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Öz

Giriş: Streptococcus pneumoniae, yaygın ve bulaşıcı hastalıklara neden 
olan bir patojen olup, özellikle yaşamın ilk iki yılındaki bebek, çocuk ve 
yaşlılar için ciddi bir küresel halk sağlığı tehdidi oluşturmaktadır. S. pneu-
moniae, özellikle çocuklarda olmak üzere yetişkinlerin de nazofarenksin-
de kolonize olabilen bir bakteri olup; akut orta kulak iltihabı, solunum 
yolu enfeksiyonları ve hatta yaşamı tehdit edebilecek düzeyde invaziv 
enfeksiyonlara (sepsis ve menenjit gibi ciddi klinik tablolara) yol açabi-
lir. S. pneumoniae’nin serotiplendirilmesi, özellikle enfeksiyon yönetimi, 
epidemiyolojik çalışmalar ve aşı geliştirmede kritik bir rol oynar. S. pneu-
moniae’nin bilinen yüzden fazla farklı serotipi vardır. Her serotipin ise 
farklı patojenitesi, yaygınlığı, bulaşıcılığı ve antimikrobiyal direnç kalıp-
ları vardır. Mevcut aşıların kapsadığı serotiplerin toplumdaki yaygınlığını 
izlemek ve gelecekte geliştirilmesi gereken aşıları planlamak için serotip 
dağılımını anlamak önemlidir. 

Gereç ve Yöntemler: Tüm bu konuları göz önünde bulundurarak, bu 
çalışmada; Fourier Dönüşümlü Kızılötesi-Zayıflatılmış Toplam Yansıma 
(FTIR-ATR) spektroskopisi cihazı kullanılarak, pnömokok serotiplendirme 
çalışması gerçekleştirebilmek için hızlı, uygun maliyetli bir analiz yöntemi 
geliştirilmesi amaçlamıştır. Bu doğrultuda, Halk Sağlığı Genel Müdürlü-
ğünden dört farklı S. pneumoniae izolatı (serotip 3, serotip 19A, serotip 
23B ve serotip 9L) temin edilmiştir. Ekimi yapılan bakteri izolatları %5 kar-
bondioksit atmosferinde 37 oC’de 24 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra, 
bu kültür örnekleri Shimadzu FTIR-ATR cihazı kullanılarak analiz edilmiş 
ve serotip kütüphanesi oluşturmak için bir yöntem geliştirilmiştir.

Abstract

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 oC 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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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

Giriş

Streptococcus pneumoniae, gram pozitif ve hücre dışı bir 
patojendir. Başlıca yayılımı damlacık yoluyladır (1). S. pneumo-
niae; otitis media, sinüzit, bakteriyeminin eşlik etmediği pnö-
moni gibi invaziv olmayan pnömokok enfeksiyonlarına yol 
açabileceği gibi mortalite riski yüksek invaziv enfeksiyonlara 
da neden olabilmektedir. Sepsis, menenjit ve bakteriyemik 
pnömoni bu ciddi tablolar arasında yer almaktadır (2). İnva-
ziv pnömokok hastalığı, öncelikle beş yaş altı çocukları, 65 yaş 
üstü bireyleri ve komorbiditeleri olan ya da bağışıklık sistemi 
baskılanmış kişileri etkilemektedir (3,4).

Serotip, bir mikroorganizmanın yüzeyinde bulunan antije-
nik yapılara (genellikle polisakkarit veya proteinler) göre sınıf-
landırılmasıdır. Aynı tür içindeki farklı suşların, bağışıklık siste-
mi tarafından farklı şekillerde tanınmasını sağlayan bu yüzey 
antijenleri temel alınarak yapılan bu sınıflandırma, özellikle 
aşı geliştirme, epidemiyolojik takip ve tanı açısından büyük 
önem taşımaktadır (5). Bakteri hücresini çevreleyen polisak-
karit kapsül, S. pneumoniae’nin başlıca virülans faktörü olup 
serotipinin belirlenmesini sağlar. Her serotip, yapısal olarak 
farklı kapsüler polisakkaritlere sahiptir; bu da onları antijenik 
olarak farklı kılar. Günümüzde 100’den fazla farklı pnömokok 
serotipi tanımlanmıştır (6). Bu serotiplerin dağılımının izlen-
mesi; yerel epidemiyolojiyi anlamak, aşı stratejilerini belir-
lemek ve serotip dağılımını izlemek açısından büyük önem 

