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Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz, 2016

Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

Ikinci Danisman: Yrd. Dog. Dr. M. Tiirkay AYTEKIN AYDIN

Bu calismada oOkaryotik mikroorganizmalarin titresim  spektroskopisi ile
identifikasyonu amaglanmistir. Titresim spektroskopisi kizildtesi ve Raman spektroskopi
yontemleri olmak tizere iki kisimda incelenebilir. Bu iki yontem birbirine bagli olmasina
ragmen kizilotesi ve Raman spektrumlari tam olarak ayni degildir ve her biri kendine has
ozelliklere sahiptir. Calismada bes maya ve li¢ dermatofit fungus Sabouroud dextrose
agar (SDA) besiyerinde gelistirilmis ve FT-IR ve Raman spektroskopisi ile profil
analizleri yapilmistir. Raman spektroskopisi ile SERS analizinde sinyal artis1 gozlenmis
ve analiz sonrasi elde edilen spektrumlar SPSS istatistik programi yardimiyla Hiyerarsik
Kiime Analizi yontemi kullanilarak karsilagtirllmistir. Calismada kullanilan mayalarin;
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Trichosporon asahii bir kiimede ve dermatofit kiiflerin; Microsporum canis,
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes ayri bir kiimede toplandigi
gozlenmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gorintiileri giimiis nanopartikiiller
ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesim giiciiniin hiicre duvarinin biyokimyasal

yapisina bagli oldugu sonucunu vermistir.

Anahtar Sozciikler: Raman Spektroskopi, FTIR, SERS, identiﬁkasyon, SEM, SPSS



ABSTRACT
MICROBIAL IDENTIFICATION WITH THE VIBRATIONAL SPECTROSCOPY

Gorkem BAKIR
Department of High Technologies

Anadolu University, Graduate School of Sciences, July, 2016

Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. M. Tiirkay AYTEKIN AYDIN

In this study, identification of eukaryotic microorganisms was aimed by using
vibrational spectroscopy. Two methods of vibrational spectroscopy are Infrared and
Raman. Although these two methods are connected to each other, the infrared (IR) and
Raman spectra are not exactly the same and, each has its own characteristics. Five species
of yeasts and three species of dermophytes were grown on SDA and their profiles were
analyzed by FT-IR and Raman spectroscopy. The signal enhancement was observed via
SERS, which is the method of Raman spectroscopy, and the spectra obtained was
compared using Hierarchical Cluster Analysis by SPSS statistics programme. It was
observed that yeasts; Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Trichosporon asahii congregated in one cluster and the dermatophytes;
Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes congregated in
another cluster. It was concluded that, the silver nanoparticles and the strength of the
interaction between the cell walls of the microorganisms depend on the biochemical

structure by looking at the images taken from scanning electron microscope (SEM).

Keywords: Raman spectroscopy, FT-IR, SERS, Identification, SEM, SPSS



TESEKKUR

Calisma konusunun sec¢iminde bana yol gosteren, arastirmalarimin

baslangicindan bitimine kadar tecriibesi ve bilgileriyle yonlendiren, yardim ve katkilarin

benden esirgemeyen degerli danismanim Prof. Dr. Kiymet GUVEN’e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Tezim siiresince her tiirlii tecriibe destegini gordiigiim, sorularimi yanitlamaktan

rahatsizlik duymayan, bana disiplinler arasi ¢alisma firsati sunan Fizik Boliimiindeki ¢cok

degerli ikinci danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Meryem Tiirkay AYTEKIN AYDIN’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar calismalari sirasinda yardim ve dayanismalarindan Otiiri tim
mikrobiyoloji laboratuvari ¢alisanlarina, arkadaslarima ve hocalarima tesekkiirii bir borg
bilirim.

Beni bu zamana kadar destekleyen, giivenen ve bugiinlere gelmemde biiyiik pay1
olan sevgili anneme, babama ve kardesime sonsuz tesekkiirler.

Gorkem BAKIR
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Gorkem BAKIR
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1. GIRIS

Identifikasyon, "tanima" anlamina gelir ve izole edilmis bir mikroorganizmanin
cins ve tiirliniin (ya da serotipinin) belirlenmesi anlasilir. Mikroorganizmalar farkli
sekillerde hayatimizda 6nemli bir etkiye sahip oldugundan, nasil tespit edilecekleri, bu
organizmalarin karakterize edilmesi ve tehditlerini 6nlemek i¢in aktivitelerinin nasil
kontrol edilecegini diisiinmek gerekir. Mikroorganizmalarin tespiti ve identifikasyonu
klinik tip, gida giivenligi ve g¢evre Kkirliligini kontrol etmek amaciyla biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bir mikroorganizmanin hizli identifikasyonu gerceklestirildigi zaman genel
saglik maliyetlerinin ve Olim oranlarmin 6nemli Ol¢lide azaldig kanitlanmustir.
Mikrobiyal identifikasyonda en c¢ok kullanilan mevcut yontemler Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, DNA-DNA Hibridizasyonu, Yag Asidi Metil Esterlerinin Analizi gibi zor,
deneyim isteyen, uzun siire alan ve maliyetli yontemlerdir. Bu nedenle 6zellikle tip, gida
gibi hizli tan1 gerektiren diger alanlarda mikroorganizmanin hizli ve ucuz identifikasyonu

tercih edilmektedir.

Raman ve kizilotesi (infrared, IR) spektroskopik yontemleri son zamanlarda
biyokimyasal karakterizasyon, hizli identifikasyon ve genis bakteri cesitleri, tiirleri ve
strainlerin genis bir yelpazede dogru siniflandirilmalart i¢in cazip bir yaklasim olarak
popiilerlik kazanmigtir. Raman Spektroskopisi, hicbir numune hazirlamayi gerektirmeyen
sadece kiiciik bir numunenin 6l¢lim i¢in yeterli oldugu ve genellikle numuneye zarar

vermeyen bir yontemdir.

Bu calismada klinik 6neme sahip bazi mikroorganizmalarin titresim spektroskopisi
ile identifikasyonu amag¢lanmigtir. SERS yonteminde kullanilan glimiis nanoparcaciklar
ile mikroorganizma arasindaki etkilesimin sonucunda hizli ve dogru identifikasyon
hedeflenmistir. Bu ¢alismada test edilen dermatofit kiiflerin identifikasyonunda bu

yontem ilk defa denenmistir.

1.1. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar bitki ve hayvanlardan farklilik gosteren gercek bir ¢ekirdege sahip
okaryotik canlilardir (Onur 2009; Tiimer 2011). Fotosentetik pigmentleri yoktur ve tek
hiicreli (mayalar) veya filamentlidirler (kiifler). Diger bir¢cok farkliligin yaninda
protozoanlarin aksine hiicre duvarina sahiptirler ve spor {iretirler. Hiicre duvarlarinda

bulunan kitin ve seliiloz 6zelligi ile bakteri ve yliksek bitkilerden ayrilirlar (Onur, 2009).



Funguslarin 3 biiyiik grubu vardir: Kiifler, Mayalar ve Mantarlar (Martinko, 2010).
Maya formu funguslarin tek hiicreli gelisimini yansitir. 3-15 um c¢apta olup, yuvarlak
veya elipsoit sekillidirler. Tomurcuklanma (blast formasyonu) veya ikiye boliinme ile
cogalirlar. Bir maya hiicresinin bir veya birka¢ noktasindan tomurcuklanma olur,
olgunlagan yapi ana hiicreden koparak yavru hiicreyi olusturur. Yavru hiicreye
blastokonidiyum denir. Bazi mayalarda olusan blastokonidiyumlar ana hiicreden
ayrilmadan ardi1 ardina uzar. Bir ana hiicreden pesi sira olusan yavru hiicrelerin
olusturdugu uzantiya yalanci hif (pseudohif) denir (Timer 2011). Hifte bogumlar
bulunmaz. Ancak yalanct hifte bogumlar olusur. Mayalarin bir¢ogu yalanci hif
olustururken, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans ve Rhodotorula’da bu yapi
goriilmez (Karalti, 2011).

Kiif formu funguslar ise ¢ok hiicreli, kalin, 2-10 pm ¢apta dallanan paralel duvarl
tiip benzeri hiicre uzantilari olan hiflerden olusurlar (Tiimer, 2011). Bu filamentli yapilar
(hifler) bolmeli (septumlu) veya bolmesiz (septumsuz, sonosit) ve sik dallidirlar. Her bir
hif hiicre geperi ile sarilmistir ve sadece u¢ kisimlardan biiyiirler. Dallanmis hiflerin
olusturdugu topluluklara misel denir ve miseller gozle goriilebilir (Giliven, 2011).

Besiyerlerinde tiirlere gore farkli renk ve goriiniimler olustururlar.

Bazi fungal hiicre duvarlart bitki hiicre duvari polisakkariti olan seliilozu
yapilarinda bulundursalar da c¢ogu fungus hiicre duvari glukoz tirevi olan N-
asetilglukozaminden yapilmig kitin icerir. Baz1 fungal hiicre duvarlarinda kitin yerine
galaktozanlar, mannanlar ve kitozanlar gibi diger polisakkaritler bulunur. Farkli fungus
tirlerinde birka¢ cesit polisakkaritin degisik kombinasyonlar1 goriiliir. Fungal hiicre
duvarlar tipik olarak %80-90 oraninda polisakkarit olup proteinler, lipidler, polifosfatlar
ve inorganik iyonlar hiicre duvarinin yapisinda bulunur (Martinko, 2010). Hiicre duvari
hiicreye sekil verir ve osmotik soktan korur ve antijenik 6zelliktedir. Funguslarin hiicre

duvarinda yer alan polisakkaritler Tablo 1.1 de gdsterilmistir.



Tablo 1.1. Fungus Hiicre Duvarinda Yer Alan Polisakkaritler.

Polimer Monomer

Kitin N-asetil D-glukozamin
Kitosan D-glukozamin

Seliiloz D-glukoz

a-glukan D-glukoz

B-glukan D-glukoz

Mannan D-mannoz

Hiicre zar1, memelilerdekine benzer bir sekilde fosfolipid, protein ve sterollerden
olusan iki tabakali bir yapidadir. Memeli zarindan farkli olarak kolesterol yerine
ergosterol ve zimosterol bulunur. Hiicre zarmin fonksiyonlar1 arasinda sitoplazmay1
korumak, madde alis verisini diizenlemek ve kapsiil ile duvar sentezine yardim etmek yer
alir. Giiniimiizde kullanilan antifungal ilaglarin ¢ogunun hedef bolgesi, hiicre zarinda
bulunan ergosteroldiir (Karalti, 2011). Tipik bir maya hiicresinin sematik gosterimi Sekil

1.1 de, mayalarin hiicre duvari bilesenleri de Sekil 1.2 de verilmistir.

