik analiz

Farkli bakterilerin alt sus tayini temeline dayanan bu tez kapsaminda SERS tespini
saglamak ve elde edilen verilerin dogrulugunu, giivenilirligini artirmaya yonelik ilk 6nce PCA
ve daha sonra HCA analizi Unscrambler 10.4 programi ile gergeklestirilmistir. Bu analizlerde
kullanilan 13 spektral veri 6n veri isleme asamasindan gegcirilerek elde edilen islenmis veriler

tizerinden 200-2000 cm! arasinda alinmustir.

PCA grafikleri yorumlamada temel kavramlar soyledir, x-y-z eksenlerine score plots
(puan grafigi) adi verilir. Puan grafigi 2D ya da 3D seklindedir. Bu grafiklerden alinan skor

degerleri ise biiyiikten kii¢iige dogru siralanmaktadir (Granato et al., 2018). HCA ile dendogram
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denilen bir agag elde edilir ve bu agacin dallarinin uzun veya kisa olmasi 6rnekler arasindaki

mesafeyi temsil etmektedir (Kowalski, 2008).

Gozetimli kemometrik analiz

PCA’ dan elde edilen veriler P.auroginosa, E.coli ve, S.aureus bakterileri arasindaki
ayrim yapilabilmektedir. ilk olarak her bakteri grubundan segilen iki spektrum ¢ikarilarak kor
test olarak belirlenmistir. Sonraki asamada ise, LDA, SIMCA ve SVM smiflandirma
algoritmalar1 ardisik bir sekilde kullamilmistir. Bu analizler de Unscrambler 10.4 programi
kullanilarak yapilmistir. LDA analizinde, elimizde hazir olarak bulunan PCA egitim seti her
ornek i¢in rastgele bir set olusturulmus ve bu sete gore analiz gergeklestirilmistir. SVM ise iki
smifi kesin olarak ayiran optimum simnir1 belirleyerek hem egitim setini hem de bilinmeyen
ornekleri dogru bir sekilde kategorize etmistir. Son olarak SIMCA'da ise her kategori PCA
kullanilarak bagimsiz olarak modellenmis ve farkli sayida temel bilesenle tanimlanmistir. Set
igindeki her smif i¢in temel bilesenlerin sayisi ¢apraz dogrulama ile belirlenebilmektedir. Bu
analiz 5 kez tekrar edilmis, ortalama dogruluk degeri elde edilmistir. Elde edilen veriler ise

tablolar halinde tek tek gosterilmistir.

ANOVA Analizi

PC yiikleme (loading) grafiklerine, pikin hangi noktada oldugunu belirlemek amaciyla
OriginPro 2022 programi kullanilarak pik tayini yapilmistir. Bant tayini ile noktasal atama
yapilabilmekte ve biyomolekiiler diizeyde analiz miimkiin olmaktadir. Her bir bakteri i¢in elde
edilen toplam 13 spektrumun ortalamasi OPUS 5.5 programi kullanilarak elde edilmistir. Bu
spektrum degerleri i¢in ayni asamalar takip edilerek pik tayini degerleri elde edilmistir. Elde
edilen verilere gore, atamalara karsilik gelen biyomolekiiller siki bir literatiir taramasi ile bir

sonuca ulastirilmistir. Bu sonuglar elde edilen verilerin yorumlanmasini miimkiin kilmistir.
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ARASTIRMADA ELDE EDILEN BULGULAR VE SONUC

GNA SERS Platformunun iiretimi ile ilgili elde edilen bulgular

Tez kapsaminda GNA platformu OAD yolu ile PVD cihaz1 kullanilarak tiretilmistir.
Elde edilen sistem i¢in Ornek bir SEM goriintiisii Sekil 22°de verilmistir. Buradan Au
nanoyapilarin anizotropik kolon seklinde 3D morfolojide iiretildigi agik¢a goriilmektedir. Bu
platform 1D ve 2D yapilara gore SERS aktivitesinde yiiksel ozgiilliikte avantajlar sunmaktadir.
Bu avantajlar ise, 3D yapr ile yiiksek yilizey alani ile analit molekiilii arasinda etkilesimin
arttirilmasi ve nano-anten etkileri (nano-antenna effect), ug-fokuslanma (tip-focusing) gibi
etkenlerle elektriksel alanin arttirilmasi seklinde 6zetlenebilir (Yilmaz et al., 2014). Yiiksek
elektriksel alan elektromanyetik zenginlastirme yoluyla yiiksek SERS aktivitesinin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir.

Sekil 22. PVD teknigi ve OAD yaklagimu ile iiretilen GNA yapilar icin SEM goriintiisii.