taşımaktadır. Günümüzde geleneksel serotipleme yöntemle-
rinden biri olan Quellung reaksiyonu yaygın şekilde kullanılsa 
da, bu yöntem iş gücü yoğun ve zaman alıcı olup özel reak-
tifler ve uzmanlık gerektirmektedir (7). Günümüzde klasik 
olarak, Quellung reaksiyonu (kapsül şişme testi) kullanılsa da 
lateks aglütinasyon testleri, polimeraz zincirleme tepkimesi 
temelli yöntemler, DNA sekanslama (whole genome sequ-
encing, WGS) ve Fourier Dönüşümlü Kızılötesi-Zayıflatılmış 
Toplam Yansıma (FTIR-ATR) temelli yöntemler de farklı avan-
tajlarından ötürü kullanılabilmektedir. Her yöntemin avan-
tajları ve sınırlılıkları olup, uygulama bağlamına göre seçim 
yapılmaktadır. Özellikle FTIR-ATR gibi yeni teknikler, gelecek-
te serotiplendirmeyi daha erişilebilir ve düşük maliyetli hale 
getirme potansiyeli taşımaktadır (8).

Konjuge pnömokok aşılarının klinik kullanıma girmesi, 
pnömokok hastalıklarının yükünü azaltmada çok etkili olduğu 
görülmüş olsa da serotip sayısının yüksekliği, serotip dağılımı-
nın değişimi nedeniyle aşı kapsamı dışındaki yeni serotiplerin 
enfeksiyon etkeni olarak daha yüksek oranda tespit edilmesi 
hala önemli bir sorundur (9). Bu nedenle serotipleme, epide-
miyolojik çalışmalar ve aşı etkilerinin değerlendirilmesi açı-
sından hayati bir rol oynamaktadır. Tablo 1’de klinik kullanıma 
girmiş olan aşıların kapsadığı serotipler görülmektedir.

FTIR-ATR analizi, elektromanyetik spektrumun kızılö-
tesi (IR) bölgesinde yer alan ve görünür ışıktan daha uzun 
dalga boyuna (yaklaşık 2.5-25 μm) ve daha düşük frekansa  

Bulgular: Farklı S. pneumoniae izolatlarının FTIR-ATR spektrumlarından 
elde edilen sonuçlarına göre, 3100 ile 950 nanometre arasındaki pikler 
S. pneumoniae bakterisinin serotiplendirilmesine olanak sağlayabilecek 
farklı bölgelerine aittir. Çünkü bu bölgelerdeki pikler her serotipin ken-
dine özgü parmak izini sunabilecek karbonhidrat, lipid, nükleik asit ve 
proteinlerine aittir.

Sonuç: Analiz edilen tüm verilerdeki pikler arasındaki değişimler minimal 
olduğundan, yöntemlerin serotipleri ayırt edebilme konusunda duyarlı-
lığının sınırlı kaldığı görülmüştür. Öte yandan elde edilen verilerin ana-
lizlerinde spektrumların örtüşmesi, yöntemin yüksek tekrarlanabilirliğine 
işaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus pneumoniae, bakteriyel enfeksiyon, 
FTIR-ATR, serotipleme, kütüphane hazırlama