Koful Koful Granilleri

—_—

Tum

Mitokondri

Cekirdek

Hiicre Duvari

Koful Zan

Depo Grantilleri

Tomurcuk

| Cekirdek zan
Kofulu

poru Hucre Zan

Tomurcuk .
Tomurcuk izi

Sekil 1.1. Tipik Maya Hiicresinin Sematik Gosterimi
Kaynak: Martinko, 2010
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Sekil 1.2.Mayalarin Hiicre Duvari Bilesenleri
Kaynak: Sayin, 2009

1.2. Funguslarin Siiflandirilmasi

Yeryiizlindeki funguslar spor yapilarina, hif yapilarina, esey 6zelliklerine gore 5
taksonomik smifa ayrilirlar. Candida’lardan; eseyli ilireme gostermeyen tiirler
Deuteromycetes i¢inde yer alirken, eseyli iireme gosteren tiirler, Ascomycetes i¢inde

siiflandirilmaktadir (Onur, 2009).
a) Ascomycetes ( Keseli Funguslar)
b) Basidiomycetes (Sapkali Mantarlar)
¢) Zygomycetes ( Ekmek Kiifleri)
d) Deuteromycetes ( Fungi Imperfecti)

e) Oomycetes ( Nem Kiifleri) (Karalt1,2011)

1.2.1. Candida tiirleri

Candida tiirleri insanlar iizerinde etkileri olan en yaygin fungal patojenlerdir. Insan
deri ve mukozanin normal florasinda bulunurlar. Normal bireylerin %30-50’sinin agzinda
ve gastrointestinal kanalinda yer alirlar. Uygun sartlarda patojenite kazanarak akut-kronik

enfeksiyonlara neden olurlar.

Candida cinsi i¢inde yaklasik 200 tiir olmasina ragmen tibbi 6nemi olan Candida
tiirlerinin sayist azdir. Bu durumun nedeni %65 nin insan viicut 1s1sinda iireyememesidir.
Bunlar: C. albicans (en sik saptanan tiir), C. tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei, C.
parapsilosis, C. pseudotropicalis (C. kefyr), C. glabrata, C. lusitaniae, C. rugosa,

C.haemulonii, C. lipolytica, C. norvegensis, C. utilis, C. ciferrii, C. zeylanoides, C.
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pulcherrima ve C. stellatoidea’dir. Bu listedeki iiyelerin sayilar1 giin gegtikge artma
egilimindedir (Yis, 2007).

Candida tiirleri 3-6 um biiyiikliigiinde, oval veya yuvarlagimsi, tomurcuklanma
gosteren, beyazdan krem rengine kadar degisen koloniler olusturan (SDA besiyerine) ve
yalanci hif (pseudohif) olusturan funguslardir (Onur, 2009). Sabouraud dekstroz agar
(SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda veya 37°C’de 24 saat i¢inde genellikle kirli
beyaz veya krem rengi, nemli, diizglin veya burusuk kenarl, diizglin ylizeyli veya
gobekli; uzayan inkiibasyonla birlikte kivrimli hale gelen, mat ya da parlak, maya kokulu

yumusak koloniler olustururlar. C. krusei’nin ise piirtiiklii ve kuru kolonileri vardir (Yis,
2007).

Candida hiicreleri; hiicre duvari, sitoplazmik membran, sitoplazma, mitokondri,
ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve membran ile g¢evrili nukleustan
olusur. Candida’lar plazma membraninin disina yerlesmis olup, hiicreyi ozmotik
degisikliklere kars1 koruyan, besin aliminda rol oynayan ve konak hiicreyle iliskileri
diizenleyen bir hiicre duvarina sahiptir. Hiicre duvar1 fungus hiicresinin bigimini,
morfogenezini, virulansini, fungus-konak etkilesimini ve antifungallere duyarliligini
belirleyen dinamik ve kompleks ¢ok tabakali bir yapidir. Fungus hiicresinin maya, hif
gibi biliyiime formlarindaki tipik sekillerini korumasindan sorumludur. Ayrica
mikroorganizma ile konak arasindaki etkilesimin baslangic asamasinda aracilik eder.
Maya veya hif sekilleri esasen kitin ve seliiloz iceren sert yapili bu dis tabakada biiyiime
formlarinin gesitli asamalarinda fungusun gereksinimlerine uygun bilesim ve oranlarda

glukanlar, peptidomannanlar, polisakkaritler ve glikoproteinler bulundururlar.

Elektron mikroskobik calismalara gore Candida’larin hiicre duvari en az 5
katmanlhidir. Maya-hif doniistimii siirecinde bu say1 ve kalinlik degisir. Ayrica ortamda
yiiksek yogunlukta seker varliginda en distaki mannoprotein kalinlasir ve fibriler
olusumlar artar. Hiicre duvari1 %80-90 oraninda karbonhidratlardan olusur. Proteinler %6-
25, lipidler %1-7 ve kitin %8.5-9 oranindadir. Hiicre duvarinda polisakkarit olarak
mannan, glukan ve Kkitin bulunmakta olup, polisakkaritlerin %40-85’ini mannan
olusturur. Bunlarin goreceli miktarlar1 morfolojiye gore degisir. Mannoz polimerleri,
yapisal polimerler olan B-glukanlar ve kitinin i¢ine gdmiildiigii hiicre duvarinin amorf

matriksini olusturur.



Candida hiicre duvarinda en biiyiik oranda bulunan bilesikler olan karbonhidratlar,
B-glukan, mannan ve kitindir. B-glukan dallanmis B-1,3 ve -1,6 glukoz polimerlerinden,
kitin ise dallanmamuis -1,4 N-asetil glukozamin polimerlerinden olusur. Hiicre duvarinin
en Onemli bileseni mannoproteinler olup, proteinlerle kovalan baglar yapan mannoz
polimerlerinden meydana gelir. Mannan, hiicre duvari kuru agirligiin yaklasik %30 unu
olusturmakta, hiicre duvarmin ana antijenik yapisi olarak serolojik testlerde siklikla
kullanilmaktadir. B-1,6 glukan hiicre duvar yapisinin diger bilesenleri i¢in araci rol
oynarken, B-1,3 hiicreye seklini vererek katiligi saglar. Kitin ise hiicre duvariin en az
ancak onemli bir bilesenidir. Sekerler arasinda yer alan hidrojen baglar ile baglanmis
uzunlamasina yapili kitin molekiilleri mikrofibrilleri olugturur. Maya hiicrelerinde kisa
zincirler olarak goriilen bu mikrofibriller hif duvarlarinda uzun karmasik zincirler olarak
yer alirlar. Glikolipidler hiicre duvar sentezi, sinyal ileti yollar1 ve hiicre antijenleri olarak

onemli islevlere sahiptir.

Hiicre membrani, sterol olarak ergosterol ve zimosterol icermektedir. Bunlardan
ergosterol diger biyolojik membranlarda bulunmadigr i¢in antifungal ilaglarin
baglanabilecegi iyi bir hedeftir. Ergosterol hiicre membraninin gegirgenligi, akiskanligi,

biitiinliigi i¢in diizenleyici olarak islev gormektedir (Onur, 2009).

1.2.2. Trichosporon tiirleri

Trichosporon cinsi, basidiomycetous maya benzeri mikroorganizmalardir.
Basidiomycota smifindaki, Hymenomycetes takiminin, Tremelloidae alt takiminin,
Trichosporonales ailesinde yer almaktadirlar. Trichosporon tiirleri ¢ogu besiyerinde
kolayca tiirerler. Kat1 besiyerlerinde maya benzeri, hizli biiyiiyen, piiriizsiiz, burusuk,
zeminden kabarik, kadifemsi, kirilgan, mat, mumsu, beyaz, sarimtrak beyaz veya krem
rengi koloniler olustururlar. Koloninin burusuklugu zamanla daha da belirginlesir. Ureaz
enzim tretimi bu tiirler igin tipiktir. Trichosporon tiirleri misir unuTween 80 agarda 25°
C’de 72 saat inkiibasyondan sonra bol miktarda pseudohif ve hif olustururlar.
Blastokonidiyumlari tek hiicreli ve degisken sekildedir. En tipik mikroskobik 6zellikleri
tek hiicreli ve genellikle kiibik, ficimsi veya uzun goriinlimlii artrokonidiyum
olusturmalaridir. Bu o&zellikleriyle Candida ve blastokonidiyumlariyla Geotrichum
tirlerinden ayirt edilirler. Trichosporon tiirlerinin hiicre duvarinda Cryptococcus’a

benzer olarak glukuronoksilomannan (GXM) bulunmaktadir. GXM, 1,2-bagl xylose



artiklarina ve 1.4-bagli mannoz kisa yan zincirlerine baglanmis 1,3-bagli mannan
zinciridir. Ayrica, fungal hiicre duvar i¢in 6zel bir polisakkarit bileseni olan 1,3-p-D-
glukan (BDG) igerirler. Trichosporon tiirleri gastrointestinal sistem, tiriner sistem, deri
normal florasinda ve dogada bulunmaktadir. Taksonomide yapilan son degisikliklerle
insanlarda yiizeyel enfeksiyonlara neden olanlar Trichosporon asteroides ve
Trichosporon cutaneum; beyaz piedraya neden olanlar ise Trichosporon ovoides ve
Trichosporon inkin olarak isimlendirilmistir. Invaziv enfeksiyonlara neden olanlar T.
asahii ve T.mucoides olarak ayrilmistir ( Colombo, 2011; Timer, 2011; Aydin, 2012;
Demir 2013).

1.2.3. Dermatofitler

Dermatofitler, insan ve hayvanlarin deri, sag, kil ve tirnak gibi ylizeyel keratinize
dokularini infekte ederek besin kaynagini bu dokular sindirerek elde eden flamentoz
funguslardir. Dermatofitler, sadece insan ya da hayvanlar1 infekte ederek canliligini
devam ettiren fungus tiirleridir. Olusturduklari enfeksiyona ‘dermatofitozis’’ denir. Tinea
ya da ringworm (sackiran) olarak bilinen hastalik, dermatofitlerin dokuyu pargalamak
icin salgiladiklar1 enzimlere karsi konak¢inin verdigi bir reaksiyonun sonucudur. Deri
tutulumu ile deride kepeklenme, vezikiil olusumu ve bazen iltihaplanma; kil ve sag
tutulumu ile bunlarin kirllmasi, dokiilmesi; tirnaklarin tutulumu ile sekil ve yapilarinin
bozulmas1 s6z konusu olup tinea denilen tipik lezyonlar olustururlar. Bir kism1 dogada
saprofit olarak bulunur, cesitli yollarla insan ve hayvanlara bulagirlar. Konidium

olusumlarina gore ii¢ cinse ayrilirlar (Tanig, 2008).

