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Abstract

Giris: Streptococcus pneumoniae, yaygin ve bulasici hastaliklara neden
olan bir patojen olup, ézellikle yasamin ilk iki yilindaki bebek, cocuk ve
yaslilar icin ciddi bir kiiresel halk sagligi tehdidi olusturmaktadir. S. pneu-
moniae, 6zellikle cocuklarda olmak tizere yetiskinlerin de nazofarenksin-
de kolonize olabilen bir bakteri olup; akut orta kulak iltihabi, solunum
yolu enfeksiyonlari ve hatta yasami tehdit edebilecek dlizeyde invaziv
enfeksiyonlara (sepsis ve menenijit gibi ciddi klinik tablolara) yol acabi-
lir. S. pneumoniae'nin serotiplendirilmesi, 6zellikle enfeksiyon yonetimi,
epidemiyolojik calismalar ve asi gelistirmede kritik bir rol oynar. S. pneu-
moniae'nin bilinen ylizden fazla farkh serotipi vardir. Her serotipin ise
farkli patojenitesi, yayginligi, bulasiciligi ve antimikrobiyal direng kalip-
lari vardir. Mevcut asilarin kapsadigi serotiplerin toplumdaki yayginligini
izlemek ve gelecekte gelistirilmesi gereken asilari planlamak icin serotip
dagilimini anlamak énemlidir.

Gerec¢ ve Yontemler: Tium bu konular géz 6niinde bulundurarak, bu
calismada; Fourier Donlisimlu Kizilotesi-Zayiflatiimis Toplam Yansima
(FTIR-ATR) spektroskopisi cihazi kullanilarak, pnédmokok serotiplendirme
calismasi gerceklestirebilmek icin hizli, uygun maliyetli bir analiz yontemi
gelistirilmesi amaclamistir. Bu dogrultuda, Halk Saghgi Genel Midurli-
glinden dort farkli S. pneumoniae izolati (serotip 3, serotip 19A, serotip
23B ve serotip 9L) temin edilmistir. Ekimi yapilan bakteri izolatlari %5 kar-
bondioksit atmosferinde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra,
bu kdltur 6rnekleri Shimadzu FTIR-ATR cihazi kullanilarak analiz edilmis
ve serotip kutliphanesi olusturmak icin bir yontem gelistirilmistir.

Objective: Streptococcus pneumoniae is a pathogen that causes
widespread and contagious diseases and poses a serious global public
health threat, especially for infants, children and the elderly in the first
two years of life. S. pneumoniae is a bacterium that can colonize the
nasopharynx of adults, especially children, and can cause acute otitis
media, respiratory tract infections and even life-threatening invasive
infections (serious clinical conditions such as sepsis and meningitis).
Serotyping of S. pneumoniae plays a critical role especially in infection
management, epidemiological studies and vaccine development.
There are more than one hundred known serotypes of S. pneumoniae.
Each serotype has different pathogenicity, prevalence, infectivity
and antimicrobial resistance patterns. Understanding the serotype
distribution is important for monitoring the prevalence of serotypes
covered by existing vaccines in the community and for planning future
vaccines.

Material and Methods: Considering all these issues, this study aimed
to develop a rapid and cost-effective analysis method for pneumococcal
serotyping using Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflection
(FTIR-ATR) spectroscopy. For this purpose, four different S. pneumoniae
isolates (serotype 3, serotype 19A, serotype 23B and serotype 9L) were
provided by the General Directorate of Public Health. Cultivated bacterial
isolates were incubated at 37 °C in a 5% carbon dioxide atmosphere for
24 hours. Then, these culture samples were analyzed using Shimadzu
FTIR-ATR device and a method was developed to create a serotype library
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Bulgular: Farkli S. pneumoniae izolatlarinin FTIR-ATR spektrumlarindan
elde edilen sonuglarina gére, 3100 ile 950 nanometre arasindaki pikler
S. pneumoniae bakterisinin serotiplendirilmesine olanak saglayabilecek
farkli bolgelerine aittir. Clinkl bu bolgelerdeki pikler her serotipin ken-
dine 6zgl parmak izini sunabilecek karbonhidrat, lipid, nikleik asit ve
proteinlerine aittir.

Sonug: Analiz edilen tim verilerdeki pikler arasindaki degisimler minimal
oldugundan, yéntemlerin serotipleri ayirt edebilme konusunda duyarli-
hginin sinirl kaldigr gérilmiistiir. Ote yandan elde edilen verilerin ana-
lizlerinde spektrumlarin ortismesi, yontemin yiiksek tekrarlanabilirligine
isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus pneumoniae, bakteriyel enfeksiyon,
FTIR-ATR, serotipleme, kiitliphane hazirlama

Giris

Streptococcus pneumoniae, gram pozitif ve hiicre disi bir
patojendir. Baslica yayillimi damlacik yoluyladir (1). S. pneumo-
niae; otitis media, sinuzit, bakteriyeminin eslik etmedigi pno6-
moni gibi invaziv olmayan pnémokok enfeksiyonlarina yol
acabilecegi gibi mortalite riski yuksek invaziv enfeksiyonlara
da neden olabilmektedir. Sepsis, menenjit ve bakteriyemik
pndémoni bu ciddi tablolar arasinda yer almaktadir (2). inva-
ziv pndmokok hastaligi, dncelikle bes yas alti cocuklar, 65 yas
Ustu bireyleri ve komorbiditeleri olan ya da bagisiklik sistemi
baskilanmis kisileri etkilemektedir (3,4).