Tablo 1. Klinik kullanımda olan pnömokok aşılarının kapsadığı serotipler

Aşı Kapsadığı Serotipler

PCV7 4, 6B, 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, 15B

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

PCV7: 7 vlanlı konjuge pnömokok aşısı, PCV10: 10 valanlı konjuge pnömokok aşısı, PCV13: 13 valanlı konjuge pnömokok aşısı, PCV15: 15 valanlı konjuge pnömokok aşısı, 
PCV20: 20 valanlı konjuge pnömokok aşısı, PCV21: 21 valanlı konjuge pnömokok aşısı.
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(yaklaşık 4000-400 cm-¹) sahip ışınımın örnek tarafından ab-
sorpsiyonunu ölçmeye dayanmaktadır. Bu teknikte, örnek IR 
ışınına maruz bırakıldığında, moleküler düzeydeki kovalent 
bağlar karakteristik frekanslarda titreşerek ışınımı absorbe 
etmektedir (10). Her fonksiyonel grup, belirli bir titreşim mo-
duna karşılık gelen özgün bir absorpsiyon bandı oluşturur. Bu 
titreşim modları -örneğin gerilme (stretching), bükülme (ben-
ding), kayma (scissoring) ve burulma (twisting)- molekül içi 
bağların türüne, bağ kuvvetine ve atomların kütlesine bağlı 
olarak farklılık gösterir (11). FTIR spektroskopisi ile elde edi-
len bu absorpsiyon spektrumu, bir bileşiğin kimyasal yapısına 
özgü olan ve “moleküler parmak izi” olarak adlandırılan nite-
likli bir profil sunmaktadır (12).

Bakteriyel izolatların FTIR analizi, hücre duvarı bileşenleri 
(örneğin polisakkaritler, proteinler, lipitler ve nükleik asitler) 
dahil olmak üzere birçok biyomolekülün özgül titreşimlerini 
kapsayarak, mikroorganizmalara özgü spektral profillerin elde 
edilmesini sağlar (13). Böylece bu teknik, mikroorganizma dü-
zeyinde hızlı, etiketsiz ve reaktif gerektirmeyen karakterizas-
yon ve sınıflandırma olanağı sunar. FTIR-ATR spektroskopisi, 
farklı taksonomik düzeylerde bakteri ve maya türlerini ayırt 
etmek için kullanılmaktadır (14). Bu yöntem basit, hızlı ve ana-
liz için özel reaktif gerektirmemesi açısından avantajlıdır (15). 
Bakteriyel ayrım uygulamalarında, Cryptococcus neoformans 
ve enterokok gibi mikroorganizmalar için kapsüler tipler, se-
rotipler veya serogrup düzeyinde tanımlama çalışmaları yapıl-
mıştır (16).

Serotip veya serogrup düzeyinde tanımlamaların yapıla-
bildiği göz önünde bulundurulduğunda, bu çalışma; maliyeti 
düşük, uygulanması kolay bir yöntemle oluşturulacak bir refe-
rans kütüphane aracılığıyla serotipleme ihtiyacını karşılamak 
amacıyla planlanmıştır. Hızlı, düşük maliyetli, etiket gerektir-
meyen ve geniş uygulama alanlarına sahip FTIR-ATR cihazı 
kullanılarak geliştirilen serotipleme yönteminin yaygın kulla-

nım potansiyeli incelenmiş; elde edilen ilk bulgular, literatür 
açısından da önemli katkılar sunmuştur. Bu kapsamda, farklı 
serotipleri içeren izolatların karşılaştırmalı analizi yapılmış ve 
elde edilen spektrumların yüksek düzeyde tekrarlanabilirliği 
de değerlendirilmiştir.

Gereç ve Yöntemler

İzolatların Elde Edilmesi

Bu çalışmada kullanılan S. pneumoniae izolatları, Türkiye 
Halk Sağlığı Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarları 
Daire Başkanlığından temin edilmiştir. Toplam; dört farklı sero-
tipe (3, 19A, 23B ve 9L) ait sekiz izolat olacak şekilde seçilmiştir. 
Serotip seçimi, bu suşların mikrobiyolojik, klinik ve epidemi-
yolojik açıdan farklı enfeksiyon özellikleri göstermesi dikkate 
alınarak yapılmıştır. Mevcut 13-valan konjuge pnömokok aşısı 
kapsamında yer almasına rağmen, serotip 3’ün antikor aracı-
lı eliminasyona karşı diğer serotiplere oranla büyük olasılıkla 
kapsülünün daha kalın olması nedeniyle daha dayanıklı olduğu 
bilinmektedir (17). Serotip 19A ise özellikle çocuk yaş grubun-
da daha sık görülmekte ve yüksek antibiyotik direnç oranları ile 
ilişkilendirilmektedir (18). Serotip 23B, Türkiye’de pnömokokal 
enfeksiyonlardan göreceli olarak sık izole edilen serotiplerden 
biri olarak tanımlanmıştır (19). Aşı kapsamı dışında kalan Sero-
tip 9L ise, çoklu serotip içeren pnömoni vakalarıyla ilişkili bas-
kın ikincil serotiplerden biri olarak rapor edilmiştir (20).