1.2.3.1. Trichophyton

Kat1 ortamlarda iireyen kolonileri, pamugumsu o6rgiide kiif kolonileri olusturur.
Pigment tiretimi tiir ayirnrminda 6nemlidir. Mikrokonidiumlar genellikle bulunur ve tiir
ayiriminda yardimcr olur. Sekilleri yuvarlak, armut veya lobut seklindedir.
Makrokonidiumlar1 ince duvarli olmakla beraber kalin duvarli da olabilirler, hiicre sayisi
1-12 arasinda degisir. Genellikle silindir, u¢lari kiit, bazen fuziform seklindedir. Tek veya
demetler halinde olabilirler. Ultraviyole 15181 altinda floresans vermezler. Bu cinse ait

funguslar deri, sag¢ ve tirnagi infekte ederler.



1.2.3.2. Microsporum

Gevsek ylin goriinlimiinde koloni olustururlar. Mikrokonidiumlar hifin kenarlari
boyunca teker teker dizilmis armut veya lobut seklindedir. Makrokonidiumlar uglar1 sivri,

hiicre sayis1 1-15 arasinda degisir. Bu genusun tiirleri sa¢ ve deriyi infekte ederler.

1.2.3.3. Epidermophyton

Kivrimli kiif kolonileri yaparlar, ortasi tiimsek yiizeyi 1sinsal oluklar olusturur.
Olusturdugu pigment saridan zeytin yesiline kadar degisir. Mikrokonidium
olusturmazlar, makrokonidiumlar diiz duvarli lobut seklindedirler. Ikili ii¢lii kiimeler
olustururlar, 1-9 bolmelidirler. E. floccosum genusun tek patojenidir. Deri ve tirnaklari
infekte eder, sagh deride infeksiyon olusturmazlar. Wood 15181 (nikel oksitli filtreden
gecen UVA 15181d1r) altinda floresans vermezler (Asci, 1992; Ustacelebi, 1999; Tanis
2008.)

Dermatofitler, ortalama 22-26 °C de iireme gosterirler. Fakat T. verrucosum en iyi
37 °C de iireyebilmektedir ve geg iirerler (1-4 hafta). Ureme hizlar1 dermatofit tiiriine gore
degismektedir. Optimal olarak pH 5.6°da iirerler. Uretilebilmeleri i¢in 6zel besiyerlerine
gereksinim duyarlar. En uygun besiyerleri Sabouroud dekstroz agar (SDA), Patates
dekstroz agar (PDA) ve Mycobiotik agardir. Bu besiyerleri, yiikksek oranda seker
konsantrasyonu igerir. Azot kaynagi olarak peptonu, karbon kaynagi olarak glukozu
kullanirlar. Saprofit kiifler dermatofitlerden daha hizli liremektedir. Bundan dolay:
besiyerlerine kontaminasyonu engellemek i¢in antibiyotik ilave edilmesi gerekmektedir
(Asci, 1992; Tanis 2008).

Dermatofitler infekte dokulardan alindiginda mikroskobik incelemede hif parcalar
ve artrosporlar seklinde goriiliirler. In vitro kosullarda ise ayirt edici yap1 6zellikleri
ortaya c¢ikmaktadir. Bu yapilar, makrokonidiumlar, mikrokonidiumlar, raket hifler,

spiraller, favus samdani, klamidosporlar ve nodiillii organlardir (Asci, 1992; Tanis 2008).

1.3. Geleneksel Fungal Tam Yontemleri
1.3.1. Direkt mikroskobik degerlendirme

Kiiltiir isleminin uzun siire gerektirmesi nedeniyle direkt mikroskobik inceleme ¢ok
onemlidir. Mikroskobik incelemede genellikle maya ve kiif varligi acisindan ilk veriler
elde edilir. Tomurcuklanan maya hiicreleri ve yalanci hif olusumu ¢ogu Candida ve
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Trichosporon tiiri i¢in karakteristiktir. Yalanct hif olmaksizin sadece tomurcuklanan
maya hiicrelerinin goriilmesi, Candida glabrata, Cryptococcus tiirleri, Rhodotorula
tirleri ve Histoplasma capsulatum igin ipucu olabilir. Septali ya da septasiz, dikotom ya
da dik acil1 dallanan hif benzeri yapilarin goriilmesi durumunda kiiften siiphenilmelidir.
Septal1 ve dikotom dallanma gosteren hiflerin goriilmesi durumunda ilk degerlendirmede
Aspergillus tiirleri akla gelmelidir. Ancak bu goriiniim Aspergillus tiirleri igin
karakteristik degildir. Fusarium, Scedosporium, Paecilomyces ve Penicillium gibi
kiiflerde de goriilebilmektedir. Hyalen funguslar seffaf ve renksiz hifler olusturduklari
halde esmer funguslar kahverengi ya da siyah renkli septali hifler olustururlar (Karalti,

2011).

Direkt mikroskobik inceleme i¢in Gram, %10-20’lik potasyum hidroksit, laktofenol
pamuk mavisi, ¢ini miirekkebi gibi boyalar kullanilir. Direkt mikroskobi sonuglari

mutlaka kiiltiir ile dogrulanmalidir (Karalti, 2011).

1.3.2. Kiiltiir

Birgok fungusun identifikasyonunda SDA gibi birincil izolasyon besiyerindeki
koloni ozellikleri ve mikroskobik morfolojileri temel alinir (Karalti, 2011). SDA disinda;
koyun kanli beyin kalp infiizyon agar, Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar,
inhibitér mold agar gibi besiyerleri de kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri igine
sikloheksimit gibi antimikotikler ilave edilerek kontaminant saprofit funguslarin;
kloramfenikol ve gentamisin gibi antibiyotikler ilave edilerek de bakterilerin liremesi

engellenmektedir (Yis, 2007).

Koloni karakteristikleri olarak; 1) koloninin yilizey (havasal migel gibi) ve taban
rengi; ii) yiizey yapisi (diiz, yiin gibi, pudramsi, mumsu, graniiler, stietimsi, kadifemsi,
tiiylii, kabarik); ii1) koloninin topografisi (diiz, yassi, kabarik, 1sinsal, beyinimsi ve krater
seklinde); iv) iireme hizi degerlendirilir. Ureyen etyolojik etkenlerin ince yapilarmi
incelemek i¢in misir unu agar ve Patates Dekstroz Agar besiyerlerinde lam kiiltiirleri
yapilabilir. Bu besiyerlerindeki pigmentasyon da identifikasyon i¢in ayiricidir (Solgun,

2007).
Mayalar i¢in optimum inkiibasyon 1sis1 37°C iken, kiifler i¢in 20-26°C’dir.
Optimum pH mayalar i¢in 3.0-7.5; kiifler i¢in 2.2-9.0 arasindadir. Mayalarin

tanimlanmasi i¢in ¢esitli biyokimyasal testler yapmak gereklidir. Bunun i¢in giinlimiizde



ozgulligi ve duyarliligi ¢ok yiiksek ticari kitler bulunmaktadir. Kiiflerin tanimlanmasi

icin ise ¢esitli teshis kitaplarindan yararlanilmaktadir (Karalti, 2011).

1.3.3. Biyokimyasal testler

Herhangi bir organizmanin tespiti, her tiiriin kendine bir¢ok biyokimyasal
reaksiyonu gerceklestirebilme yetenegine bakilarak yapilabilir. Bunlar herhangi bir
enzimatik  aktiviteyi  gerceklestirebildigini  tespit edebilen uygulamalardan,
karbonhidratin fermente edilip edilmedigi gibi uygulanan bazi biyokimyasal testler ile
farkli tiirlere ayrilabilir. Mayalar ve diger funguslar i¢in hizli biyokimyasal sistemler
gelistirilmistir. Biyokimyasal testlerin bir sinirlamasi mutasyonlardir. Bunlar farkli
ozellikte strainlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Cok sayida test kullanilmadikga, bir
organizma dogru sekilde tanimlanamayabilir. VITEK 2 Compact System ve Biolog gibi
otomatik biyokimyasal test sistemleri hizli identifikasyon saglayan test sistemlerine

ornektir (Giiven, 2011).

1.3.3.1. Karbonhidrat asimilasyon testi

Mayalarin karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrati oksijen varliginda
kullanma yeteneklerini ortaya ¢ikarir. Bu test Wickerman ve Burton gibi rutinde pek
kullanilmayan metodlarla yapilabilecegi gibi, ¢esitli otomatize ve yar1 otomatize ticari

sistemler kullanilarak da uygulanabilir (Onur, 2009).

1.3.3.2. Nitrat asimilasyon testi

Karbonhidrat asimilasyon testine benzer ve mayalarin nitrojen kaynagi olarak

nitrat1 kullanma yeteneklerini ortaya koyar (Onur, 2009).

1.3.3.3. Karbonhidrat fermentasyon testi

Fermentatif funguslar karbondioksit ve alkol olustururlar. Gaz olusumu ve pH’da
degisiklik olmamasi fermentasyonu gosterir. Bu test degisik Candida tiirlerini,

Cryptococus ve Rhodotorula tiirlerinden ayirmada yararlidir (Onur, 2009).
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1.3.3.4. Ureaz testi

Bu test Candida’larin iireaz enzimi tretebilme kapasitelerini gosterir. Uygun
substrat varliginda {iire, lireazla pargalanarak amonyagi olusturur. Olugan amonyak pH’1
yiikseltir ve fenol red indikatoriinde renk degisimine bagli olarak kehribar renginden

pembemsi bir renge doniistir (Onur, 2009).

1.3.4.  Serolojik testler

Fungus enfeksiyonlarinda serolojik testlerin rutin tanida kullanimi heniiz tam
olarak yaygilagmamustir. Serolojik testler, fungus enfeksiyonlarinin tanis1 yaninda,
hastanin tedaviye cevabinin degerlendirilmesinde, hastalik ilerlemesinin gosterilmesinde
kullanilabilir. Serolojik testlerin bir kismi1 fungus antijenlerine kars1 olusan antikorlarin
gosterilmesine yoneliktir. Digerleri ise fungus antijenlerinin ve metabolik {iriinlerin
gosterilmesi esasina dayanir. Antijen ve antikorlarin birlikte arastirildigi yeni kombine
testler daha 6zgiil sonuglar verir. Kandidozun tanisinda tek basina kullanilabilecek bir test
bulunmamaktadir. Tek ornekten elde edilen sonucun duyarliliginin diisiik olmasi
nedeniyle literatiirde bir anlasma olusmamistir. Bu nedenle birden ¢ok ardisik 6rnegin
test edilmesi gereklidir. Serolojik testlerden elde edilen sonuglar, klinik bulgular ve kan

kiiltiir sonuglart ile birlikte degerlendirilmelidir (Ttimer, 2011).

1.4. Molekiiler Tanm1 Yontemleri

Fungal DNA’nin analizi, antikor belirleyen testlere gore immun sistem
fonksiyonundan bagimsizdir ve antikor yanit1 olusmadan dnce erken taniy1 saglayabilir.
Molekiiler biyolojik testlerin diger bir avantaji, birden fazla etkenin neden oldugu
enfeksiyonlarda organizmalar tiir diizeyinde tanima yetenekleridir. Polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) kan 6rneklerinde 1 kob/ml’ye kadar funguslari belirlemede duyarl

oldugu bildirilmektedir.