Serotip, bir mikroorganizmanin yiizeyinde bulunan antije-
nik yapilara (genellikle polisakkarit veya proteinler) gére sinif-
landirilmasidir. Ayni tir icindeki farkli suslarin, bagisikhk siste-
mi tarafindan farkli sekillerde taninmasini saglayan bu yuizey
antijenleri temel alinarak yapilan bu siniflandirma, 6zellikle
ast gelistirme, epidemiyolojik takip ve tani acisindan biyik
onem tasimaktadir (5). Bakteri hiicresini cevreleyen polisak-
karit kapsil, S. pneumoniae’nin baslica viriilans faktoru olup
serotipinin belirlenmesini saglar. Her serotip, yapisal olarak
farkli kapsiiler polisakkaritlere sahiptir; bu da onlar antijenik
olarak farkli kilar. Giiniim{iizde 100'den fazla farkli pnomokok
serotipi tanimlanmistir (6). Bu serotiplerin dagiliminin izlen-
mesi; yerel epidemiyolojiyi anlamak, asi stratejilerini belir-
lemek ve serotip dagilimini izlemek agisindan biyik 6nem

Tablo 1. Klinik kullanimda olan pnémokok asilarinin kapsadigi serotipler

Results: According to the results obtained from FTIR-ATR spectra of dif-
ferent S. pneumoniae isolates, peaks between 3100 and 950 nanometers
belong to different regions that can allow serotyping of S. pneumoniae
bacteria. Because the peaks in these regions belong to carbohydrates,
lipids, nucleic acids and proteins that can present the unique fingerprint
of each serotype.

Conclusion: However, since the changes between the peaks in all analyz-
ed data were minimal, it was seen that the sensitivity of the methods in
distinguishing serotypes was limited. On the other hand, the overlapping
of the spectra in the analysis of the obtained data indicates the high re-
producibility of the method.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, bacterial infection, FTIR-ATR, sero-
typing, library preparation

tasimaktadir. Giniimiizde geleneksel serotipleme yontemle-
rinden biri olan Quellung reaksiyonu yaygin sekilde kullanilsa
da, bu yontem is glicii yogun ve zaman alici olup 6zel reak-
tifler ve uzmanlik gerektirmektedir (7). Ginimuzde klasik
olarak, Quellung reaksiyonu (kapstl sisme testi) kullanilsa da
lateks aglutinasyon testleri, polimeraz zincirleme tepkimesi
temelli yontemler, DNA sekanslama (whole genome sequ-
encing, WGS) ve Fourier Donlsimli Kizilotesi-Zayiflatiimis
Toplam Yansima (FTIR-ATR) temelli yontemler de farkl avan-
tajlarindan 6tird kullanilabilmektedir. Her yontemin avan-
tajlari ve sinirhliklar olup, uygulama baglamina gére secim
yapilmaktadir. Ozellikle FTIR-ATR gibi yeni teknikler, gelecek-
te serotiplendirmeyi daha erisilebilir ve diisiik maliyetli hale
getirme potansiyeli tasimaktadir (8).

Konjuge pndémokok asilarinin klinik kullanima girmesi,
pndémokok hastaliklarinin yiikiinii azaltmada ¢ok etkili oldugu
gorilmus olsa da serotip sayisinin ylksekligi, serotip dagihmi-
nin degisimi nedeniyle asi kapsami disindaki yeni serotiplerin
enfeksiyon etkeni olarak daha yiiksek oranda tespit edilmesi
hala 6nemli bir sorundur (9). Bu nedenle serotipleme, epide-
miyolojik calismalar ve agsi etkilerinin degerlendirilmesi agi-
sindan hayati bir rol oynamaktadir. Tablo 1'de klinik kullanima
girmis olan asilarin kapsadigi serotipler goriilmektedir.

FTIR-ATR analizi, elektromanyetik spektrumun kizil6-
tesi (IR) bolgesinde yer alan ve goriinir isiktan daha uzun
dalga boyuna (yaklasik 2.5-25 um) ve daha dustk frekansa

Asi Kapsadigi Serotipler

pPCv7 4,68B,9V, 14, 18C, 19F, 23F

PCV10 PCV7 +1,5,7F

PCV13 PCV10 + 3, 6A, 19A

PCV15 PCV13 + 22F, 33F

PCV20 PCV15+8,10A, 11A, 12F, 158

PCV21 PCV20 + 9N, 17F, 20, 15A, 15C, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B

PCV7: 7 vlanl konjuge pndmokok asist, PCV10: 10 valanli konjuge pndmokok asisi, PCV13: 13 valanli konjuge pnémokok asisi, PCV15: 15 valanli konjuge pnémokok asisi,
PCV20: 20 valanli konjuge pnomokok asisi, PCV21: 21 valanli konjuge pnomokok asisl.
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(yaklasik 4000-400 cm™) sahip 1sinimin 6érnek tarafindan ab-
sorpsiyonunu dlgmeye dayanmaktadir. Bu teknikte, 6rnek IR
iIsinina maruz birakildiginda, molekiler dizeydeki kovalent
baglar karakteristik frekanslarda titreserek 1sinimi absorbe
etmektedir (10). Her fonksiyonel grup, belirli bir titresim mo-
duna karsilik gelen 6zgiin bir absorpsiyon bandi olusturur. Bu
titresim modlari -6rnedin gerilme (stretching), biikiilme (ben-
ding), kayma (scissoring) ve burulma (twisting)- molekdil ici
baglarin tirline, bag kuvvetine ve atomlarin kiitlesine bagli
olarak farklilik gosterir (11). FTIR spektroskopisi ile elde edi-
len bu absorpsiyon spektrumu, bir bilesigin kimyasal yapisina
0zgii olan ve “molekdler parmak izi” olarak adlandirilan nite-
likli bir profil sunmaktadir (12).