GNA ince filmlerinin plazmonik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in SEM goriintiileriyle
birlikte UV- vis absorpsiyon spektroskopisi kullanilarak 6l¢iim alinmistir. Spektrum, GNA
sistemlerinin 400 ila 600 nm arasinda genis bir absorpsiyon zirvesi sergiledigini ortaya
koymaktadir. Sonug olarak , GNA filmleri plazmonik 6zelligine bagli olarak optik karakter
gostermektedir (Yilmaz et al., 2015).
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Sekil 23. GNA platformu igin UV-vis absorpsiyon spektrumu.

Farkh Bakteri Suslarindan SERS Sinyallerinin Alinmasi

Farkli bakteri tiirleri arasinda dogru bir ayrim yapmak icin, ¢ok tutarli ve giiclii bir
sinyal- giiriilti oranina sahip bir SERS spektrum veri setinin eldesi olduk¢a onemlidir. Bu
boliimde, haritalama islemi yapilmadan 6nce dalga boyu ve lazer giicii gibi parametreler
optimize edilmistir. Boylece her bir bakteri tiirii ve alt suslari igin haritalama yapilmistir.
Bakterilerin bulundugu bolim sec¢ilmistir ve x-y yoniinde haritalama teknigi ile taranmustir.
Taranan her bir bolge i¢in 30 x 30 (900) spektrum elde edilmistir. Kullanilan substrat iizerinden
istenilen bakteri gruplar 10X ile bulunmustur. Bulunan bakteri topluluklar1 daha sonra 50X ile
tek tek belirlenerek istenilen Raman sinyalleri toplanmistir. Ornek olarak S.aureus 43300,
E.coli 2521 ve P.auroginosa 10145 suslarina ait 6rnek bir SERS spektrumu sirasiyla Sekil 24,

25 ve 26°da verilmistir. Benzer kalitede sinyaller diger bakteri suslari i¢in de elde edilmistir.
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Sekil 24. S.aureus 43300 alt susuna ait GNA yiizeyler iizerinden alinan 6rnek bir SERS
spektrumu.
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Sekil 25. E. coli 2521 alt susuna ait GNA ylizeyler {izerinden alinan 6rnek bir SERS
spektrumu.
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Sekil 26. P.auroginosa 10145 alt susuna ait GNA yiizeyler iizerinden alinan 6rnek bir SERS
spektrumu.
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Bakterilerin Alt Suslarindan Elde Edilen SERS Verileri ve Kemometrik Analizler

Bu tez ¢aligmasinda yapilacak olan kemometrik analiz i¢in, haritalanan bakterilerin ortalama
spektrumlart alinmistir. Alinan spektrumlar her bir bakterinin alt susu icin 6n islem
asamalarindan ge¢mistir. Bu asamadan gegen bakterilerden sinyal siddeti en yiiksek olan 12
adet spektrum secilmistir. Tez kapsaminda elde olan {i¢ bakterinin alt suslar1 arasindaki ayrim
yapmanin ne derece miimkiin oldugu ve bu ayrimin dogrulugunun desteklenmesi i¢in gdzetimli

ve gozetimsiz analizler uygulanmistir.

Gozetimsiz Kemometrik Analizler

Veriler ile degiskenler arasindaki iligkiyi kurmak i¢in genellikle gdzetimsiz kemometrik
analizler kullanilir. Makine 6grenme teknikleri veri kiimeleri arasindaki iliskileri, benzerlikleri
veya farkliliklar1 belirlemek icin siklikla gézetimsiz korelasyonlar1 siklikla kullanilir. Son
zamanlarda SERS tabanli bakteri tanimlamasi iizerine yapilan calismalarda, SERS spektrum
varyasyonlarinin incelenmesiyle PCA ve HCA'min g¢esitli mikroorganizmalar1 basariyla
tanimlayabilecegi gosterilmistir. Gozetimsiz analizlerde en fazla kullanilan PCA” dir. Bunun
nedeni, PCA’nin spektral veri setini diislirerek benzersiz spektral belirte¢lerin tanimlanmasina
olanak saglamasidir (Norouz Dizaji et al., 2021). Boylece 6n isleme basamaklarindan gegmis
her bir bakteri ve o bakterinin alt susuna bu analiz uygulanmistir. PCA analizinde birbirine
benzeyen ya da benzerlik gosterenler bir grupta farklilasanlar ise ayr1 gruplarda yer almaktadir.
Bu ayrimin oldugu gruplarda PCA skor grafigi, PC1 ve PC2 i¢in PCA yiikleme grafikleri ve S.
aureus, P. aeruginosa ve E. coli suslari igin HCA dendrogramu sirasiyla Sekil 27, 28 ve 29°da
gosterilmistir. Uzerinde c¢alisilan bakterilerin 3D skor grafikleri Sekil 27a-28a-29a° da
gosterilmistir. Bu grafikler ile PC1, PC2 tam ¢apraz dogrulama (full cross-validation) metodu
kullanilarak elde edilmistir. PC’ler temel bilesenler arasindaki farkliligi gostermektedir. PC1
en belirgin degisken grubu temsil ederken PC2 en degisken ikinci grubu temsil etmektedir.
Sekil 27a-28a’ da gorildigl iizere tiim bakteriler birbirinden yiiksek varyasyon ile
ayrilmaktadir. Fakat Sekil 29a (E. coli) 'a bakilacak olursa varyasyon oraninin digerlerine gére
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Yani ayrimin yeteri diizeyde olmadigin1 gostermektedir.
S.aureus i¢in PC1+PC2 skor toplaminin %92, P.auroginosa i¢in %70 ve E.coli igin ise % 63
varyasyon degeri elde edilmistir. Bu varyasyon degeri suslar kategorize etmek i¢in yeterli
oldugu sonucunu vermektedir. Yiikleme grafikleri ve HCA grafikleri de Sekil 27-28-29 b-c’de
verilmistir. PCA sonucunda elde edilen sonuglarin dogrulugunu artirmak icin de HCA