Ayrica epidemiyolojik amaglarla izolatlar arasindaki genotipik farkliliklarin ortaya
konmasinda, antifungal diren¢ gibi virulans faktdrlerinin varliginin genotipik olarak
saptanmasinda, genom baz dizisi ve mutasyon analizinde ve taksonomik incelemelerde
kullanilmaktadir. Fungal yiikiin ¢cok az olmasi sebebiyle kiiltiir ve serolojik taninin heniiz
yetersiz oldugu evrede, PCR temelli tan1 yontemlerinin ¢ok daha etkin olacagi

goriilmektedir (Onur, 2009).
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Mikoloji laboratuvarinda molekiiler yontemlerin kullanilmasinin esas amaci,
patojen funguslarin klinik 6rnekte kiiltiirii yapilmadan 6nce kisa stirede ve dogru olarak
saptanmas1 ve/veya klasik yontemler ile kiltiirde tretilmis olan fungusun hizl
tanimlanmasidir. Cins diizeyinde tanimlama birgok kiifler i¢in yeterli olabilirken,
Ozellikle antifungal ajanlara direncli olan baz1 funguslarin tiir diizeyinde identifikasyonu
onemli bir gereksinimdir. Bu nedenle funguslarin dogru ve hizli identifikasyonu, uygun
antifungal sagaltima erken donemde baslanmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Molekiiler
yontemler; tani yaninda funguslarin cins veya tir diizeyinde tanimlanmasi,
epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi, antifungal direng
genlerinin arastirilmasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik analizlerde
kullanilmaktadir. Funguslarin hizli identifikasyonu i¢in halen ¢esitli molekiiler yontemler
gelistirilmekte olup, yontemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlari mevcuttur.
Molekiiler tan1 yontemleri; niikleik asit amplifikasyon yontemleri ve hibridizasyon
probelarmin kullanildigr sinyal amplifikasyon yontemleri olmak {izere iki grupta

toplanabilir (Yis, 2007).

1.4.1. Niikleik asit amplifikasyon yontemleri

Polimeraz zincir reaksiyonu DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 0zgilin bir bdlgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere

verilen ortak bir isimdir.

Bir mikroorganizma geleneksel yontemler ile kiiltiir edilemediginde, enfeksiyona
neden olan etmen taninamayabilir. Ancak, polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction =PCR) olarak adlandirilan teknik, elektroforez ile test edilebilecek seviyede
mikrobiyal DNA miktarini gogaltmak i¢in kullanilabilir. Polimeraz zincir reaksiyonu ya
da PZR, molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitce tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. Spesifik bir mikroorganizma i¢in bir
primer kullanildiginda, amplifiye sayis1 artmig DNA’nin varligr mikroorganizmanin var
oldugunu isaret eder.

PCR, bir g¢esit “in vitro klonlama”dir. PCR reaksiyonu, DNA’nin iki zincirinin
yilksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) ve daha sonra sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon) takiben, zincirin

uzamasi (polimerizasyon) ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasi ile gergeklesir.
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Bu li¢ adim (denatiirasyon/primer baglanmasi/uzama) bir PCR dongiisiinii olusturur. Her

adim farkli 1silarda gergeklestirilir (Giiven, 2011).

PCR yoOnteminin hizli sonu¢ vermesi ve duyarliligmin yiiksek olmasina kargin
kullanilan malzemenin pahali, tekniklerin karmasik olusu, kullaniminin deneyim
gerektirmesi gibi nedenler ile halen, kiiltiir ve serolojik yontemler gibi klasik

identifikasyon uygulamalarinin yerini alamamistir (Yis, 2007).

Gliniimiizde Real-time PCR, Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals, Roche
Group, Indianapolis, Ind.) ve benzeri teknolojiler ile bir saatten kisa siirede sonug
alabilmekte, amplifikasyon ve saptama kapali bir sistemde gerceklestirilmekte,

bdylelikle ¢apraz kontaminasyon riski ortadan kaldirilmaktadir (Yis, 2007).

1.4.2.  Sinyal amplifikasyon teknolojileri

Hibridizasyon; etkene ait genetik yapinin isaretli “probe”lar yardimi ile ortaya
konmasin1 amaglar. “Probe”lar; hedef niikleik asitlerin belirli bolgelerine komplementer,
genellikle 50 bp’den kiiciik oligoniikleotitlerdir. Fungal identifikasyon i¢in Southern blot,
Northern blot, dot blot ve in situ hibridizasyon teknikleri ile ¢aligilmistir. Niikleik asit
hibridizasyon “probe”larmin kullanildigi bu yontemler kiiltiir dogrulamasi igin sik
kullanilmaktadir. Funguslarin tanimlanmasi i¢in hazirlanmis ticari genetik “probe’”lar
ozellikle kiiltiirde tiremis kiiflerin tanimlanmasinda tan1 degeri bulmaktadir. Ancak DNA
tizerindeki hedef bolgelerin sinirli sayida olmasi nedeni ile direkt etkene 6zgiin “probe”

hibridizasyon testlerinin duyarlilig: diisiiktiir (Yis, 2007).

1.4.2.1. Southern-Blotting

Ekstrakte edilen DNA, restriksiyon enzimleri ile kesilir ve kesimden elde edilen
DNA parcalar elektriksel ortamda agaroz jel iizerinde uzunluklarina goére gog
ettirilmektedir. Jeldeki DNA’lar nitroseliiloz veya naylon membran iizerine aktarilarak
isaretleme (blotting) islemi gerceklestirilmektedir. Son olarak 6zgiil DNA dizilimlerinin
yeri isaretli DNA veya RNA “probe”lar1 kullanilarak belirlenmektedir. Southern-Blotting
tekrarlanabilirligi, tiplendirebilirligi ve ayrim giicii yiiksek bir teknik olsa da uygulamasi

zor ve zaman alicidir (Yis, 2007).
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1.4.2.2. Northern Blotting

RNA ekstraksiyonunu takiben, elde edilen RNA pargalarinin elektroforezle jelde
goc ettirilmesi, nitroseliiloz veya naylon membran iizerine aktarilmasi ve “Southern-
Blotting” yontemindekine benzer sekilde hibridizasyon ve bu membrandaki 6zgiil RNA
dizilimlerinin belirlenmesini igeren bir ydntemdir. Ozgiil RNA dizilimlerinin

belirlenmesi i¢in farkl: tiplerde “probe”lar se¢ilebilir (Yis, 2007).

1.4.2.3. In-Situ Hibridizasyon

Doku, organ ve hiicrelerdeki 6zgiil niikleik asitlerin belirlenmesinde kullanilan bir
hibridizasyon yontemidir. Yontem siirecinde kullanilan DNA veya PNA “probe”lari
direkt olarak raportor molekiil ile isaretlenir. Yontemin en 6nemli avantaji, hiicre ve doku
icindeki hedef niikleik asitin lokalizasyonunun belirlenmesine olanak saglamasi olup,

histopatolojik incelemelerden sonra uygulanabilmesi de diger bir avantajidir (Yis, 2007).

1.4.2.4. Single Strand Confirmation Polymorphism (SSCP)

SSCP, iki farkli dizinin hibridize olmasi sonucu ortaya c¢ikan heterodupleks
molekiilde yer alan DNA konformasyonundaki farkliligin belirlenmesi esasina dayanir.
Polimorfik DNA bélgeleri isaretli onciiller ile ¢ogaltilip, 1s1 ile denatiirasyonu takiben
ayrilan sarmallarin  birlesmesini engellemek icin buzda bekletilir. Elektroforez
uygulamasi sirasinda bu yapilar kendi {lizerlerine katlanarak yeni bir yap1 kazanirlar ve
elektroforetik mobiliteleri bu yapi tarafindan belirlenir. Elektroforez paterni, nciillerin
isaretlendigi maddeye gore rontgen filminde veya otomatize sistemlerle belirlenir. Bu
yontem ile DNA’daki tek bir mutasyon bile gdsterilebilmekte, kisa siirede ¢ok sayida
ornek ile galisilabilmektedir. Bu teknik DNA sekanslamasina alternatif bir yontem olup,

otomatize edilerek rutin kullanima gecebilme potansiyeline sahiptir (Yis, 2007).

1.4.2.5. DNA ‘‘microarray’’ Yontemi

Oligoniikleotit “microarray”, kat1 destek faz tizerinde yerlestirilmis oligoniikleotit
gruplarini iceren minyatiir araglardir. Cozelti halindeki isaretli {iriin kat1 bir substrat
tizerinde immobilize edilmis tamamlayict dizi ile hibridize olduktan sonra
““array’’goOriintiisii elde edilmekte ve goriintiideki her eleman ig¢in sayisal bir deger

cikarilip bilgisayar programlari ile degerlendirilmektedir (Yis, 2007).
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1.4.2.6. Sekanslama (dizi analizi)

DNA dizi analizi, funguslarin alternatif bir tanimlama yontemidir. Kiiltiirde
iiretilmis veya klinik 6rneklerde etken olan funguslarin taninmasi amaciyla kullanimi

gittikge daha ¢cok 6nem kazanmaktadir.

DNA dizi analizinde Tag DNA polimeraz, revers transkriptaz veya sekans
enzimlerinden birisi kullanilarak DNA iplik¢iginin komplementeri sentezlenmektedir.
Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam ederken, 3' ucunda OH
grubu tasimayan ddNTP eklendiginde zincir uzamasi durmaktadir. Kalip DNA’lar,
onciiller, dNTP karisimi ve enzimin konuldugu dort reaksiyon tiipliniin her birine bir
ddNTP eklenmesinden sonra baglanma ve uzama islemleri uygulanmaktadir. Boylelikle
reaksiyon tliplerinde farkli uzunluklarda DNA parcalari olugsmaktadir. Sonugta ortaya
cikan farkli uzunluktaki DNA parcalarina poliakrilamit jel elektroforezi
uygulanmaktadir. DNA dizi analizi sonucunu goriiniir hale getirmek i¢in radyoaktif
madde, kemiliiminesans veya floresan veren boyalarla isaretleme yapilmaktadir. Dizi
analizi yapildiktan sonra elde edilen niikleik asit dizisi veri tabanindan bilinen diziyle
karsilagtirilir. ' Yontem teknik olarak karmasik olup, gelismis laboratuvar olanaklari
gerektiren, pahali bir yontemdir. Ancak gelecekte kulanimi artacak iimit verici bir teknik

olarak giincelligini korumaktadir.

Dizi analizi verileri ile funguslarin tanimlanmasi ve diger funguslarla olan
filogenetik iligkisi belirlenebilmektedir. Bu yontem ile mayalarin identifikasyonu i¢in

gecen siire 24-36 saattir (Yis, 2007).