Bakteriyel izolatlarin FTIR analizi, hiicre duvari bilesenleri
(6rnegin polisakkaritler, proteinler, lipitler ve niikleik asitler)
dahil olmak lizere bircok biyomolekilin 6zgul titresimlerini
kapsayarak, mikroorganizmalara 6zgi spektral profillerin elde
edilmesini saglar (13). Béylece bu teknik, mikroorganizma di-
zeyinde hizli, etiketsiz ve reaktif gerektirmeyen karakterizas-
yon ve siniflandirma olanagi sunar. FTIR-ATR spektroskopisi,
farkl taksonomik diizeylerde bakteri ve maya tirlerini ayirt
etmek icin kullanilmaktadir (14). Bu yontem basit, hizli ve ana-
liz icin 6zel reaktif gerektirmemesi acisindan avantajlidir (15).
Bakteriyel ayrim uygulamalarinda, Cryptococcus neoformans
ve enterokok gibi mikroorganizmalar icin kapsiiler tipler, se-
rotipler veya serogrup diizeyinde tanimlama calismalari yapil-
mistir (16).

Serotip veya serogrup dlizeyinde tanimlamalarin yapila-
bildigi g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu calisma; maliyeti
distk, uygulanmasi kolay bir ydntemle olusturulacak bir refe-
rans kiitiphane araciligiyla serotipleme ihtiyacini karsilamak
amaciyla planlanmigstir. Hizli, diisiik maliyetli, etiket gerektir-
meyen ve genis uygulama alanlarina sahip FTIR-ATR cihazi
kullanilarak gelistirilen serotipleme yonteminin yaygin kulla-

nim potansiyeli incelenmis; elde edilen ilk bulgular, literatiir
acisindan da 6nemli katkilar sunmustur. Bu kapsamda, farkl
serotipleri iceren izolatlarin karsilastirmali analizi yapilmis ve
elde edilen spektrumlarin ylksek diizeyde tekrarlanabilirligi
de degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontemler
izolatlarin Elde Edilmesi

Bu calismada kullanilan S. pneumoniae izolatlan, Tirkiye
Halk Saghgi Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari
Daire Baskanligindan temin edilmistir. Toplam; dort farkh sero-
tipe (3, 19A, 23B ve 9L) ait sekiz izolat olacak sekilde secilmistir.
Serotip secimi, bu suslarin mikrobiyolojik, klinik ve epidemi-
yolojik acidan farkli enfeksiyon 6zellikleri gostermesi dikkate
alinarak yapilmistir. Mevcut 13-valan konjuge pnémokok asisi
kapsaminda yer almasina ragmen, serotip 3'lin antikor araci-
Il eliminasyona karsi diger serotiplere oranla buytk olasilikla
kapsiliniin daha kalin olmasi nedeniyle daha dayanikli oldugu
bilinmektedir (17). Serotip 19A ise 6zellikle cocuk yas grubun-
da daha sik goriilmekte ve yiiksek antibiyotik direng oranlariile
iliskilendirilmektedir (18). Serotip 23B, Turkiye'de pnémokokal
enfeksiyonlardan goreceli olarak sik izole edilen serotiplerden
biri olarak tanimlanmustir (19). Asi kapsami diginda kalan Sero-
tip 9L ise, coklu serotip iceren pnémoni vakalariyla iliskili bas-
kin ikincil serotiplerden biri olarak rapor edilmistir (20).

Bakteri Kiiltiirii Hazirhig:

Calismada kullanilan S. pneumoniae serotipleri (3, 19A, 23B,
9L), yagsiz st tozu icerisinde -86 °C'de muhafaza edilmistir.
izolatlar, calisma 6ncesinde steril kosullarda koyun kanli agar
(%5 defibrine koyun kani iceren besiyeri) yiizeyine ekildikten
sonra, %5 karbondioksit (CO,) iceren atmosferik kosullarda
37 °C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sekil 1A'da
S. Pneumoniae serotiplerinin ekimi ve Sekil 1B'de inklibasyon
sonrasi gorinimu gosterilmistir.

Sekil 1. (A) S. pneumoniae serotiplerinin ekimi ve (B) %5 CO, iceren atmosferde, 37 °C'de 24 saat inkiibasyonu sonrasi gorinim.
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FTIR Spektrum Olciimii ve Serotip Kiitiiphanesinin
Analizi

FTIR-ATR, 6rneklerde bulunan kimyasal yapilarin ve 6z-
gll fonksiyonel gruplarin varligi veya yoklugu hakkinda bilgi
saglar. FTIR-ATR spektroskopisi, mikroorganizmalarin kendi-
lerine 6zgu spektral parmak izi profillerine dayanarak tanim-
lanmasinda uzun suredir kullanilan bir tekniktir. Bakteriler de
dahil olmak lzere mikrobiyal hiicrelere ait FTIR spektrumlar;
karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve bunlara ait fonksiyonel
gruplarin varligini gosteren karakteristik pikler olusturmak-
tadir. Bu spektral desenler, veri tabanlarinda yer alan referans
spektrumlarla karsilastirilarak mikroorganizmalarin tir veya
serotip diizeyinde tanimlanmasini mimkiin kilar. Ozellikle
bakteriyel tanimlama amaciyla, elde edilen FTIR spektrum-
lari, referans spektrumlarla karsilastinlarak 6rneklerin 6zgiin
spektral 6zellikleri araciigiyla ayrimi saglanabilir (21). Bu ¢a-
lismanin kapsaminda, kullanilan izolatlara ait bir spektral ki-
tiphane olusturulmasi amaciyla bir yontem gelistirilmis ve
analizler Shimadzu marka bir FTIR-ATR cihazi kullanilarak ger-
ceklestirilmistir.