yapilmistir. Ayrimin dogrulugunu ifade eden dendogram grafigi elde edilmistir (Sekil 27¢-28c-
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29c¢). Bu dendogram haritasina gore ii¢ ayr1 grup bakteri susunun kiimeler halinde yiiksek
ozgiillikle ayrildigini gostermektedir. Yani dendogram grafiginin ayni dalinda olan ve bakteri
suslariyla benzerlik gostermektedir ve bu da grafikte birbirine daha yakin konumlandirilmistir.
Aralarindaki mesafenin az oldugu goriilmektedir. Farkli bakteri suslar1 daha uzakta
konumlandirilmistir ve aralarindaki mesafenin daha fazla oldugu goze carpmaktadir. Boylece
bakteriler suslariyla beraber degistikce dendogram grafindeki uzaklik ve kiimelenmede

mesafeler ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.
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c
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-------- tance

Sekil 27. S.aureus i¢in toplanan SERS spektral verilerinin denetimsiz kemometrik analizi.
(a) PCA skor grafigi (b) PC1 ve PC2 i¢in PCA yiikleme grafigi (c) HCA dendogram grafigi
gosterimi.
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Sekil 28. P.auroginosa i¢in toplanan SERS spektral verilerinin denetimsiz kemometrik
analizi. (a) PCA skor grafigi (b) PC1 ve PC2 i¢in PCA yiikleme grafigi (c) HCA dendogram
grafigi gbsterimi.
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Sekil 29. E.coli igin toplanan SERS spektral verilerinin denetimsiz kemometrik analizi. (a)
PCA skor grafigi (b) PC1 ve PC2 i¢in PCA yiikleme grafigi (¢c) HCA dendogram grafigi
gosterimi.
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Gozetimli Kemometrik Analizler

Gozetimsiz kemometrik analizlerden elde edilen bulgular baz alinarak 6rnek gruplari
arasindaki PCA ve HCA’dan elde edilen bulgulara gore siniflandirmay1 tespit etmek ve
dogrulugunu kontrol etmek i¢in dogrusal ve dogrusal olmayan gozetimli kemometrik analiz
yontemler kullanilmistir. Elde edilen bu veriler kullanilarak her 6rnek grubu bakterisi igin
egitim setleri ile egitim modelleri olusturulmaktadir. Test setleri rastgele segilen test seti
verileri, hangi sinifta yer aldig1 siniflandirma modelleri kullanilarak belirlenmistir. Gézetimli
analizler, daha hassas ve kesin sonug vermektedir. Boylece Sekil 30-31-32” her bir bakteri igin
olusturulan 12 spektruma sahip egitim seti (toplam 36 spektrum) ve LDA grafikleri
gosterilmektedir. LDA, smiflar aras1 ayrimi géstermektedir. S.aureus ve P.auroginosa suslari
icin %100’liik bir siniflama dogrulugu elde edilmistir (Sekil 30-31). Ancak, E.coli suslar1 i¢in
ayni durum s6z konusu degildir. Bu bakteri susu i¢in elde edilen dogrulama oran1 % 96,97 dir.
Bu da diger iki bakteri susuna gore diisiik oranda bir ayrim oldugunun gostergesidir. Tablo Ek
1-3’de oOzetlenen egitim veri kiimelerinin tahmini ve Ongdriilen matris tablosu ile
dogrulanmistir. Tiim S.aureus ve P.auroginosa kendi bulunduklar1 gruplar igerisinde dogru bir
sekilde kategorize edilirken (Ek Tablo 1-2) bazi E.coli suslar1 kategorize edilememistir (EK1
Tablo 3). Bu durumda elde edilen veriler LDA analizinin hassasiyet ve dogrulunu da destekler
niteliktedir. Fakat bu yontemin gilivenilirligini kanitlamak amaciyla SVM ve SIMCA
analizlerine de basvurulmustur. Ayrica bakteri suslar1 i¢in tiim dogrulama test drneklerinin

siiflandirma tablosu Ek Tablo 4-6 ’da verilmis ve ilgili siniflara dahil edildigi gésterilmistir.