1.5. Spektroskopik Yontemler

Mikroorganizmalarin hizli ve dogru identifikasyonu icin, her hangi bir uzmana
gerek olmayan, ¢ok is giicii gerektirmeyen yeni yaklagimlar son zamanlarda artig
gostermistir. Kiitle spektroskopisi (MS) uygulamasi, mikroorganizmanin belirli bir
tiirline 0zgli biyomolekiillerinin saptanmasini amaclamistir (Zolotov, 2012). MALDI-
TOF Kiitle spektroskopisi de mikroorganizmalarin hizli identifikasyonu igin
kullanilmaktadir (Prohaska 2013; Loucif 2014). Bu yontem is giicii gerektirmeden yiiksek
tekrarlanabilir 6lgtimler saglar ancak tahrip edici ve pahali bir yontemdir (Akyar, 2011).

Diger bir yontem LIBS (Laser-induced breakdown spectroscopy), laboratuvar testleri,
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alan tanimlama ve mikrobiyolojik 6rneklerin identifikasyonu i¢in umut verici bir yontem
olarak ortaya ¢cikmistir. Diger spektroskopik yontemlere gore baslica avantaji, ¢ok az
miktarda ornek kullanilarak az ya da hi¢ 6rnek hazirlanmasi gerektirmeden hedefin
elemental kompozisyonunun karakterini tespit eder (Lewis, 2011). LIBS bu 6zelligi

bakimindan Raman spektroskopisine benzer.

Titresim spektroskopisi tekniklerinden, kizilotesi (IR) ve Raman spektroskopisi
mikroorganizmalardaki molekiillerin titresim modlarinin dikkatli bir sekilde incelenmesi
ile mikroorganizmalarin identifikasyonunu gergeklestirmek icin yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Hamasha, 2011).

Mikroorganizmalarin ayrimi i¢in kizildtesi spektroskopisi ile yapilan caligmalar
1950’1lerde goriilmektedir. Ancak dagilimli kizil6tesi spektroskopisinin zayif performansi
nedeniyle yaklasik 20 yil atil durumda kalmistir. Daha sonra modern interferometrik
kizil6tesi spektroskopisi gelistirilmistir. Fourier doniisiim teknikleri ve diigitk maliyetli
verimli bilgisayarlar yeni arastirmalara ilham vermigtir. 1991 yilinda Naumann ve ark.
(1991) mikroorganizmalar: identifiye etmek, siniflandirmak ve ayirt etmek i¢in Fourier
transform kizilotesi spektroskopisinin (FTIR) kapasitesini bir makalede belirtmistir. Bu
caligma, ayn1 takimin birlikte yayinladig diger biitiin ¢aligmalara referans olmustur. Daha
sonraki 10 yilda ise FTIR ile mikroorganizmalarin karakterizasyon caligmalarini

sirdiirmiiglerdir (Mariey, 2001).

1.6. Molekiiler Titresimler

Bir molekiiliin yapabilecegi titresim sayisi yani molekiiliin titresim serbestlik
derecesi molekiilii olugturan atom sayisi ile ilgilidir. N atomlu bir molekiilde her atomun
konumu x, y, z yer degistirme koordinatlar ile verilir. Bir molekiiliin her bir atomunun
ayni fazda ve ayni frekansta titresmesi her atomun maksimum yer degistirme konumuna
ayn1 zamanda ulagmasi ve her atomun kendi denge konumundan ayn1 zamanda ge¢mesi
anlamina gelir. Bu o6zelliklere sahip titresim moduna temel (normal) titresim modu,
frekansina ise temel titresim frekansi adi verilir. N atomlu bir molekiilin 3N tane
serbestlik derecesi vardir. Lineer olmayan bir molekiil i¢in yani molekiil acil1 ise molekiil
icindeki olasi titresimlerin sayis1 (3N-6)’ dir. Eger molekiil lineer ise yani acili degil ise
olas1 titresimlerin sayis1 (3N-5)’ dir. Ornegin ii¢ atomlu lineer olmayan su (H20)

molekiilii i¢in toplam serbestlik derecesi 9 olup bunlardan, 3 tanesi eksen etrafinda

16



donme, 3 tanesi de eksen boyunca 6teleme hareketine aittir. Dolayistyla su molekiilii i¢in
olas1 titresim sayis1t 3N-6 = 3 olur. CO; ise ii¢ atomlu lineer bir molekiil olup toplam
serbestlik derecesi 9” dur. Bu serbestlik derecelerinden 3 tanesi eksen boyunca 6teleme 2
tanesi ise eksen etrafinda donme hareketine ait oldugu i¢in CO2 molekiilii i¢in olasi
titresim sayist 3N-5 =4’ tiir (Aydin, 2005).

Molekiiler titresimler genel olarak esneme ve biikiilme titresimleri olarak iki gruba

ayrilir.

1.6.1.  Esneme titresimleri (stretching)

Esneme, bag ekseni boyunca ritmik bir harekettir ve simetrik veya asimetrik
olabilir. Molekiiliin biitiin baglarinin uzamasi veya kisalmasi simetrik esneme
titresimidir. Baglardan bir veya birkaci uzarken digerlerinin kisalmasi da asimetrik
esneme titresimidir. Bu titresimde, baglarin uzamasi veya kisalmasi biikiilme titresimine
gore daha zor oldugu icin diger titresimlere gore daha ¢ok enerjiye sahiptir.(Hamasha,

2010)

1.6.2. Biikiilme titresimleri (bending)
Biikiilme titresimleri iki bag arasindaki bag agisinin degismesi veya bir grup
atomun molekiiliin geriye kalan atomlarina gore hareketinden dolay1 gézlenir. A¢1 tercihe

gore artma veya azalma seklinde ¢izilir. Biikiilme titresimleri kendi i¢inde gruplara

ayrilir.
a. Makaslama titresimi (scissoring) : Iki bag arasindaki agin1 degismesidir.
b. Diizlem i¢i yana sallanma titresimi (rocking): iki bag arasindaki aginin bir bag

ile bir grup atom arasindaki aginin degismesi ile olusan titresim hareketidir.

C. Diizlem dis1 arkaya sallanma titresimi (wagging): Bir bag ile iki bagn
tanimladigi diizlem arasindaki aginin degismesi ile olusan titresim hareketidir.

d. Burulma titresimi (twisting): Bu titresimde iki diizlem arasindaki ac1 degisir.
Diizlemler arasinda bir mesafe vardir. Yer degistirme vektorleri bag dogrultusuna diktir.
Tiim simetri islemleri altinda burulma titresimleri degismez kalir. Yani bagin

deformasyonu s6z konusu degildir.
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e. Diizlem dis1 biikiilme titresimi (out of plane bending): Bu titresimde genellikle
simetrik olan bir diizlemin bir atomun hareketi ile yok edilmesidir. Genelde kapal1 bir

halka olusturan molekiillerde gézlenir ve genellikle ‘semsiye’ titresimi olarak bilinir.

Y Y
</ < </

Simetrik Esneme Asimetrik Esneme Biikiillme (Makaslama)

W
)i

-

5

@ V ég
Biikillme Biikiilme Biikiilme
(Diizlem ici yana (Diizlem disi (Burulma titregimi)

sallanma titresimi)
arkaya sallanma)

Sekil 1.3. Titresim Tiirleri
Kaynak: Hamasha, 2010

1.7. Titresim Spektroskopisi

Titresim spektrumlar1 deneysel olarak kizilétesi veya Raman spektrumlari seklinde
gozlenir. Bu nedenle titresim spektrumlari kizilotesi veya Raman spektroskopik
yontemleriyle incelemek miimkiindiir. Kizilotesi ve Raman spektroskopilerinin her
ikisinin de c¢ogunlukla molekiillerdeki titresim enerji seviyeleri arasindaki gegis
enerjilerini belirlemek i¢in kullanilmasina ragmen temel dayanaklar: farklidir. Kizilotesi
spektroskopisi uyarici 1s1nla molekiiliin dipol momentinin degismesi ger¢egine, Raman
spektroskopisi ise ultraviyole veya goriiniir 1sikla molekiiliin polarliginin degismesi

gercegine dayanir (Aydin, 2005).
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1.7.1. Kizilotesi spektroskopisi

Kizil6tesi (IR) spektroskopisi maddelerin, elektromanyetik spektrumunun goriiniir
bolge ile mikrodalga bolgesi arasindaki kizilétesi 1ginlarini sogurmasi esasina dayali bir
yontemdir. Homoniikleer molekiiller ( N2, O2, Cl gibi) hari¢ biitiin molekiiller kizilGtesi
1sinlarin1 sogururlar ve kizilotesi spektrumunu verirler. Kizilotesi 1sm molekil ile
etkilestigi zaman bu 151n sogurulur ve bu molekiildeki kimyasal baglarin titresmesine
neden olur. Kizilotesi spektroskopisi dalga boyuna, dalga sayisina veya frekansa gore
yakin, orta ve uzak kizilotesi olmak tizere ii¢ spektral bolgeye ayrilmigtir. Tablo 1.2° de
verilmis olan bu spektral bolgeler asagida kisaca agiklanmustir. Kizil6tesi spektroskopisi
ile bir bilesigin molekiiler yapis1 hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir. Ozellikler bir

molekiildeki fonksiyonel gruplar1 tanimlamak i¢in kullanilir.

Kizil6tesi spektroskopisi genel olarak 25000 nm — 2500 nm dalga boyu araligindaki

kizil6tesi 1sinlarini kullanir. Bu aralik 3 boliime ayrilarak incelenir.

Kizil6tesi spektroskopisinde 1sinlar genellikle dalga sayilari cinsinden ifade edilir.
Dalga sayis1 7= 1/A (cm™) olarak gosterilir. Bu denkleme gére 25000 nm- 2500nm dalga
boyu aralig1 dalga sayisi cinsinden 4000 cm™ — 400 cm™® olur (Aydin, 2005).

Tablo 1.2. Kizilétesi Grup Dalga Sayilart

Baolge Dalga boyu (1) bolgesi Dalga sayisi (v) bolgesi
Yakin Kizilotesi 0.78-2.5 12800-4000
Orta Kizil6tesi 2.5-50 4200-200
Uzak Kizilotesi 50-100 400-20

1.7.1.1. Kanlarin kizilétesi spektrumlarinin alinmasi

Kat1 haldeki numunelerin kizilotesi spektrumlari siispansiyon haline getirme
yontemi (mull yontemi), alkali halojeniir disk hazirlama yontemi veya ¢ozelti haline

getirme yontemi ile alinir.

Kati numuneyi uygun bir s1vi ortamda dagitma ilkesine dayanan siispansiyon haline
getirme yonteminde dagitma ortami olarak genellikle sivi parafin kullanilir. En yaygin
kullanilan sivi parafin nujol yagidir. Siispansiyon haline getirme yontemiyle numune

hazirlamak i¢in toz halinde az miktardaki numune (yaklasik 2-3 mg) agat havanda bir iki
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damla nujol yagi icinde diizenli bir karigim yani akici bir macun (bulamag) elde edilinceye
kadar karistirilir. Elde edilen macun bir potasyum bromiir (KBr) pencere iizerine siirtiliir
ve ikinci potasyum bromiir (KBr) pencere bunun iizerine kapatilarak macunun homojen
bir sekilde yayilmasi saglanir. Aralarinda hava kabarcigi kalmayacak sekilde sikistirilan
potasyum bromiir pencereler O6zel metalik c¢ergeveye yerlestirildikten sonra
spektrometreye kizil6tesi 1ginin1 gegirecek sekilde yerlestirilerek spektrum alinir. Bir mull
numunenin potasyum bromiir (KBr) pencereler arasina sikistirilmasi sematik olarak Sekil

1.4’ de gosterilmistir.