Streptokok tiirlerine ait FTIR-ATR analizleri iki farkli yontem
kullanilarak gerceklestirilmistir. Birinci yontemde, kanli agar
ylizeyinden steril pamuklu cubuk yardimiyla dogrudan alinan
ornekler ATR kristaline uygulanmig ve spektrum ol¢iimleri ya-
pilmistir. ikinci yéntemde ise, kanli agardan alinan érnekler
bakteriyel tasima ortamina aktarilmis ve bu stispansiyon dog-
rudan ATR kristali tGzerine damlatilarak ol¢timler yapilmistir.
Her iki yontemle elde edilen tim spektrumlar birlestirilerek
analiz edilmis ve bir serotip kitliphanesinin olusturulmasina
yonelik olarak degerlendirilmistir.

Bulgular

Farkh S. pneumoniae izolatlarinin Invitro Ortamda Kiil-
tiire Edilmesi

Toplam sekiz izolat iceren doért farkli S. pneumoniae sero-
tipine (3, 19A, 23B ve 9L) ait bakteriler, -86 °C'de depolanmis
orneklerden elde edilmistir. Bu izolatlar, koyun kanli agar plak-
larina inokiile edilmis ve bakteri kolonilerinin olusumunu sag-
lamak amaciyla %5 CO, iceren atmosfer kosullarinda, 37 °C'de
24 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon siireci sonunda,
tim plaklarda mikrobiyal Gremenin gerceklestigi gdzlenmistir.

FTIR-ATR Spektrumlarinin Analizi

S. pneumoniae serotiplerine ait (3, 19A, 23B ve 9L) FTIR-ATR
spektrumlarinda lipit, protein, aminoasit ve karbonhidrat bol-
geleri sirasiyla Sekil 2'de gosterilmistir. Bu spektrumda 3100 ile
2700 cm™ (nanometre yerine dalga sayisi birimi tercih edilir)
araliginda go6zlenen absorpsiyon pikleri, séz konusu izolatlarin
lipid bilesenlerinde mevcut olan metil (-CH;) ve metilen (-CH,)
gruplarinin simetrik ve asimetrik germe titresim modlarina
karsilik gelmektedir. Bu bulgu, bakteriyel hiicre zari ve i¢ yapi-
larindaki lipid profillerinin spektroskopik yolla tanimlandigini
ortaya koymaktadir.

Spektrumun 1800-1400 cm™ (dalga sayisi) araliginda goz-
lenen pikler, izolatlarin protein bilesenlerine ait amit | ve amit
Il bantlarini temsil etmektedir. Bu bantlar, proteinlerin ikincil
yapilarina iliskin bilgiler sunar.

1400-1200 cm™ araligi ise daha karmasik bir yapiya sahip-
tir. Bu bolgede, -CH, gruplarinin egilme titresimleri, karboksi-
lat (COO") gruplarinin simetrik germe titresimleri ve izolatlarin

1159spn19akkbol

160spn9lkktransportbo
1258spn23bkkbol ——
1378spn3kkkbol —

LA B S B B S S T T T T

T v
4000 3500 3000 2500 2000
Y

™
4500

Lipit

T T T

T T T

1500

LENNL B B B S B S S N B B S S S S S

1000 750 500
v cm-1

Nikleik asit Karbonhidrat

T
1750 1250

Protein

Sekil 2. S. pneumoniae serotiplerinin FTIR-ATR spektrumlarinda sirasiyla lipid, protein, aminoasit ve karbonhidrat bolgeleri.
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nikleik asitlerine 6zgi fosfodiester (P=0) baglarinin asimetrik
germe titresimleri cakismaktadir.

iki farkli ydnteme ait analizler, tiim serotiplere ait her izolat
icin Uger teknik replikasyonla gerceklestirilmis ve elde edilen
FTIR spektrumlari; analitik tekrarlanabilirlik, serotiplendirmeye
olanak saglayabilecek spektral bolgesel varyasyonlar ile kap-
stiler polisakkarit bolgelerindeki fonksiyonel grup benzerlikle-
ri agisindan karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

FTIR-ATR teknigi kullanilarak S. pneumoniae serotiplerinin
kimyasal karakterizasyonu iki farkli 6rnek hazirlama metoduy-
la gerceklestirilmistir.

ilk yontemde, kanl agar besiyerinden dogrudan izole
edilen koloni 6rnekleri, ATR kristal ylizeyine transfer edilerek
spektral analizler yapilmis ve elde edilen spektrumlar Sekil
3’te sunulmustur. Bu spektrum serotip 3, 19A, 23B ve 9L'ye ait,
dogrudan kanli agardan alinip ATR kristaline yerlestirilen izo-
latlarin FTIR-ATR spektrumlarini ve serotipler arasindaki fark-
liliklarin gozlemlendigi bolgelerin blyutilmus versiyonlarini
gbéstermektedir. ikinci yéntemde ise, kanl agardan alinan ko-
loni 6rnekleri steril bir bakteri tasima ortamina stispanse edil-
dikten sonra ATR kristaline aktariimis ve bu 6rnekleme prose-
diruyle elde edilen FTIR-ATR spektrumlari Sekil 4'te gosteril-
mistir. Buna ek olarak, Sekil 5'te, serotipler arasi varyasyonlarin

belirginlestigi spektral bolgelerin detayli gérinimleri sunul-
mustur. Bu iki farkli 6rnekleme yaklasimi, bakteri hiicre duvari
bilesenleri ve metabolik profillerdeki potansiyel degisimlerin
spektroskopik olarak degerlendirilmesine olanak tanimistir.