Siniflandirma

ﬂ (oo us
S.aureus 43300.

S.aureus 43300
$

% S.aureus 6538
g
9 Dogrusal Diskriminant Analizi (LDA) S aureus 25922
2y Dogruluk: 100%
Kategori: 3
o Kullanilan Metot: Dogrusal
2o Hedeflenen: 3 Bilegen

%o 25 o 65 o b5 S0 s ] s o 25 2 s 79 s @ & o

S.aureus 25922

Sekil 30. S.aureus icin elde edilen LDA grafigi.
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Sekil 31. P.auroginosa i¢in elde edilen LDA grafigi.

Dogrusal Diskriminant Analizi (LDA)

Siniflandirma

E. coli 2521

o Dogruluk: 96,97%
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ui, E.coliK4
s
E.Coli2521
o
5
S
Sp g g g 3 h] 3g Bg By g2 3y 25 25 Py & ] 78 “Tg g Ta ‘7o g g ad 2

Sekil 32. E.coli i¢in bakterisi i¢in elde edilen LDA grafigi.

yiiksek varyasyona sahip olmakla beraber S.aureus, P.auroginosa ve E.coli suslarinin
birbirlerine olan wuzakligini ve bu bakteri suslarinin kendi aralarindaki benzerligi
gostermektedir. LDA’nin aksine bu yaklasim, bakteri suslar1 arasindaki ayrismadan ziyade
bakteri suslar1 arasindaki benzerlikler ve farkliliklara odaklanmaktadir. Modeller arasindaki en
onemli fark, sus gruplarinin birbirinden anlamli bir sekilde ayrilmasidir. Elde edilmis olan PCA
sonuglarina gore olusturulan her bakteri susunun PCA egitim modeli Sekil 33°te gdsterilmistir.
Sekil 33a grafiginde S.aureus 43300 ve S.aureus 6538 PCA modellerinin S.aureus 25922
modeline olan uzakligin1 géstermektedir. Y ekseninde bulunan model mesafe yiizde degerinin

3’ten biiyiik olmasi bakteri suslarmin birbirinden iyi ayrildigin1 gostermektedir. 11k grafigimiz
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sonucu ayrimin basarilt bir sekilde gerceklestigini ortaya koymaktadir. Diger grafiklere
bakildig1 zaman (Sekil 33b-33c¢) ise, test ornekleri ( grafikte sar1 ile gruplandirilmis alan)
rastgele segilmistir. Elde edilen %5 ornek-sinif iiyeligi degeri ise ayrimin basarili oldugunu
gostermektedir. Bu da %100 dogrulukla ayrimin yapildigini géstermektedir. Kisaca Sekil 34-
35 igin de aym1 seyleri ifade etmek miimkiindiir. Sekil 34’ te de P.auroginosa alt suslar1 i¢in
test ornekleri rastgele secilmistir ve sart renk ile gosterilmistir. Bu bakteri susumuzda da
ayrimin basarili oldugu ve elde edilen degerin %5 olmasi1 ayrimin kaliteli ve bagarilt oldugunu
ortaya koyan %100 dogruluk degeri ile gosterilmistir. Bu siniflar i¢in %5 ornek-siif tiyeligi
analizi (Sekil 33b-34b i¢ kisimlarinda yer alan tablo) tiim test siniflarmin ilgili siniflara
ayriminin basarili oldugunu gostermektedir. Sekil 35” te de E.coli alt suslarinin 6rnek-simnif
analizlerine bakildigi zaman tiim bakteri susu gruplarindaki uyumsuzluk ortaya ¢ikmuistir.
Bunun nedeni olarak ilk iki PC skorunun diger bakteri suslarina nispeten daha diisiik olmasina
ve PCA’ da gozlemlenen zayif varyans degerine dayandirilmaktadir (Sekil 29). PCA ve HCA
gibi gézetimsiz analizler {i¢ tiir bakteri suslar1 i¢in ikna edici sonuglar verse de gozetimli
analizler E. coli suslarinda karisiklik oldugunu ortaya koymaktadir. Boylece elde edilen verilere
gore modeller arasindaki mesafe (Ek Tablo 13-15) ve egitim setinin uzaklik matrisi (Ek Tablo