Bakteri Kültürü Hazırlığı 

Çalışmada kullanılan S. pneumoniae serotipleri (3, 19A, 23B, 
9L), yağsız süt tozu içerisinde -86 °C’de muhafaza edilmiştir. 
İzolatlar, çalışma öncesinde steril koşullarda koyun kanlı agar 
(%5 defibrine koyun kanı içeren besiyeri) yüzeyine ekildikten 
sonra, %5 karbondioksit (CO₂) içeren atmosferik koşullarda 
37 °C sıcaklıkta 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Şekil 1A’da 
S. Pneumoniae serotiplerinin ekimi ve Şekil 1B’de inkübasyon 
sonrası görünümü gösterilmiştir. 

Şekil 1. (A) S. pneumoniae serotiplerinin ekimi ve (B) %5 CO₂ içeren atmosferde, 37 °C’de 24 saat inkübasyonu sonrası görünümü.

A B
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FTIR Spektrum Ölçümü ve Serotip Kütüphanesinin 
Analizi

FTIR-ATR, örneklerde bulunan kimyasal yapıların ve öz-
gül fonksiyonel grupların varlığı veya yokluğu hakkında bilgi 
sağlar. FTIR-ATR spektroskopisi, mikroorganizmaların kendi-
lerine özgü spektral parmak izi profillerine dayanarak tanım-
lanmasında uzun süredir kullanılan bir tekniktir. Bakteriler de 
dahil olmak üzere mikrobiyal hücrelere ait FTIR spektrumları; 
karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve bunlara ait fonksiyonel 
grupların varlığını gösteren karakteristik pikler oluşturmak-
tadır. Bu spektral desenler, veri tabanlarında yer alan referans 
spektrumlarla karşılaştırılarak mikroorganizmaların tür veya 
serotip düzeyinde tanımlanmasını mümkün kılar. Özellikle 
bakteriyel tanımlama amacıyla, elde edilen FTIR spektrum-
ları, referans spektrumlarla karşılaştırılarak örneklerin özgün 
spektral özellikleri aracılığıyla ayrımı sağlanabilir (21). Bu ça-
lışmanın kapsamında, kullanılan izolatlara ait bir spektral kü-
tüphane oluşturulması amacıyla bir yöntem geliştirilmiş ve 
analizler Shimadzu marka bir FTIR-ATR cihazı kullanılarak ger-
çekleştirilmiştir.

Streptokok türlerine ait FTIR-ATR analizleri iki farklı yöntem 
kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Birinci yöntemde, kanlı agar 
yüzeyinden steril pamuklu çubuk yardımıyla doğrudan alınan 
örnekler ATR kristaline uygulanmış ve spektrum ölçümleri ya-
pılmıştır. İkinci yöntemde ise, kanlı agardan alınan örnekler 
bakteriyel taşıma ortamına aktarılmış ve bu süspansiyon doğ-
rudan ATR kristali üzerine damlatılarak ölçümler yapılmıştır. 
Her iki yöntemle elde edilen tüm spektrumlar birleştirilerek 
analiz edilmiş ve bir serotip kütüphanesinin oluşturulmasına 
yönelik olarak değerlendirilmiştir.

Bulgular

Farklı S. pneumoniae İzolatlarının Invitro Ortamda Kül-
türe Edilmesi

Toplam sekiz izolat içeren dört farklı S. pneumoniae sero-
tipine (3, 19A, 23B ve 9L) ait bakteriler, -86 °C’de depolanmış 
örneklerden elde edilmiştir. Bu izolatlar, koyun kanlı agar plak-
larına inoküle edilmiş ve bakteri kolonilerinin oluşumunu sağ-
lamak amacıyla %5 CO₂ içeren atmosfer koşullarında, 37 °C’de 
24 saat süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon süreci sonunda, 
tüm plaklarda mikrobiyal üremenin gerçekleştiği gözlenmiştir.