Sekil 5'te, bakteri tasima ortamindan elde edilen spn3, spn
19A, spn 23B ve spn 9L izolatlarina ait FTIR-ATR spektrumlari-
nin serotiplemeye olanak saglayabilecek farkliliklar gésteren
bdlgelerinin yakin gérinimleri sunulmustur. Ayrica, serotip
9L, serotip 23B ve serotip T9A'nIn bakteri tasima ortaminda
gerceklestirilen ardisik Ui¢ set analizinden elde edilen FTIR-ATR
spektrum goruntileri sirasiyla Sekil 6, 7 ve 8'de gosterilmistir.
Tum bu spektrumlar bir araya getirilerek, serotip kitliphanesi
olusturulmasi amaciyla incelenmistir.

Tartisma

FTIR-ATR modunda kullanimi, mikrobiyolojik analizlerde
gulcli bir arag haline gelmistir. Bu teknik, bakteriyel hiicre di-
zilimlerinin ve polisakkarit/kapsil yapilarinin 6zgiin biyokim-
yasal “parmak izlerini” tespit ederek, tiir ve sus diizeyinde ayirt
edici analizler saglar. FTIR-ATR spektroskopisi, 6n hazirlik ge-
rektirmeden dogrudan koloni analizi firsati sunar; bu yonuyle
zaman, is glici ve maliyet acisindan klasik yontemlere gore
blyulk avantaj saglar.
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Sekil 3. Dogrudan kanl agardan alinan izolatlarin Fourier transform kizilétesi spektroskopisi ~FTIR-ATR spektrumlari: (A) Dogrudan kanli agardan alinan
spn 3, spn 19A, spn 23B, spn 9L izolatlarinin full spektrumu. (B, C, D) Dogrudan kanl agardan alinan spn 3, spn 19A, spn 23B, spn 9L izolatlarinin FTIR-ATR

spektrumlarinin farklilik gosteren bolgelerinin yakin gérinimleri.
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Sekil 4. Bakteri tasima ortaminda slispanse elde edilen serotip 3, 19A, 23B ve 9Lye ait Fourier transform kizil6tesi spektroskopisi — FTIR-ATR spektrumlari.
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Sekil 5. Bakteri tagima ortaminda stispanse elde edilen spn 3, spn 19A, spn 23B ve spn 9L izolatlarina ait FTIR-ATR spektrumlarinin yakin gériniimleri.
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Sekil 6. Bakteri tasima ortaminda stispanse edilen serotip 9L'den elde edilen, ardisik (i¢ analiz setine ait Fourier transform kizil6tesi spektroskopisi — FTIR-

ATR spektrumlari.
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Sekil 7. Bakteri tasima ortaminda stispanse edilen serotip 23B'den elde edilen, ardisik i¢ analiz setine ait Fourier transform kizil6tesi spektroskopisi - FTIR-

ATR spektrumlari.
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Sekil 8. Bakteri tasima ortaminda stispanse edilen serotip 19A'dan elde edilen, ardisik (i¢ analiz setine ait Fourier transform kizilGtesi spektroskopisi — FTIR-

ATR spektrumlari.

Bu calismada alinan verilerde farkl serotipler arasindaki
nukleik asit dizilimlerindeki veya konsantrasyonlarindaki mi-
nimal farkllklar, yaklasik 1600-1300 nm arahginda sinirl di-
zeyde degisikliklere yol agmistir. Bu durum, nikleik asit temelli
ayrimin bu dalga sayisi araliginda daha az belirgin oldugunu
dusindlrmektedir.

S. pneumoniae'nin serotiplendirilmesinde belirleyici olan
baslica yapisal unsur, hiicre ylizeyindeki kapsuler polisakkarit-
lerdir. Bu polisakkaritler, FTIR spektrumlarinda 6zellikle 1200-
950 cm™ dalga sayisi aralhiginda karakteristik absorpsiyon
bantlari Giretir. Bu bolge, C-O-C glikozidik baglari ve C-O halka-
sal titresimlerinin baskin oldugu “karbonhidrat bolgesi” olarak
bilinir. Farkli serotipler, yapisal olarak birbirinden farkl sayida
ve tiirde monosakkarit birimlerinden olusan kapstler polisak-
karitlere sahiptir. Bu yapisal cesitlilik, spektrumda gozlenen
piklerin yogunlugu, konumu ve sayisinda belirgin farkhhklar
yaratir. Ozellikle bazi serotipler daha dalli ve kompleks yapili
kapsdller tasirken, digerleri daha basit yapidadir; bu durum,
FTIR analizinde tanisal ayirt edicilik saglayan 6zgtin “kimyasal
parmak izlerini” olusturur. Boylece her serotipin benzersiz poli-
sakkarit kompozisyonu, FTIR spektrumunda kendine 6zgi bir

profil Uretir ve bu da serotiplendirme sirecinde glivenilir bir
temel sunar.