16-18) tiim test 6rneklerinin kendi siniflarinda siniflandirildigini géstermektedir.
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Sekil 33. S.aureus suslari icin yapilan SIMCA analizi. S.aureus 43300 ve S.aureus 6538’in
PCA modellerinde (a) S.aureus 25923’tin PCA Model mesafesine olan uzaklhigi (b) S.aureus
43300 — S.aureus 25923 (c) S.aureus 6538 gruplarinin test 6rnekleriyle Cooman grafigi.
Grafigin i¢ kisminda dogrulama test 6rneklerinin siniflandirma tablosu gosterilmektedir.
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Sekil 34. P.auroginosa suslari i¢in yapilan SIMCA analizi. P.auroginosa 27853 ve
P.auroginosa 9027’in PCA modellerinde (a) P.auroginosa 10145’tin PCA Model mesafesine
olan uzaklig1 (b) P.auroginosa 27853 — P.auroginosa 10145 (c) P.auroginosa 9027 gruplarinin
test Ornekleriyle Cooman grafigi. Grafigin i¢ kisminda dogrulama test orneklerinin
siniflandirma tablosu gosterilmektedir.
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Sekil 35. E.coli suslari i¢in yapilan SIMCA analizi. E.coli 29922 ve E.coli K4’in PCA
modellerinde (a) E.coli BAA-2523"iin PCA Model mesafesine olan uzakligi (b) E.coli 29922
— E.coli BAA-2523 (c)ve E.coli K4- E.coli BAA-2523 gruplarinin test 6rnekleriyle Cooman
grafigi. Grafigin i¢ kisminda dogrulama test 6rneklerinin siiflandirma tablosu
gosterilmektedir.

Son denetimli makine Ogrenim analizi olan SVM, iki spektral aralikta
gerceklestirilmistir. Yiikleme grafiginde en iyi varyansa sahip spektral noktalar incelenmistir.
Bu spektral noktalardaki SVM siiflandirma modeli her bir bakteri susu i¢in su sekildedir; S.
aureus i¢in 1264-1527 cm™!, P.auroginosa igin, 866-1577 cm™! ve E.coli i¢in 919-1626
cm~! seklindedir. Dogruluk, egitim veri setleri igin Onerilen tahmin matris tablolar ile
dogrulanmistir. (EK Tablo 7-9). Ayrica dogrulama test 6rnekleri ise (EK Tablo 10-12) ilgili

smiflarda oldugu verisini bize sunmaktadir. E.coli i¢in farklilagsmanin, yapilan LDA ve SVM
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analizlerinin nasil gerceklestigi ile dogrudan iliskilidir. Ciinkii LDA analizi, spektral verilerin
tamamini kullanirken, SVM analizinde ilk olarak yapilan PCA analizindeki yiiksek varyansa
sahip bantlar kullanilmistir. Bu durumda bize LDA analizinin, SVM analizine gére daha 6zgiin
bir ayrim yaptigi verisini sunmaktadir. Bu incelemede, spektral araliklar, yiikleme

spektrumlarindaki (Sekil 39a- 41a) ayrimin en yogun oldugu bant bilgileri ile de eslesmektedir.

Siniflandirma
J’”o
Jal)g
?500
20g,
S.aureus 6538
p 2
8,’_ % Destek Vektor Makine Siniflandirmasi (SVM)
5, Kullanilan Metot: Dogrusal
7
-~ % Kategoriler: 3
Egitim Dogrulugu: 100%
%o S.aureus 25922 Validasyon Dogrulugu: 100%
o
% S.aureus 43300
0
oy %y Ty O 09 0 0 Yo 0 %0 %0 %9 %0 09, 10y 720, ", "0, "Sop 605 0, 0, %0, %0, %70, %0, %, %0, %0,
1264.21

Sekil 36. S.aureus suslari icin SVM siniflandirma grafigi.

Siniflandirma
g Destek Vektor Makine Siniflandirmasi (SVM)

25 Kullanilan Metot: Dogrusal
. P. aeruginosa 27853 _ Kategoriler: 3
Egitim Dogrulugu: 100%
e Validasyon Dogrulugu: 100%

1577.003

25| P Aeruginosa 10145

P. Aeruginosa 902

866.3708

Sekil 37. P.auroginosa suslari i¢in SVM siniflandirma grafigi.
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siniflandirma

E.Coli K4
! ’ Destek Vektor Makine Siniflandirmasi (SVM)
7 Kullanilan Metot: Dogrusal
% Kategoriler: 3
E Egitim Dogrulugu: 100%
2r Validasyon Dogrulugu: 100%

1626.012

E.Coli29922
E.Coli 2521

919.7043

Sekil 38. E.coli suslart icin SVM siniflandirma grafigi.