FTIR-ATR Spektrumlarının Analizi

S. pneumoniae serotiplerine ait (3, 19A, 23B ve 9L) FTIR-ATR 
spektrumlarında lipit, protein, aminoasit ve karbonhidrat böl-
geleri sırasıyla Şekil 2’de gösterilmiştir. Bu spektrumda 3100 ile 
2700 cm-¹ (nanometre yerine dalga sayısı birimi tercih edilir) 
aralığında gözlenen absorpsiyon pikleri, söz konusu izolatların 
lipid bileşenlerinde mevcut olan metil (-CH₃) ve metilen (-CH₂) 
gruplarının simetrik ve asimetrik germe titreşim modlarına 
karşılık gelmektedir. Bu bulgu, bakteriyel hücre zarı ve iç yapı-
larındaki lipid profillerinin spektroskopik yolla tanımlandığını 
ortaya koymaktadır.

Spektrumun 1800-1400 cm-¹ (dalga sayısı) aralığında göz-
lenen pikler, izolatların protein bileşenlerine ait amit I ve amit 
II bantlarını temsil etmektedir. Bu bantlar, proteinlerin ikincil 
yapılarına ilişkin bilgiler sunar.

1400-1200 cm-¹ aralığı ise daha karmaşık bir yapıya sahip-
tir. Bu bölgede, -CH₂ gruplarının eğilme titreşimleri, karboksi-
lat (COO-) gruplarının simetrik germe titreşimleri ve izolatların 

Şekil 2. S. pneumoniae serotiplerinin FTIR-ATR spektrumlarında sırasıyla lipid, protein, aminoasit ve karbonhidrat bölgeleri.
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nükleik asitlerine özgü fosfodiester (P=O) bağlarının asimetrik 
germe titreşimleri çakışmaktadır. 

İki farklı yönteme ait analizler, tüm serotiplere ait her izolat 
için üçer teknik replikasyonla gerçekleştirilmiş ve elde edilen 
FTIR spektrumları; analitik tekrarlanabilirlik, serotiplendirmeye 
olanak sağlayabilecek spektral bölgesel varyasyonlar ile kap-
süler polisakkarit bölgelerindeki fonksiyonel grup benzerlikle-
ri açısından karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir.

FTIR-ATR tekniği kullanılarak S. pneumoniae serotiplerinin 
kimyasal karakterizasyonu iki farklı örnek hazırlama metoduy-
la gerçekleştirilmiştir.

İlk yöntemde, kanlı agar besiyerinden doğrudan izole 
edilen koloni örnekleri, ATR kristal yüzeyine transfer edilerek 
spektral analizler yapılmış ve elde edilen spektrumlar Şekil 
3’te sunulmuştur. Bu spektrum serotip 3, 19A, 23B ve 9L’ye ait, 
doğrudan kanlı agardan alınıp ATR kristaline yerleştirilen izo-
latların FTIR-ATR spektrumlarını ve serotipler arasındaki fark-
lılıkların gözlemlendiği bölgelerin büyütülmüş versiyonlarını 
göstermektedir. İkinci yöntemde ise, kanlı agardan alınan ko-
loni örnekleri steril bir bakteri taşıma ortamına süspanse edil-
dikten sonra ATR kristaline aktarılmış ve bu örnekleme prose-
dürüyle elde edilen FTIR-ATR spektrumları Şekil 4’te gösteril-
miştir. Buna ek olarak, Şekil 5’te, serotipler arası varyasyonların 

belirginleştiği spektral bölgelerin detaylı görünümleri sunul-
muştur. Bu iki farklı örnekleme yaklaşımı, bakteri hücre duvarı 
bileşenleri ve metabolik profillerdeki potansiyel değişimlerin 
spektroskopik olarak değerlendirilmesine olanak tanımıştır.