Galisma suresince kullanilan her iki 6rnek hazirlama me-
todunda da gozlenen spektral farkhliklar minimal diizeyde
olup, serotiplendirme amaciyla ayristirici bir spektral kitlp-
hane olusturmak icin yeterli ¢oézinurligi saglayamamistir.
Bu durum, mevcut FTIR-ATR sisteminin bu diizeydeki serotip
ayrimlari icin hassasiyetinin yetersiz kaldigini géstermekte-
dir. FTIR-ATR cihazinin 6rnek ylizeyiyle dogrudan temas eden
bilesenleri spektral bilgileri saglar. Ancak bazi S. pneumoniae
serotiplerinde kapstl yapisi ince, gevsek veya fazla kalin ola-
bilir. Bu durum, ATR kristaline yeterli kapsiler malzemenin
temas etmemesiyle sonuclanarak diisiik sinyal alinmasina ne-
den olur. Serotipler arasinda farkllik gosteren kapsiler poli-
sakkaritler, yapisal olarak benzer monosakkarit alt birimlerine
dayandiklarinda FTIR spektrumlarinda ortiisen piklere neden
olabilir. Bu da spektral ayrismayi zorlastirabilir. Bakteriyel ko-
lonilerin heterojen yapida olmasi, farkli serotiplerin FTIR sin-
yalinde benzerlik géstermesine yol acabilir. Ozellikle yetersiz
standardizasyon ve varyasyon gosteren biyokitle yogunlugu,
spektral sinyalin kalitesini dislrebilir. Tim bu sebeplerden
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dolayi spektral kiitiphane olusturmak icin yeterli ¢cdziintrlik
saglanamamis olabilir.

Elde edilen tiim bu sonuclara gore calisma sinirliliklarinin
asilarak daha hassas ve ayirt edici bir yontem olusturulabilme-
siicin gelecekte daha farkli serotiplerle ve fazla sayidaki 6rnek-
te calismalar yapilmasi gerektigi gorilmektedir. Bu dogrultu-
da ozellikle serotip ayriminin belirteci olan polisakkarit yapisal
farkhhklarinin daha dogru halde analizini saglayabilmek icin
numunelere 6n islem basamadgi eklenerek calismalar yapilma-
st gerekmektedir.

Galismada her izolatin spektral verisi 3 teknik tekrar ile ¢ali-
siimis ve sunulmustur. Bu spektralarda agik¢a goruldiigu tGze-
re, her bir serotip icin U¢ ayri analizde elde edilen spektrumlar
Ust Uste cakisma gostermektedir. Bu durum, kullanilan FTIR-
ATR metodolojisinin ylksek diizeyde tekrarlanabilirlige sahip
oldugunu ve ol¢iim tutarhhidinin basarili bir sekilde saglandi-
gini bilimsel olarak dogrulamaktadir.

Sonu¢

Elde edilen tiim veriler karsilastirmali olarak degerlendiril-
diginde, FTIR-ATR cihazinin uygun maliyetli ve hizli analiz yon-
temleri sunmasina ragmen, bir S. pneumoniae serotip kitlip-
hanesi olusturarak serotiplendirme ydntemi gelistirmek icin
yeterince spesifik olmadigi gorulmustir.

Fakat streptokoklarin kapsil yogunlugunu artirarak yon-
temin hassasiyetini artirilabilir. Bu amacla 6rnege 6n isleme
teknikleri (6rnegin enzimatik hiicre duvari uzaklastirma, kap-
sul ekstraksiyonu gibi) uygulanabilir. Bu sayede spektrumda
kapsul kaynakl sinyaller baskin hale getirilebilir.

Bu amagla bir baska yaklagim ise basit istatistiksel yakla-
simlardan ziyade, yapay sinir aglari, destek vektér makineleri
(SVM) veya derin 6grenme tabanlh siniflandiricilarin kullanil-
masi olabilir. Bu ydntemler, spektrum icindeki minimal varyas-
yonlari dahi ayirt etme konusunda Ustiin basari saglayacagin-
dan serotiplendirme acisindan avantaj saglayacaktir.

Ayrica, her serotip icin biyolojik replikalar iceren veri setle-
ri, siniflandirmanin giivenilirligini artiracagindan analiz edilen
serotip sayisinin artirilmasiyla bu yontem, S. pneumoniae'yi
farkli bakteri tirlerinden ayirt etmek icin umut vaat etmekte-
dir.

Diinya literatiiriinde de cesitli calismalar, pndmokok sero-
tiplendirmesinde FTIR-ATR spektroskopisinin hem potansiye-
lini hem de sinirhiliklarini vurgulamistir. Ornegin, bir calismada
Sahu ve arkadaslari, S. pneumoniae’nin kapsul proteinleri ara-
sinda ayrim yapmak ve farkl serotipleri tanimlamak amaciyla
FTIR mikroskobisinin potansiyelini degerlendirmeyi hedef-
lemislerdir (22). Farkli serotiplerin spektral parmak izlerinin
blyuk olasilikla S. pneumoniae suslar arasindaki kapstil bile-
simi farkliliklarindan kaynaklandigini 6ne strmuslerdir. Ab-
sorpsiyon piklerindeki kaymalarin, cesitli serotipler arasindaki

karbonhidrat icerigi farkliliklarini gésterdigini belirtmislerdir.
Ancak, calisma sonunda bulduklarn yontemin sinirhliklarini
vurgulayarak, calismalarinin tekrarlanabilirliginin daha fazla
veri ile gosterilmesi gerektigini ifade etmislerdir.