IR Isini

KBr Pencere

—

Ornek

Sekil 1.4. Bir Mull Numunenin Potasyum Bromiir (KBr) Pencereler Arasina

Stkistirilmasinin Sematik Diyagrami
Kaynak: Aydin, 2005

Nujol yagmin kizildtesi spektrumunda 2900 cm™, 1475 cm™ ve 1375 cm™ de
kuvvetli, 720 cm™ de ise zayif siddette bantlar gdzlenir. Bu nedenle numunenin kizilétesi
spektrumunda bazi bantlarin nujol yaginin bantlari ile ortiilme olasilig1 vardir. Bu durumu
ortadan kaldirmak i¢in ya slispansiyon haline getirme yonteminde kullanilan nujol yerine
poliklorotrifloraetilen, hegzakloro-1,3-biitadien gibi yaglar kullanilir ya da alkali
halojeniir potasyum bromiir disk hazirlama yéntemi kullamlir. Ikinci yéntemde 0,5-1 mg
kat1 toz halindeki numune yaklasik 100 mg kuru, toz potasyum bromiir (KBr) ile agat
havanda ezmeden karistirilarak ince homojen bir karisim elde edilir. Bu karisim uygun
bir kalip igine yerlestirilerek hidrolik pres yardimiyla kaliba yaklasik 10 ton/cm?’ lik
basing uygulanir ve karisim saydam gecirgen bir disk haline getirilerek spektrumu alinir.
Alkali halojeniir disk hazirlama yonteminde alkali metal halojeniir olarak en ¢ok
potasyum bromiir kullanilir. Bunun nedeni potasyum bromiiriin (KBr) 385 cm™ ile 4000
cm? araliginda gecirgen olmasi ve kiziltesi 1sinmi sogurmamasidir. Bu ydntemde

gecirgen disk hazirlamak icin potasyum bromiirden baska alkali metal halojentirler de
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kullanilir. Ornegin uzun dalga boylarinda alinacak spektrumlar i¢in sezyum iyodiir (CsI)

ve sezyum bromiir (CsBr) kullanilabilir.

Numune kat1 haldeyken dimerlesme ve molekiiller aras1 hidrojen baglar1 yapabilir.
Bu nedenle numunenin bir kez de ¢ozelti halinde spektrumu alinabilir. Boylece incelenen
numunenin yapist hakkinda daha fazla bilgi elde edilebilir. Bu yontemde kati numune
uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliir ve elde edilen ¢bzeltinin uygun pencereler kullanilarak
spektrumu alinir. Kullanilan ¢6zeltinin se¢imi 6nemlidir. Ciinkii kullanilan ¢oziicii
spektrum almak i¢in kullanilan pencerenin yapildigt maddeyi ¢6zmemelidir. Ayni
zamanda c¢ozelti hazirlanirken kullanilan ¢oziiciiniin spektrumu alinacak numune ile
etkilesmemesine ve calisilan bolgede sogurma yapmamasina dikkat edilmelidir. Yani
¢ozilicii numuneyi ¢ozebilmeli fakat numune ile reaksiyona girmemelidir. Ayrica ¢oziicii
numunenin kizildtesi bantlarint 6rtmeden numuneyi ¢ézmelidir. En yaygin kizilotesi
¢oziicli olarak karbon tetrakloriir (CCls) ve karbon disiilfiir (CS2) kullanilir. Bu iki ¢6ziicii
icinde ¢oOziilerek numunenin spektrumu alindiginda ve bu spektrumlar ayr1 ayri
incelendiginde bu iki ¢oziiciiniin kizildtesi bantlarinin numuneninkinden tamamen farkli
yerlerde olduklar1 goriiliir. Eger bdyle bir ¢oziicii bulunamazsa ¢ift 1ginli spektrometreler
kullanilarak spektrum alinir. Bu durumda 1s1n yolunun birine ¢ozelti digerine ¢oziicii
koyularak spektrum alinir. Béylece c¢oziicliden gelen sogurma yok olur. Fakat bu her

zaman gerceklesmez.

Kizilotesi 1sinlari, molekiiliin titresim hareketleri tarafindan absorblanmasi
nedeniyle Kizilotesi spektroskopisine titresim spektroskopisi de denilebilir. Bir
molekiiliin Kizilotesi 1s1masini1 absorblayabilmesi i¢in dipol momentinde bir degisim
olmalidir. Molekiiliin titresim frekansi, molekiil tizerine gonderilen Kizil6tesi 1simasinin

frekansina esit oldugu zaman absorbsiyon gerceklesir.

Kizil6tesi bolgesindeki absorbsiyonlarda atomlarin kiitlelerine, baglarinin giiciine
ve molekiillerin geometrisine bagli olarak, molekiillerin titresim ve donme diizeyleri
uyarilir ve titresim genlikleri degistirilir. Kiz1ltesi bolgelerindeki sogurmada, elektronik

uyarilma ve molekiil baglarinda bozulma g6zlenmez (Palancigiller, 2012).

1.7.1.2. Fourier transform infrared (FT-IR) spektrometresi

Burada Fourier transform (doniisiim) kizil6tesi tekniginin dayandigi temel kisaca

aciklanmistir. Fourier transform kizilétesi tekniginin hem yayimlanma hem de sogurma
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spektroskopisine uygulanabilmesine ragmen Fourier transformunu yayimlama

spektroskopisi cinsinden ifade etmek daha kolaydir.
Fourier transform kizilotesi spektrometresi teknigi Sekil 1.5° de gorildiigii gibi
kizil6tesi 1s1ninin hepsinin 6rnek i¢inden gegip hemen dedektore gelmesi gercegine

dayalidir.

IR Isint

Ornek

Sekil 1.5. Fourier Transform Kizilotesi Spektrometresi Tekniginin Basit Semasi
Kaynak: Aydin, 2005

Bu tiir uygulamada spektrum frekans 6lcegi yerine zaman 6lgegi kullanilarak elde
edilir. Zaman 6l¢eginde elde edilen bilgiler interferogram adini alir. Interferogram optik
yol farkina karsi1 1s1k siddetini gosterir. Interferogram bilinen sogurma spektrumunun
Fourier transformudur. Alette bulunan bir bilgisayar ile ters Fourier transformu olarak
bilinen bir matematiksel islemle interferogram frekans 6l¢egindeki (frekansa karsi siddet)
bilgilere doniistiiriiliir. Boylece bilinen sogurma spektrumu frekans odlgeginde elde
edilmis olur. Spektrum ile interferogram birbirlerine Fourier transformu ile bagli oldugu
icin interferogramdan spektrum elde etme yontemi Fourier transformu kiziltesi (FT-IR)
spektroskopisi olarak bilinir (Aydi, 2005).

Bir Fourier transformu infrarared spektrometresinde genel olarak bir 151n kaynagi,
potasyum bromiir alagim {izerinde buharlastirilmis bir germanyum 1s1n béliicii ve hizlh
sinyal Ureten tri gliserin siilfat (TGS) piroelektrik dedektor kullanilir. Bir Fourier

transformu kizilotesi spektrometresinin sematik diyagrami Sekil 1.6° da gosterilmistir.
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Sekil 1.6. FT-IR Spektrometresinin Semasi
Kaynak: Aydin, 2005

1.7.2. Raman spektroskopisi

Bir 151n gecirgen bir ortamdan gegerken, 1simin bir kismi ortamdaki diger tiirler
tarafindan farkli yonlerde sacilirlar. 1923 yilinda Smekal teorikte inelastik sagilmayz,
1928 yilinda ise Hintli fizik¢i C. V. Raman baz1 molekiiller tarafindan sagilan 1sinin ufak
bir kisminin dalga boyunun gelen 1s1in dalga boyundan farkli oldugunu ve ek olarak
dalga boyundaki bu kaymalarin sacilmaya neden olan molekiillerin kimyasal yapisiyla
iliskili oldugunu kesfetmistir. Unlii fizik¢i C. V. Raman, bu ¢alismasindan dolay1 1931
yilinda Nobel Fizik odiiliinii almistir. (Skoog, 2000).

Raman spektroskopisi, bir lazer 1511 ile maddenin molekiillerinin etkilesmesi
yoluyla analiz eden, gliglii bir molekiiler parmak izi teknigidir. Raman spektroskopisi
uygulamalari, minerallerden ila¢ polimerlerinin karakterizasyonuna kadar son derece
cesitlidir. Raman uygulamalarinin tek bir listede toplanmasi imkansizdir. Uzun stiredir
farkli materyallerin karakterizasyonu i¢in kullanilmasina ragmen, son zamanlarda hizli
bir optik identifikasyon ve patojenik organizmalarin ayrimimi saglamak i¢in biyolojik

orneklerle yapilan ¢alismalar vardir. Kullanim alanlarinin yayginlagmasi, daha giiglii,
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hizl1 ve taginabilir Raman spektroskopi cihazlarinin ve datalarin analizinde kullanilan
istatistik tekniklerin gelismesine baglidir. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi, potansiyel
biyoterdr tehditlerinin ve patolojik mikroorganizma enfeksiyonlarinin diinya c¢apinda
O0lim oranlarinin artmasi nedeniyle giin gectikce daha da onemli hale gelmektedir

(Hamasha, 2011).

1.7.2.1. Raman spektroskopisinin teorisi

Bir madde iizerine absorplayamayacagi yiiksek enerjili bir 151k gonderildiginde

gelen 15181n az bir kismi her yonde sagilir.