One- Way ANOVA Analizi

Anova, bir 6rneklemdeki grup ortalamalarinin birbirinden nasil farklilastigini incelemek
icin kullanilan istatiksel bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda analizin temel amaci, suslarina gore
ayrilan bakterilerin biyokimyasal degisikliklerini saptayarak bu ayrimin nelerle iliskili
oldugunu agikliga kavusturmaktir. Analizin ilk agsamasinda, PC yiikleme grafiklerinin hangi
noktada oldugunu OriginPro 2022 programi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 39a-41a).
Buradan elde edilen piklerin hangi biyomolekiilii temsil ettigi Tablo 4-6’da gosterilmistir. Bu
tablolarda toplam PC1 degerleri de gosterilmektedir. Calisilan bantlardaki bakteri suslarindan
alinan ortalama spektrumlarin konumlar1 belirtilmistir (Sekil 39b-41b). Her bir bakteri susuna
ait ortalamasi alinan spektrumlar kullanilarak ise one-away ANOVA analizi yapilmistir (Sekil

39c-41c).

PC yiikleme grafigi bantlarinin PC’ler {izerindeki etkisini degerlendirmek igin bant
konumu ve bu banlar i¢in bant atamasini gerceklestirilmistir (Tablo 4-6). Tez kapsaminda her
bir susun protein bilesiminde varyasyonlarin varligin1 gosterilmistir. Boylece hiicre duvari ve
zarindaki kiiciik farkliliklar bile Raman bandinda goriilebilir. Gram pozitif bakterilerde kalin
bir peptidoglikan tabasi olusturan hiicre duvari, beta-laktam antibiyotiklerin hedefledigi bir
yapidir ve antibiyotik direnci kazandiran suslarda yapisal farkliliklara sebebiyet vermektedir
(Rohde, 2019). Bant profilleri biyomolekiillerde ve hiicresel bilesenlerde meydana gelen
degisiklikler nedeniyle degismektedir (Tablo 4-6). Gram negatif bakterilerin (E.coli ve
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P.auroginosa) suslarinda hiicre duvari yapisi Gram pozitif bakteri (S.aureus) suslarindan
oldukga farklidir. Bu bakterilerin peptidoglikan tabakasinin yani sira periplazmik boslukta
toksin igerebilmektedir (Gan et al., 2008; Wientjes et al., 1991). Bundan dolay1, bu 6rneklerden
elde edilen SERS bant profilleri oldukga farklidir (Tablo 4). Firsat¢1 bir patojen olan ve ayni
zamanda da antibiyotige direngli olan P.auroginosa dis hiicre duvari yapisinda dis membran
vezikiiller (OVM’ler) oldugu bilinmektedir (Asokan et al., 2019; Suh et al., 2024). OMV'ler ,
patogenez , antibiyotik direncinin transferi ve hiicre i¢i algilama molekiillerinin paketlenmesi
yoluyla sinyallemeden sorumludur (Choi et al., 2011) (Tablo 5). Tiim suslar arasinda en belirgin
degisim E.coli 29922 i¢in oldugu gorilmistiir. Bu sus, diger iki susta bulunan niikleik asitler,
proteinler, karbonhidratlarla ilgili kimyasal yapilardan yoksun oldugu saptanmistir (Tablo 4-5).
Bu kimyasal yapilar, Sitozin, urasil (halka gerilmesi) (niikleik asitler), tirozin, glikozidik bagin
C-O-C gerilmesi (sakkaritler), v(C-N), v(C-N), phe/prolinden -HC-H diizlem i¢i deformasyon,
Karbonhidratlar C-C, C-O, -C-OH, olarak karsimiza c¢ikmaktadir ve bu bakteride
goriilmemistir. Diger suslardan farkli olarak biyokimyasal i¢erikteki ¢esitliligin sebebi biyofilm
tiretimi olarak kasimiza ¢ikmaktadir. Ayrica E.coli BAA 2325 susu karpabenemaz iiretir ve
ertapeneme de direnglidir (Madkour et al., 2017) (Tablo 6).
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Sekil 39. S.aureus suslari icin tepe noktasi atamalari, atamalara karsilik gelen biyomolekiiller.
(@) PC1 yiikleme grafigi (b) her bir bakteri susu ic¢in alinan Raman spektrumlart (c)
biyomolekiillere kargilik gelen atamalar i¢in yapilan one- way ANOVA
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Sekil 40. P.auroginosa suslari i¢in tepe noktasi atamalari, atamalara karsilik gelen
biyomolekiiller. (a) PC1 yiikleme grafigi (b) her bir bakteri susu i¢in alinan Raman spektrumlari
(c) biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in yapilan one- way ANOVA
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Sekil 41. E.coli suslar1 igin tepe noktas1 atamalari, atamalara karsilik gelen biyomolekiiller. (a)
PC1 vyiikleme grafigi (b) her bir bakteri susu icin almman Raman spektrumlart (c)
biyomolekiillere karsilik gelen atamalar i¢in yapilan one- way ANOVA.