Şekil 5’te, bakteri taşıma ortamından elde edilen spn3, spn 
19A, spn 23B ve spn 9L izolatlarına ait FTIR-ATR spektrumları-
nın serotiplemeye olanak sağlayabilecek farklılıklar gösteren 
bölgelerinin yakın görünümleri sunulmuştur. Ayrıca, serotip 
9L, serotip 23B ve serotip 19A’nın bakteri taşıma ortamında 
gerçekleştirilen ardışık üç set analizinden elde edilen FTIR-ATR 
spektrum görüntüleri sırasıyla Şekil 6, 7 ve 8’de gösterilmiştir. 
Tüm bu spektrumlar bir araya getirilerek, serotip kütüphanesi 
oluşturulması amacıyla incelenmiştir.

Tartışma  

FTIR-ATR modunda kullanımı, mikrobiyolojik analizlerde 
güçlü bir araç haline gelmiştir. Bu teknik, bakteriyel hücre di-
zilimlerinin ve polisakkarit/kapsül yapılarının özgün biyokim-
yasal “parmak izlerini” tespit ederek, tür ve suş düzeyinde ayırt 
edici analizler sağlar. FTIR-ATR spektroskopisi, ön hazırlık ge-
rektirmeden doğrudan koloni analizi fırsatı sunar; bu yönüyle 
zaman, iş gücü ve maliyet açısından klasik yöntemlere göre 
büyük avantaj sağlar.

Şekil 3. Doğrudan kanlı agardan alınan izolatların Fourier transform kızılötesi spektroskopisi –FTIR-ATR spektrumları: (A) Doğrudan kanlı agardan alınan 
spn 3, spn 19A, spn 23B, spn 9L izolatlarının full spektrumu. (B, C, D) Doğrudan kanlı agardan alınan spn 3, spn 19A, spn 23B, spn 9L izolatlarının FTIR-ATR 
spektrumlarının farklılık gösteren bölgelerinin yakın görünümleri.

A

C DB
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Şekil 4. Bakteri taşıma ortamında süspanse elde edilen serotip 3, 19A, 23B ve 9L’ye ait Fourier transform kızılötesi spektroskopisi – FTIR-ATR spektrumları.

Şekil 5. Bakteri taşıma ortamında süspanse elde edilen spn 3, spn 19A, spn 23B ve spn 9L izolatlarına ait FTIR-ATR spektrumlarının yakın görünümleri.
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Şekil 6. Bakteri taşıma ortamında süspanse edilen serotip 9L’den elde edilen, ardışık üç analiz setine ait Fourier transform kızılötesi spektroskopisi – FTIR-
ATR spektrumları.

Şekil 7. Bakteri taşıma ortamında süspanse edilen serotip 23B’den elde edilen, ardışık üç analiz setine ait Fourier transform kızılötesi spektroskopisi – FTIR-
ATR spektrumları.
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Bu çalışmada alınan verilerde farklı serotipler arasındaki 
nükleik asit dizilimlerindeki veya konsantrasyonlarındaki mi-
nimal farklılıklar, yaklaşık 1600-1300 nm aralığında sınırlı dü-
zeyde değişikliklere yol açmıştır. Bu durum, nükleik asit temelli 
ayrımın bu dalga sayısı aralığında daha az belirgin olduğunu 
düşündürmektedir.

S. pneumoniae’nin serotiplendirilmesinde belirleyici olan 
başlıca yapısal unsur, hücre yüzeyindeki kapsüler polisakkarit-
lerdir. Bu polisakkaritler, FTIR spektrumlarında özellikle 1200-
950 cm⁻¹ dalga sayısı aralığında karakteristik absorpsiyon 
bantları üretir. Bu bölge, C-O-C glikozidik bağları ve C-O halka-
sal titreşimlerinin baskın olduğu “karbonhidrat bölgesi” olarak 
bilinir. Farklı serotipler, yapısal olarak birbirinden farklı sayıda 
ve türde monosakkarit birimlerinden oluşan kapsüler polisak-
karitlere sahiptir. Bu yapısal çeşitlilik, spektrumda gözlenen 
piklerin yoğunluğu, konumu ve sayısında belirgin farklılıklar 
yaratır. Özellikle bazı serotipler daha dallı ve kompleks yapılı 
kapsüller taşırken, diğerleri daha basit yapıdadır; bu durum, 
FTIR analizinde tanısal ayırt edicilik sağlayan özgün “kimyasal 
parmak izlerini” oluşturur. Böylece her serotipin benzersiz poli-
sakkarit kompozisyonu, FTIR spektrumunda kendine özgü bir 

profil üretir ve bu da serotiplendirme sürecinde güvenilir bir 
temel sunar.