Baska bir calismada ise Vaz ve arkadaslari, kapsllt S. pneu-
moniae suslarinin serotiplendirilmesi icin alternatif bir yon-
tem olarak FTIR spektroskopisini degerlendirmislerdir (14).
Galisma sonuglarina gore, serotip farkhliklarini en iyi ortaya
koyan spektral bélgenin 1185-900 cm™"de bulundugunu be-
lirlemislerdir. Sonugclari, spektral farkhliklar cok belirgin olmasa
da ayni serogrupa ait serotipleri ayirt etmenin mimkuin oldu-
gunu gostermistir. Vaz ve arkadaslarinin elde ettikleri veriler-
le paralel olarak 1185-900 cm™ bélgesi yaptigimiz calismada
ortaya koydugumuz karbonhidrat ve nikleik asit bdlgesini
kapsadigindan literatiirdeki calisma ile 6rtlisen sonuclar elde
edilmistir.

Literatlirdeki bu ve bunun gibi calismalarla tutarli olarak,
bulgularimiz FTIR-ATR'nin umut vadedici olmasina ragmen,
serotiplendirmede dodruluk ve guvenilirligi artirmak icin
iyilestirilmis istatistiksel yaklasimlara [Temel Bilesen Analizi
(TBA) ve Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)
gibi cok degiskenli istatistiksel analiz metodlari veya SVM, Ya-
pay Sinir Aglari (ANN) & Derin Ogrenme, Rastgele Ormanlar
(Random Forest) gibi makine 6grenimi modelleri vb.] ve ge-
nisletilmis spektral veri tabanlarina (yiksek kalitede temsilci
ornekler, standardize numune hazirlidi ve 6l¢im protokolleri,
veri normalizasyonu ve 6n isleme vb.) ihtiya¢ duyuldugunu
dusindirmektedir.

Etik Komite Onayi: Bu calismada hicbir primer biyolojik numune
kullanilmadigr icin etik kurul onayina ihtiyag yoktur.

Hakem Degerlendirmesi: Disaridan hakem degerlendirmesi yapil-
mistir.

Yazar Katkilari: Fikir - GO, AK; Tasarim - GO, AK; Denetleme - SNO, AK;
Kaynaklar - NUS, SNO, AK; Veri Toplama ve/veya isleme - GO, EAB, ANY,
FT, AB; Analiz ve/veya yorumlama - GO, EAB, ANY, FT, AB; Literatiir ta-
ramasi - GO, EAB, ANY, FT, AB; Yaziyi yazan - GO, AK; Elestirel inceleme
- GO, EAB, SNO, AK.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu calisma icin finansal destek almadikla-
rini beyan etmislerdir.

Kaynaklar

1. Zhou ML, Wang ZR, Li YB, Kudinha T, Wang J, Wang Y, et al. Rapid iden-
tification of Streptococcus pneumoniae serotypes by cpsB gene-based
sequetyping combined with multiplex PCR. J Microbiol Immunol Infect
2022;55(5):870-9. https://doi.org/10.1016/,jmii.2021.11.004

2. Lynch JP 3rd, Zhanel GG. Streptococcus pneumoniae: Epidemiology,
risk factors, and strategies for prevention. Semin Respir Crit Care Med
2009;30(2):189-209. https://doi.org/10.1055/5-0029-1202938


https://doi.org/10.1016/j.jmii.2021.11.004
https://doi.org/10.1055/s-0029-1202938

238

Oztiirk ve ark.

Streptococcus pneumoniae Serotiplendirme Pilot Calismasi

J Pediatr Inf 2025;19(4):229-238

10.

11.

12,

13.

Henriques-Normark B, Tuomanen El. The pneumococcus: epidemiol-
ogy, microbiology, and pathogenesis. Cold Spring Harb Perspect Med
2013;3(7):a010215. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010215

O'Brien KL, Wolfson LJ, Watt JP, Henkle E, Deloria-Knoll M, McCall N, et
al. Burden of disease caused by Streptococcus pneumoniae in children
younger than 5 years: global estimates. Lancet 2009;374(9693):893-
902. https://doi.org/10.1016/5S0140-6736(09)61204-6

Manna S, Werren JP, Ortika BD, Bellich B, Pell CL, Nikolaou E, et al. Strep-
tococcus pneumoniae serotype 33G: genetic, serological, and structural
analysis of a new capsule type. Microbiol Spectr 2024;12(1):e0357923.
https://doi.org/10.1128/spectrum.03579-23

Ganaie F, Saad JS, McGee L, van Tonder AJ, Bentley SD, Lo SW, et al. A
new pneumococcal capsule type, 36, and revision of the capsule no-
menclature system to include recently discovered types and subtypes.
Clin Infect Dis 2020;70(5):798-805.