Tablo 4. Staphylococcus aureus'un alt suslar1 (25923, 43300 ve 6538) igin PC yiikkleme
grafiklerinden elde edilen PC-1'den toplanan varyanslar ve bant atamalari.

PC
. . <l
Yiiklemeleri (cm) Varyans (%) Biyomolekiil Referans
PC-1
(Kahraman et al., 2009;
1242 91.68 Amid 111 (protein) Norouz Dizaji et al., 2021)
(Kahraman et al., 2009;
1264 96.08 Amid 111 (protein) Norouz Dizaji et al., 2021)
1323 91.6 CHa/CHz titresim modlari-adenin  (Galli et al., 2015; R. Wang &
(niikleik asitler) Luo, 2022)
1376 83.8 CH deformasyon proteinler veya  (Colnita et al, 2017;
v§(_COO") deformasyon Kahraman et al., 2009)
(Kahraman et al., 2009;
. i .. Norouz Dizaji et al., 2021;
1490 89.29 Amid Il (protein) ve Lipid Picciolini et al., 2015)
(Kahraman et al., 2009;
. . Norouz Dizaji et al., 2021;
1507 84.43 Amid Il (protein) Picciolini et al., 2015)
(Kahraman et al., 2009;
. i .. Norouz Dizaji et al., 2021;
1527 92.65 Amid Il (protein) ve Lipid Picciolini et al., 2015)
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1562

1577

96.03

95.5

Triptofan; ekzopolisakkaritler

Amid | (protein)

(de Siqueira e Oliveira et al.,
2012; Harz et al., 2005; Paret
etal., 2010)

(Ciobota et al., 2010, Harz et
al., 2005)

Tablo 5. Pseudomonas auroginosa suslar1 (27853, 10145 ve 9027) i¢in PC yiikleme
grafiklerinden elde edilen PC-1'den toplanan varyanslar ve bant atamalari.

PC Yiiklemeleri
(cm?)

PC-1

1154

1170

1195

1225

1254

1290

1339

1366

1427

1455

Varyans (%)

72.72

7523

60.33

90.44

89.66

91.23

78.40

76.53

89.68

91.12

Biyomolekiil

v(C-C) ve
proteinler  veya
lipitlerde iskelet

v(C-C) ve
proteinler  veya
lipitlerde iskelet

L-Triptofan

Amid II1 (protein)

Amid 11 (protein)

Lipidler

C—H band (protein)

C—H band (protein)

Lipidler

Lipidler

56

v(C-N)
v(C-C)

v(C-N)
v(C-C)

Referans

(Andrei et al., 2021)

(Andrei et al., 2021)

(Paret et al., 2010, Snezzana
Miljani¢, Leo Frkanec, Tomislav
Biljan, 2007)

(Ciobotd et al., 2010; Colnita et
al., 2017; Harz et al., 2005; Tahir
et al., 2021)

(Laucks et al., 2005; Paret et al.,
2010; Snezzana Miljanié, Leo
Frkanec, Tomislav Biljan, 2007;
Tahir etal., 2021)

(Colnita et al., 2017; Snezzana
Miljani¢, Leo Frkanec, Tomislav

Biljan, 2007)

(Harz et al., 2005; Laucks et al.,
2005)

(Ciobotd et al., 2010; Harz et al.,
2005; Laucks et al., 2005)

(Colnitaetal., 2017, Laucks et al.,
2005; Snezzana Miljani¢, Leo
Frkanec, Tomislav Biljan, 2007;
Tahir etal., 2021)

(Snezzana Miljani¢, Leo Frkanec,
Tomislav Biljan, 2007; Tahir et
al., 2021)



1463

1504

1555

1577

91.26

85.57

71.95

68.82

Lipidler

v(COH) oligosakkarit

Amid Il (protein)

Amid Il (protein)

(Snezzana Miljani¢, Leo Frkanec,
Tomislav Biljan, 2007; Tahir et
al., 2021)

(Ciobotd et al., 2010; de Siqueira
e Oliveira et al., 2012; Norouz
Dizaji et al., 2021)

Harz et al., 2005; Tahir et al.,
2021; R. Wang & Luo, 2022)

(Harz et al., 2005; Tahir et al.,
2021; R. Wang & Luo, 2022)

Tablo 6. Escherichia coli suslar1 (BAA-2523, 29922 ve K4) igin PC yiikleme grafiklerinden
elde edilen PC-1'den toplanan varyanslar ve bant atamalari.