Çalışma süresince kullanılan her iki örnek hazırlama me-
todunda da gözlenen spektral farklılıklar minimal düzeyde 
olup, serotiplendirme amacıyla ayrıştırıcı bir spektral kütüp-
hane oluşturmak için yeterli çözünürlüğü sağlayamamıştır. 
Bu durum, mevcut FTIR-ATR sisteminin bu düzeydeki serotip 
ayrımları için hassasiyetinin yetersiz kaldığını göstermekte-
dir. FTIR-ATR cihazının örnek yüzeyiyle doğrudan temas eden 
bileşenleri spektral bilgileri sağlar. Ancak bazı S. pneumoniae 
serotiplerinde kapsül yapısı ince, gevşek veya fazla kalın ola-
bilir. Bu durum, ATR kristaline yeterli kapsüler malzemenin 
temas etmemesiyle sonuçlanarak düşük sinyal alınmasına ne-
den olur. Serotipler arasında farklılık gösteren kapsüler poli-
sakkaritler, yapısal olarak benzer monosakkarit alt birimlerine 
dayandıklarında FTIR spektrumlarında örtüşen piklere neden 
olabilir. Bu da spektral ayrışmayı zorlaştırabilir. Bakteriyel ko-
lonilerin heterojen yapıda olması, farklı serotiplerin FTIR sin-
yalinde benzerlik göstermesine yol açabilir. Özellikle yetersiz 
standardizasyon ve varyasyon gösteren biyokütle yoğunluğu, 
spektral sinyalin kalitesini düşürebilir. Tüm bu sebeplerden 

Şekil 8. Bakteri taşıma ortamında süspanse edilen serotip 19A’dan elde edilen, ardışık üç analiz setine ait Fourier transform kızılötesi spektroskopisi – FTIR-
ATR spektrumları.
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dolayı spektral kütüphane oluşturmak için yeterli çözünürlük 
sağlanamamış olabilir.

Elde edilen tüm bu sonuçlara göre çalışma sınırlılıklarının 
aşılarak daha hassas ve ayırt edici bir yöntem oluşturulabilme-
si için gelecekte daha farklı serotiplerle ve fazla sayıdaki örnek-
te çalışmalar yapılması gerektiği görülmektedir. Bu doğrultu-
da özellikle serotip ayrımının belirteci olan polisakkarit yapısal 
farklılıklarının daha doğru halde analizini sağlayabilmek için 
numunelere ön işlem basamağı eklenerek çalışmalar yapılma-
sı gerekmektedir. 

Çalışmada her izolatın spektral verisi 3 teknik tekrar ile çalı-
şılmış ve sunulmuştur. Bu spektralarda açıkça görüldüğü üze-
re, her bir serotip için üç ayrı analizde elde edilen spektrumlar 
üst üste çakışma göstermektedir. Bu durum, kullanılan FTIR-
ATR metodolojisinin yüksek düzeyde tekrarlanabilirliğe sahip 
olduğunu ve ölçüm tutarlılığının başarılı bir şekilde sağlandı-
ğını bilimsel olarak doğrulamaktadır.

Sonuç  

Elde edilen tüm veriler karşılaştırmalı olarak değerlendiril-
diğinde, FTIR-ATR cihazının uygun maliyetli ve hızlı analiz yön-
temleri sunmasına rağmen, bir S. pneumoniae serotip kütüp-
hanesi oluşturarak serotiplendirme yöntemi geliştirmek için 
yeterince spesifik olmadığı görülmüştür.