Burckhardt I, Zimmermann S. Susceptibility testing of bacteria using
maldi-tof mass spectrometry. Front Microbiol 2018;9:1744. https.//doi.
0rg/10.3389/fmicb.2018.01744

Vasconcelos TM, Rodrigues LS, Krul D, Barbosa SDC, Siqueira AC, Almei-
da SCG, et al. Fourier transform infrared spectroscopy for Streptococ-
cus pneumoniae capsular serotype classification in pediatric patients
with invasive infections. Front Microbiol 2024;15:1497377. https://doi.
0rg/10.3389/fmicb.2024.1497377

Weinberger DM, Malley R, Lipsitch M. Serotype replacement in disease
after pneumococcal vaccination. Lancet 2011,378(9807):1962-73.
https://doi.org/10.1016/50140-6736(10)62225-8

Burckhardt I, Sebastian K, Mauder N, Kostrzewa M, Burckhardt F,
Zimmermann S. Analysis of Streptococcus pneumoniae using Fouri-
er-transformed infrared spectroscopy allows prediction of capsular se-
rotype. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2019;38(10):1883-90. https://doi.
0rg/10.1007/510096-019-03622-y

Jiirgen Schmitt, Hans-Curt Flemming. FTIR-spectroscopy in microbial
and material analysis. International Biodeterioration & Biodegradation
1998;41(1). https://doi.org/10.1016/50964-8305(98)80002-4

Passaris |, Mauder N, Kostrzewa M, Burckhardt |, Zimmermann S, van
Sorge NM, et al. Validation of Fourier Transform Infrared Spectros-
copy for Serotyping of Streptococcus pneumoniae. J Clin Microbiol
2022;60(7):e0032522. https.//doi.org/10.1128/jcm.00325-22

Romero CT, Moreira NK, da Cunha GR, Mott MP, Dias C, Barth AL, et al.
Evaluation of Fourier-Transform Infrared Spectroscopy with IR Biotyp-
er® system for Streptococcus pneumoniae serotyping. Eur J Clin Mi-
crobiol Infect Dis 2025;44(8):1967-76. https://doi.org/10.1007/5s10096-
025-05162-0

14.

15.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Vaz M, Meirinhos-Soares L, Sousa CC, Ramirez M, Melo-Cristino J, Lopes
JA. Serotype discrimination of encapsulated Streptococcus pneumoni-
ae strains by Fourier-transform infrared spectroscopy and chemomet-
rics. J Microbiol Methods 2013;93(2):102-7. https://doi.org/10.1016/j.
mimet.2013.02.008

Naumann D, Helm D, Labischinski H. Microbiological characteriza-
tions by FT-IR spectroscopy. Nature 1991;351(6321):81-2. https://doi.
org/10.1038/351081a0

Lemmer K, Naumann D, Raddatz B, Tintelnot K. Molecular typing
of Cryptococcus neoformans by PCR fingerprinting, in compari-
son with serotyping and Fourier transform infrared-spectrosco-
py-based phenotyping. Med Mycol 2004;42(2):135-47. https://doi.
0rg/10.1080/13693780310001624565

Luck JN, Tettelin H, Orihuela CJ. Sugar-coated killer: Serotype 3 pneu-
mococcal disease. Front Cell Infect Microbiol 2020;10:613287. https://
doi.org/10.3389/fcimb.2020.613287

Ricketson LJ, Vanderkooi OG, Wood ML, Leal J, Kellner JD. Clinical fea-
tures and outcomes of serotype 19A invasive pneumococcal disease
in Calgary, Alberta. Can J Infect Dis Med Microbiol 2014;25(2):e71-5.
https://doi.org/10.1155/2014/196748

Pinar A, Sener B, Ustagelebi S. Serotype prediction for frequently isolat-
ed serotypes of streptococcus pneumoniae by heteroduplex analysis
and modification of this technique to real-time fluorometric nucleic
acid detection system. Turkiye Klinikleri Journal of Medical Sciences
2010;30(5):1487-92. https://doi.org/10.5336/medsci.2009-15243

Dhoubhadel BG, Suzuki M, Ishifuji T, Yaegashi M, Asoh N, Ishida M, et al.
High prevalence of multiple serotypes of pneumococci in patients with
pneumonia and their associated risk factors. Thorax 2022;77(11):1121-
30. https://doi.org/10.1136/thoraxjnl-2021-217979

Kassem A, Abbas L, Coutinho O, Opara S, Najaf H, Kasperek D, et al.
Applications of Fourier Transform-Infrared spectroscopy in microbial
cell biology and environmental microbiology: advances, challenges,
and future perspectives. Front Microbiol 2023;14:1304081. https://doi.
0rg/10.3389/fmicb.2023.1304081

Sahu RK, Mordechai S, Pesakhov S, Dagan R, Porat N. Use of FTIR spec-
troscopy to distinguish between capsular types and capsular quantities
in Streptococcus pneumoniae. Biopolymers 2006;83(4):434-42. https://
doi.org/10.1002/bip.20576


https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010215
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(09)61204-6
https://doi.org/10.1128/spectrum.03579-23
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01744
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01744
https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1497377
https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1497377
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(10)62225-8
https://doi.org/10.1007/s10096-019-03622-y
https://doi.org/10.1007/s10096-019-03622-y
https://doi.org/10.1016/S0964-8305(98)80002-4
https://doi.org/10.1128/jcm.00325-22
https://doi.org/10.1007/s10096-025-05162-0
https://doi.org/10.1007/s10096-025-05162-0
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2013.02.008
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2013.02.008
https://doi.org/10.1038/351081a0
https://doi.org/10.1038/351081a0
https://doi.org/10.1080/13693780310001624565
https://doi.org/10.1080/13693780310001624565
https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.613287
https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.613287
https://doi.org/10.1155/2014/196748
https://doi.org/10.5336/medsci.2009-15243
https://doi.org/10.1136/thoraxjnl-2021-217979
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1304081
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1304081
https://doi.org/10.1002/bip.20576
https://doi.org/10.1002/bip.20576