PC
Yiiklemeleri (cm™)

PC-1

856

886

919

1212

1269

1295

Varyans(%)

66.31

65.41

63.71

73.82

89.18

84.89

Biyomolekiil

v(C-C)

C-O-C glikozidik
gerilme baglant

(sakkarit)

v(C-N)

Amid Il (protein)

C—N/ N-H gerilme (amid I1)

=CH (lipid) veya amid IlI (protein)

57

Referans

(de Siqueira e Oliveira et al.,
2012; Kahraman et al., 2009;
Paret et al., 2010)

(Kahraman etal., 2009; R. Wang
& Luo, 2022)

(Ciobota et al, 2010, de
Siqueira e Oliveira et al., 2012;
Kahraman et al., 2009; Norouz
Dizaji et al., 2021; R. Wang &
Luo, 2022)

(Ciobotd et al., 2010, Kahraman
et al., 2009; Norouz Dizaji et al.,
2021; R. Wang & Luo, 2022)

(Chao & Zhang, 2012; de
Siqueira e Oliveira et al., 2012;
Kahraman et al., 2009; Norouz
Dizaji et al., 2021)

(Kahraman et al., 2009; Laucks
et al., 2005)



1306

1340

1360

1454

1546

1626

84.75

83.84

80.14

50.02

44.05

49.28

=CH (lipid) veya amid Il (protein)

Yag asitlerinden ve protein
deformasyonundan CH2 ve CHS3;
N-H gerilmesi (amid 1ll); C-C
gerilmesi; A G(halka solunumu)

C—H band protein

CH2 and CHzs deformasyon lipid ve
proteinler

Amid 11

Amid |
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(Kahraman et al., 2009; Laucks
et al., 2005)

(de Siqueira e Oliveira et al.,
2012; Kahraman et al., 2009;
Picciolini et al., 2015; R. Wang
& Luo, 2022)

(de Siqueira e Oliveira et al.,
2012; Kahraman et al., 2009)

(Ciobota et al, 2010; de
Siqueira e Oliveira et al., 2012;
Kahraman et al., 2009; Norouz
Dizaji et al., 2021; Picciolini et
al., 2015)

(Norouz Dizaji et al., 2021; R.
Wang & Luo, 2022)

(Ciobotd et al., 2010; Kahraman
et al., 2009; Norouz Dizaji et al.,
2021; R. Wang & Luo, 2022)



SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda elde edilen bulgular su sekilde 6zetlenebilir,

» Bakteriler besi suyu i¢inde inkiibasyona birakilarak saf koloni elde edilmistir.
GNA etiketsiz SERS platformu PVD teknigi kullanilarak iiretilmistir.
Elimizde hali hazirda bulunan bakteriler ile SERS platformu kombinlemistir.
SERS platformu ile kombinlenen bakterilerden spektrumlar toplanmistir.

Bu spektrumlardan sinyal siddeti yiiksek olanlar toplanmistir.

YV V. V VYV V

Bu spektrumlardan, hassas, gilivenilir bir sonu¢ alabilmek i¢in bazi analizler

uygulanmaistir.

» Yapilan analizler sonucunda elimizde olan {i¢ bakteri alt suslarindan basariyla
ayrilmustir. Fakat E.coli icin istenilen diizeyde bir ayrima ulasilmamustir. iki
bakteri ve alt suslar1 i¢in %100 ayrim elde edilmistir.

» Bakteri suslarinin ayriminda piklere karsilik gelen biyomolekiiller tan1 edilmistir

ve bu biyomolekiillere karsilik gelen bantlara atamalar yapilarak yapilan analiz

daha anlaml hale getirilmistir.

Sonug olarak, ¢alisilan E.coli, S.aureus ve P.auroginosa bakterilerinin alt suslarini
GNA cetiketsiz SERS platformunun iizerinden sinyalleri alarak calismanin
ozgilligini ve hassasiyetini artiracak birtakim analizler uyguladik. Bu analizler
gozetimli ve gozetimsiz kemometrik analizlerdir. Bu analizlerden gozetimsiz analiz
olan PCA ve HCA analizinden S. aureus i¢in %92, P. auroginosa i¢in %70 ve E.coli
icin de %63’liikk PC skor degerleri elde edilmistir. Bu sonuca gore P. auroginosa ve
S. aureus kendi i¢inde ve aralarinda basarili bir sekilde ayrildigi sonucuna
varilmistir. Fakat E. coli igin ayn1 verileri elde etmek miimkiin olmamustir. Béylece
denetimli ve denetimsiz analizlerin SERS sistemi ile kombinlemesi, SERS
yaklagiminin bakteri tespiti i¢in ideal bir biyosensor sistemi oldugunu ortaya

koymaktadir.
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