Fakat streptokokların kapsül yoğunluğunu artırarak yön-
temin hassasiyetini artırılabilir. Bu amaçla örneğe ön işleme 
teknikleri (örneğin enzimatik hücre duvarı uzaklaştırma, kap-
sül ekstraksiyonu gibi) uygulanabilir. Bu sayede spektrumda 
kapsül kaynaklı sinyaller baskın hale getirilebilir.

Bu amaçla bir başka yaklaşım ise basit istatistiksel yakla-
şımlardan ziyade, yapay sinir ağları, destek vektör makineleri 
(SVM) veya derin öğrenme tabanlı sınıflandırıcıların kullanıl-
ması olabilir. Bu yöntemler, spektrum içindeki minimal varyas-
yonları dahi ayırt etme konusunda üstün başarı sağlayacağın-
dan serotiplendirme açısından avantaj sağlayacaktır.

Ayrıca, her serotip için biyolojik replikalar içeren veri setle-
ri, sınıflandırmanın güvenilirliğini artıracağından analiz edilen 
serotip sayısının artırılmasıyla bu yöntem, S. pneumoniae’yı 
farklı bakteri türlerinden ayırt etmek için umut vaat etmekte-
dir.

Dünya literatüründe de çeşitli çalışmalar, pnömokok sero-
tiplendirmesinde FTIR-ATR spektroskopisinin hem potansiye-
lini hem de sınırlılıklarını vurgulamıştır. Örneğin, bir çalışmada 
Sahu ve arkadaşları, S. pneumoniae’nın kapsül proteinleri ara-
sında ayrım yapmak ve farklı serotipleri tanımlamak amacıyla 
FTIR mikroskobisinin potansiyelini değerlendirmeyi hedef-
lemişlerdir (22). Farklı serotiplerin spektral parmak izlerinin 
büyük olasılıkla S. pneumoniae suşları arasındaki kapsül bile-
şimi farklılıklarından kaynaklandığını öne sürmüşlerdir. Ab-
sorpsiyon piklerindeki kaymaların, çeşitli serotipler arasındaki 

karbonhidrat içeriği farklılıklarını gösterdiğini belirtmişlerdir. 
Ancak, çalışma sonunda buldukları yöntemin sınırlılıklarını 
vurgulayarak, çalışmalarının tekrarlanabilirliğinin daha fazla 
veri ile gösterilmesi gerektiğini ifade etmişlerdir.

Başka bir çalışmada ise Vaz ve arkadaşları, kapsüllü S. pneu-
moniae suşlarının serotiplendirilmesi için alternatif bir yön-
tem olarak FTIR spektroskopisini değerlendirmişlerdir (14). 
Çalışma sonuçlarına göre, serotip farklılıklarını en iyi ortaya 
koyan spektral bölgenin 1185-900 cm⁻¹’de bulunduğunu be-
lirlemişlerdir. Sonuçları, spektral farklılıklar çok belirgin olmasa 
da aynı serogrupa ait serotipleri ayırt etmenin mümkün oldu-
ğunu göstermiştir. Vaz ve arkadaşlarının elde ettikleri veriler-
le paralel olarak 1185-900 cm-¹ bölgesi yaptığımız çalışmada 
ortaya koyduğumuz karbonhidrat ve nükleik asit bölgesini 
kapsadığından literatürdeki çalışma ile örtüşen sonuçlar elde 
edilmiştir.

Literatürdeki bu ve bunun gibi çalışmalarla tutarlı olarak, 
bulgularımız FTIR-ATR’nin umut vadedici olmasına rağmen, 
serotiplendirmede doğruluk ve güvenilirliği artırmak için 
iyileştirilmiş istatistiksel yaklaşımlara [Temel Bileşen Analizi 
(TBA) ve Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) 
gibi çok değişkenli istatistiksel analiz metodları veya SVM, Ya-
pay Sinir Ağları (ANN) & Derin Öğrenme, Rastgele Ormanlar 
(Random Forest) gibi makine öğrenimi modelleri vb.] ve ge-
nişletilmiş spektral veri tabanlarına (yüksek kalitede temsilci 
örnekler, standardize numune hazırlığı ve ölçüm protokolleri, 
veri normalizasyonu ve ön işleme vb.) ihtiyaç duyulduğunu 
düşündürmektedir.
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