Raman sacgilmasinda 6rnek molekiiller gelen elektromanyetik dalga ile esnek veya
esnek olmayan c¢arpisma yapabilirler. Esnek carpismada enerji kaybi olmayacagindan
ornek molekiil tarafindan sagilan fotonun frekansi (vs) gelen fotonun frekansi (vg) ile ayni
olur. Gelen fotonun frekansina esit frekansta fotonun sagilmasima Rayleigh sagilmasi
denir. Bu, sagilan fotonun en kuvvetli bilesenidir. Esnek olmayan ¢arpismada ise 6rnek
molekiil ile gelen elektromanyetik dalga arasinda enerji alis verisi olur. Enerjinin
korunumu ilkesine goére sacilan fotonun enerjisi gelen fotonun enerjisinden bir miktar
farkli olacaktir. Temel titresim seviyesinde bulunan molekiil gelen fotonun enerjisini

alarak kararsiz st titresim seviyelerine uyanldiginda (v, -v,) frekansh foton
yaymnlayarak ilk uyarilmis titresim seviyesine gegecektir. (v, -v,) frekansh bu

sacilmaya Stokes sacilmasi denir. ik uyarilmus titresim seviyesinde bulunan molekiil de
gelen fotonun enerjisini alarak kararsiz {ist titresim seviyelerine uyarilacaktir. Daha sonra

(Vg + v, ) frekansli foton yayinlayarak temel titresim seviyesine geri donecektir. (v, + v,

) frekansli bu sagilmaya ise Antistokes sac¢ilmasi denir (Aydin, 2005). Kisaca daha diisiik
frekansa gegmeye Stokes sacilmasi, daha yiiksek frekansa gegmeye ise anti-Stokes
sacilmas1 adi verilir. Bir bagka deyisle enerjisi azalan fotonlar Raman spektrumunda
Stokes c¢izgilerini, enerjisi artan fotonlar ise anti-Stokes ¢izgilerini verirler. Molekiillerin
hv enerjili fotonla etkilesmesi sirasinda sacilan fotonun enerjisinin gelen fotonun
enerjisine esit olmasi1 halinde Rayleigh sagilmasi meydana gelir. Rayleigh sagilmasi
sonucu ide Rayleigh cizgileri gozlenir (Aytekin, 1999). Raman sacilmasin1 gosteren

enerji seviye diyagrami Sekil 1.7° de gosterilmistir (Aydin, 2005).
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Sekil 1.7. Raman Sa¢iimasini Gésteren Enerji Seviye Diyagrami
Kaynak: Aydin, 2005

1.7.2.2. Raman spektroskopisi cihazi

Modern Raman spektroskopide kullanilan cihazlar ii¢ ana bilesenden olusur: bir
lazer (uyarilma) kaynagi, bir numune aydinlatma sistemi (optik bilesenler) ve uygun bir
spektrometre. Bu bilesenlerin performans 6zellikleri, molekiiler spektrometrelerdekinden
daha 6nemlidir ve ¢ok daha iyi olmalidir, ¢iinkii Raman sa¢ilim sinyali, Rayleigh

sacilimindan olusan sinyale gore daha zayiftir (Skoog, 2000).

Modern Raman spektrometride kullanilan 1sin kaynaklar1 genellikle lazerlerdir,
clinkii makul bir sinyal/giiriiltii oraniyla 6l¢iilebilir yeterlilikte bir siddete sahip Raman
sacilim1 olusturmak i¢in yiiksek siddetli 151n kaynag gereklidir. Raman spektroskopide

yaygin olarak argon ve kripton iyon kaynaklar1 kullanilmaktadir.

Raman spektroskopik Olglimlerinde, numunenin hazirlanmasi kizilotesi
spektrokopiden daha basittir, ¢linkii pencereler, mercekler ve diger optik bilesenler igin
daha kirilgan ve atmosferik olarak daha az dayanikli kristal halojeniirler yerine cam
kullanilabilir. Buna ek olarak lazer kaynagi, numunenin kii¢lik bir alanina kolaylikla
odaklanabilir. Bunun sonucunda ¢ok ufak numuneler bile incelenebilir. Aslinda
absorpsiyon yapmayan s1vi numuneler i¢in kullanilan yaygin numune tutucusu, siradan

bir cam erime noktas1 kapileridir (Skoog 2000).

1.7.2.3. Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS)

Molekiillerdeki titresimler tizerine ¢alisan temel teknikler, kizil6tesi absorpsiyonu
ya da Raman sag¢ilmasinin prensibi iizerine kuruludur. Bu teknikler, kimyasal yapilar ve

fiziksel formlar iizerinden; karakteristik spektral modellerden (fingerprinting) maddenin
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tanimi ve kantitatif veya yar1 kantitatif bir bigimde 6rnegin i¢indeki madde miktarinin
tayini icin bilgi saglamada kullamlir. Orneklerin, biitiin fiziksel hallerde incelenmesi
miimkiindiir. Ornegin, kati, sivi, buhar, sicak veya soguk haller, viskoz yapilar,
mikroskopik partikiiller veya yiizey katmanlar1 olarak biitiin 6rnekler bu teknik ile
incelenebilir (Smith 2005; Piot, 2001).

Raman spektroskopisi; sulu ¢ozeltilerde, cam kiivetler icerisinde, hi¢bir hazirlik
yapilmaksizin Ornek analizlerinde hizli uygulama imkanlar1 ile kendi imkanlarim

gelistirip diger teknikler arasinda yerini almistir (Smith, 2005).

Temel olarak SERS, Raman sinyallerinin kuvvetlendirilmis bi¢imidir. S6z konusu
kuvvetlendirme ise SERS substratlar1 ile saglanmaktadir. SERS substratlar1 igin
kullanilan ylizeyler, altin, giimiis gibi iletken metallerin nano boyuttaki parcaciklarindan
olugmaktadir. Genis dl¢ekli bir kuvvetlendirme yiizeylerde olusturulan nano 6l¢ekli (10-
100 nm) piiriizlii yapilar ile saglanmaktadir. Bu yiizeyler elektrot {izerinde indirgenme-
yiikseltgenme dongiisiiniin birkac kere tekrarlanmasi ile cam yiizeyler tizerine partikiilleri
film olarak kaplamak ya da ada seklinde biriktirmekle, agrege olmus koloidler, litografik
teknikler v.b. kullanilarak hazirlanmaktadir (Matsi, 2000). SERS’deki bu sinyal artisi
metaller ile 15181n elektromanyetik etkilesiminden gelmektedir. Metaller bu etkilesim
sirasinda plazmon rezonans olarak bilinen, lazerin distiigii alanda, ikincil bir
elektromanyetik alan olustururlar ve 151k kaynagi ile metaller tarafindan olusturulan bu
alan rezonansa girerek metal yiizeyinde- Ornegin bulundugu ortamda- bir
“elektromanyetik kuvvetlendirme” gerceklestirmis olur. Bu kuvvetlendirmeden
yararlanabilmek i¢in molekiiller metal yiizeyine adsorbe olmali ya da metal ylizeyine ¢ok

yakin (10-15 nm) bulunmalidir (Schuster, 2000).

Elektromanyetik kuvvetlendirme disinda, olusan kuvvetlendirmeyi agiklamak i¢in
bir diger teori ise “kimyasal kuvvetlendirme” olarak bilinmektedir. Bu kuvvetlendirme
siklikla eslesmemis elektron ciftleri iceren molekiiller iizerinden agiklanmistir. Analitin
yiizeye adsorbe olarak yiizeyle etkilesmesi sonucu olusmaktadir. Bu durumda kimyasal
kuvvetlendirme yiizeye kemisorblanan tiir ile metal ylizey arasinda kurulan yiik transferi
ile olusmaktadir. Bu kuvvetlendirmenin bazi 06zel durumlarda ve muhtemelen
elektromanyetik  kuvvetlendirmenin  gerceklestigi  kosullarda  elektromanyetik

kuvvetlendirme ile gerceklestigi sanilmaktadir (Lombardi, 1986).
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Ozetle SERS"in adini aldig1 harfleri inceleyerek yonteme bakarsak; kelime kelime

SERS:

= Surface (S): SERS bir yiizey spektroskopi teknigidir; molekiiller ylizey iizerinde
ya da ylizeye yakin olmalidirlar. Bu SERS uygulamalarinda temel noktadir.

= Enhanced (E): Sinyal kuvvetlendirmesi metal substratlarda plazmon rezonans ile
saglanir.

= Raman (R): Molekiillerin (SERS prob veya analit) Raman sinyallerini 6l¢en bir
tekniktir. Raman spektroskopi elastik olmayan 151k sa¢ilmasina dayanir.

= Son olarak SERS kodlamasindaki son “S”, “Scattering” ya da “Spectroscopy”
kelimelerine dayanir (Pekdemir, 2011)

Raman spektrumlari bir molekiil i¢in kizilotesi spektrumlar1 ile birlikte
degerlendirildiginde o molekiile ait hemen hemen biitiin titresimlerin goriilmesini
mimkiin kilip molekiilin kimyasal yapisinin veya nitel analizinin daha giivenilir
gerceklesmesini saglar. Fakat biyolojik ¢aligmalarda IR yontemi su varliginda kuvvetli
absorplama 6zelligi gosterdigi i¢in sorun teskil etmektedir. Biyolojik ¢aligmalar i¢in IR
spektroskopinin geri planda kalmasi, Raman spektroskopiyi olduk¢a 6n plana tagimistir.
IR’nin aksine Raman spektroskopinin en biiyiik avantajlarindan birisi olan sulu ortamda
bulunan numune analizinin gerceklestirilmesi daha kolay olmaktadir. Boyle bir teknik ile
biyolojik olarak ¢esitlilik gésteren canlilarin parmak izi bolgeleri ¢alisilarak tanimlama
gerceklestirilebilmektedir. Bu tarz bir durumda calisma sonrasi elde edilen spektrumun

hiicresel bilesen tabanli oldugu sdylenebilir (Temiir, 2010).

Normal Raman spektroskopi (NRS) sulu ortamda calismaya olanak saglamasina
ragmen, diisiik siddet ve hassasiyetle calisiyor olmasindan dolayi, zamanla yerini
Rezonans Raman Spektroskopiye (RRS) birakmustir. RRS, floresans girisiminin daha az
oldugu spektrumlarin eldesinde, konjuge aromatik yapilara karsi verdigi cevap ve elde
edilen sinyallerin daha net olmas1 bakimindan NR ye gore oldukga iistiin bulunmustur
(Temdir, 2010).

Rezonans Raman sagilim olayi, bir analitin elektronik absorpsiyon pikine oldukga
yaklasan dalga boylar1 ile uyarilmasi sonucu Raman siddetlerinin biiyiik o6lciide
giiclendigi bir durumdur. Bu kosul altinda ¢ogu Raman piklerinin siddetleri 10? ile 10°
kat kadar kuvvetlenir. Bunun sonucunda rezonans Raman spektrumlar1 10 M’a kadar

diistiriilebilen analit derisimlerinde kullanilabilir. Bu duyarlilik diizeyi, ¢ogunlukla 0,1
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M’dan daha yukari derigimlerle sinirli normal Raman calismalari ile ¢eligkilidir.
Rezonans kuvvetlendirmesi, kromofor ile ilgili Raman bantlar1 ile kisitlanmis
oldugundan rezonans Raman spektrumlar1 genellikle sadece birkac¢ ¢izgiden olusur.
Bunun da 6tesi, rezonans Raman spektrumlar1 olduk¢a se¢imli olarak elde edilebilirler.

Ciinkii uyarma, spesifik absorpsiyon bantlarina hedeflenebilir.

Bir diger Raman yontemi olan ylizeyde kuvvetlendirilmis Raman sagilmasi (SERS)
ise gelistirilip NR ve RRS’nin 0Oniine tagmmustir. Ozellikle mikroorganizma
calismalarinda, tanimlamaya yonelik sonuglarin NR ve RRS ile elde edilebilmesine

karsilik, bu sonuglarla birlikte {i¢ problem de hala siiregelmektedir.
Bu problemler;
* Hassasiyet,
» Miktar ve spektral data lizerinde segicilik ile sikisiklik problemleri,
* Bunlarin disinda bir diger 6nemli husus ise cihazin fiyati.

SERS bu problemleri ¢ozmekte oldukca basarili bir teknik olup bakteri
tanimlanmasinda ve diger ¢alismalarda uygun genel bir yontem haline gelmistir. Ayrica
SERS-aktif substratlarin floresans1 soniimlemesi Ol¢limlerde S/N  oranim1i  da
arttirmaktadir. Bu sekilde elde edilen kuvvetlendirme ile spektrumlarda olusan sikisiklik
giderilmis olup daha hassas 6l¢timlerin SERS substratlari ile gergeklestirilmesi miimkiin

kilinmistir (Temiir, 2010).

1.7.2.4. Raman spektroskopisinin biyolojik uygulamalari

Raman spektroskopi biyolojik molekiiller ile ¢calisma sirasinda bir takim avantaj ve
dezavantajlari beraberinde getirir. Avantajlari arasindan 6n plana ¢ikan, in situ
calismalarda sulu sistemlerde kullanilabilme kabiliyetidir. Dezavantajlarindan biri ise
olduk¢a kuvvetli lazer tarafindan uyarilan 6rnek dokularinin zarar gérmesidir. Fakat
Raman spektroskopi teknigine uygun ¢alisabilecek biyolojik 6rnekler igin olduk¢a genis
Olgekte sistemler gelistirilmis durumdadir (Moskovits 1985, Gramlich 2001). Polar
gruplar; karboniller, aminler ve amidlerin Raman spektrumlar1 oldukca zayiftir. Bu
Raman spektroskopide dezavantaj olarak goriinen bir durumdur. Buna ragmen -S-S-, -
SH, -CN, -C=C- ve aromatik halkalar spesifik karakterizasyonlar icin ayirict kuvvetli
bandlar gosterirler. Karbonat ve fosfat gibi diger gruplar da ayrim saglayabilecek Raman

bandlar1 verirler. Raman ile fiziksel formlardaki degisiklikleri tespit etmek miimkiindiir.
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Literatiirde gegen c¢ogu calisma kimyasal baglanma, genomikler, proteomikler,
protein etkilesimleri, kat1 faz sentez ¢alismalar1 ile DNA, protein analizi ve hiicre
caligmalarina dayanmaktadir. Ayrica gida ve biyomedikal alanlarinda yayinlanmis bir¢ok
calisma da mevcuttur. SERS’in yaygin bir teknik olarak kullanildig1 alanlara birka¢ 6rnek
vermek gerekirse: Amino asit kristallerindeki gegisleri (Zheng ve ark., 2002;Freire 2000),
tek hiicreli bakteriler (Manfait ve ark., 2000; Schuster 2000), bakteri sporlar1 (Gole ve
ark., 2008; Alexander 2003), mikroorganizmalarin karakterizasyonu (Wang ve ark.,
2009; Sockalingum 1999), fungi (Lyon ve ark., 1998; Arcangeli 2000), hububat
karisimlar1 (Elaissari, 2008; Piot 2001), lipozom kompleksleri (Feldheim ve ark., 2002;
Matsi 2000), kiif (Bruchez ve ark., 1998; Zheng 2002), iyi huylu ve kotii huylu tiroid
dokularinda meydana gelen olusumlar (Hayatt, 1989; Manfait 2000) iizerine caligsmalar
oldukca yaygindir. Raman ve SERS; tip alaninda ve in situ ¢aligmalarda tiirlerin tayini,
kromofor gruba sahip birgok biyolojik molekiil ile ¢alisiima uyumlulugu agisindan yararl

bir teknik olmustur ve bunlar Tablo 1.3 te 6zetlenmistir.
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Tablo 1.3. Mikrobiyal identifikasyon icin Cesitli Raman Spektroskopisi Uygulamalart.

Calisilan Mikroorganizmalar

Yil

Referans

Makalenin Orijinal Ad1

Single-cell analysis of bacteria

aureus

Clostridium tiirleri 2000 Schuster ve ark. -
by Raman microscopy
Raman spectroscopic and laser
Thioploca, Beggiatoa, scanning confocal microscopic
Thiomargarita, Thiobacillus , 2001 Pasteris ve ark. analysis of sulfur in living
Thiomicrospira tiirleri sulfur-precipitating marine
bacteria
. . Micrococcus luteus, Bacillus
Micrococcus luteus, Bacillus .
. subtilis, Rhodotorula
subtilis, Rhodotorula i L .
Lo - . 2003 Rosh ve ark. mucilaginosa Bacillus
mucilaginosa Bacillus sphaericus :
sphaericus Pseudomonas
Pseudomonas fluorescens
fluorescens
Lactarius controversus Raman spectroscopic study of
Lactarius quieticolor 2005 Gussema ve ark. 1SP P y
. Lactarius (Fungi)
Lactarius lacunarum
Rapid epidemiological analysis
Acinetobacter strainleri 2006 Maquelin ve ark. of Acinetobacter strains by
Raman spectroscopy
o Amjoliueaies & ey oo
Atrophaeus, B.licheniformis, B. 2006 Hutsebaut ve ark the phylogeneticall
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada kullamlan mikroorganizmalar

Calismada toplam sekiz fungus kullanilmistir. Bunlardan Candida maya tiirleri
boliimiimiiziin mikrobiyoloji laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan, Trichosporon asaii
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilmis
olup, dermatofitler ise ve Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarindan saglanmigtir. Test edilen funguslarin makroskopik-mikroskobik

goriiniimleri ve temin edildikleri yerler Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalarin Makroskopik-Mikroskobik
Goriiniimleri ve Temin Edildikleri Yerler

: . Makroskopik Mikroskobik
Mikroorganizma Adi Kaynak Gériiniimleri Goriiniimleri
Candida albicans Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji
NRRL Y-12983 Laboratuvari
Candida tropicalis Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji
NRRL Y-12968 Laboratuvari
Candida krusei NRRL Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji
Y-7179 Laboratuvari
Candida parapsilosis Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji
NRRL Y-12696 Laboratuvari
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Tablo 2.2. (Devam) Calismada Kullanilan Mikroorganizmalarin Makroskopik-
Mikroskobik Gériiniimleri ve Temin Edildikleri Yerler

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Trichosporon asahii Mikrobiyoloji Laboratuvari

Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi

Microsporum canis Mikrobiyoloji Laboratuvari

WIS
A @ﬁ(i (\&N\

Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi

Trichophyton rubrum Mikrobiyoloji Laboratuvari

Trichophyton Namik Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi
mentagrophytes Mikrobiyoloji Laboratuvari

Kaynak: Aydin, 2012; http://www.pf.chiba-u.ac.jp/gallery/ (Erisim Tarihi: 16.05.2016)

2.1.2. Cahsmada kullanilan kimyasallar
Trisodyum sitrat(CeHsNazO7) (Aldrich)
Giimiis nitrat (AgNO3) (Aldrich)

Sodyum borhidriir (NaBHas) (Aldrich)
Sabouraud 4% Dextrose Agar (SDA) (Sigma)

2.1.3. Kullanilan aletler ve cihazlar
Kizilétesi spektrometresi (IFS 66v/S Bruker Optics) (Gorsel 2.1)
Raman spektroskopi sistemi. (Gorsel 2.2)
Taramal1 elektron mikroskobu (Zeiss Ultra Plus) (Gorsel 2.3)
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Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415 R)
Inkiibatdr (Niive inkiibator EN120)

Gorsel 2.1. Calismada Kullanilan Kizilotesi Spektrometresi Cihazi (FL 145 FT-IR ve
Raman Laboratuvari)

Gorsel 2.2. Calismada Kullanilan Raman Spektrometresi Cihazi (FL 145 FT-IR ve
Raman Laboratuvari)
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Gorsel 2.3. Taramali Elektron Mikroskobu Cihazi (Anadolu Universitesi FL 023
Taramali Elektron Mikroskobu Laboratuvari (SEM))

2.2. Metod

2.2.1. Klinik 6neme sahip kiiltiirlerin kati besiyerinde gelistirilmesi ve

saklanmasi

-80 C”’deki %15°lik gliserol ortaminda saklanan mikroorganizma izolatlarindan 20
ml SDA (kat1 besiyeri) ile hazirlanan petri kaplarina ¢izgi ekim yontemi ile ekim

yapilmistir ve 2-3 giin 37 C*’de inkiibasyona birakilmigtir.

2.2.2. Mikroorganizmalarin siispansiyon haline getirilmesi ve FT-IR analizi

Mikroorganizma kolonileri petri kabindan toplanip ependorf tiipiine aktarildiktan
sonra 24 saat desikatorde birakilarak suyu ucurulmustur. Kuruyan ornekler spatiil
yardimiyla agot havana alinarak toz haline getirilmis ve nujol denilen saf parafinden 1-2
damla konulup iyice karistirllmigtir. Bu sekilde hazirlanmis olan siispansiyondan bir
kiiciik damla KBr diskinin iizerine akitilmig, ayn1 maddeden ikinci bir disk kapatilarak
stispansiyonun diskler arasinda diizgilin bir sekilde yayilmasi saglanmigtir. Potasyum
bromiir diskleri 6zel olarak yapilmis metalik ¢erceveye yerlestirilerek spektrumlari

alinmustir.
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2.2.3. Giimiis nitrat (SERS) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

SERS ¢o6zeltisi hazirlanirken kullanilabilecek iki yontem denenmistir (Hamasha,
2010)

l.yontem: 90 mg AgNO3 500 mL DI suda ImM AgNOs ¢ozeltisi olacak sekilde
¢oOziilmiistiir. Kaynama noktasina ulasana kadar karigtirilarak isititlmistir. 10mL %1 lik
trisodtum sitrat ¢ozeltisi; 0,1 g NazCeHsO7’un 10 mL DI (deiyonize) suda ¢oziilmesiyle

hazirlanmis olup. ilk hazirlanan ¢dzeltiye eklenmistir. 1 saat boyunca

2.yontem: 2mM NaBHj’iin 150mL DI suda ¢oziilmesi ve 10dk karistirilmasi ile
hazirlanmistir. 1mM giimiis nitrat 8,49 mg AgNO3’tin 50 mL suda ¢oziilmesiyle ve
karistirllarak sogutulmasi sirasinda ¢ozeltiye porsiyon porsiyon eklenmesi seklinde

hazirlanmustir. Islem sonunda kahverengi ¢ozelti elde edilmistir.

Ik yéntemde hazirlanan ¢dzeltinin daha uzun siire saklanabilmesi sebebiyle,

calismaya ilk yontem kullanilarak devam edilmistir.

2.2.4. Mikroorganizmalarin Raman spektroskopisi icin hazirlanmasi

Inkiibasyona birakilan mikroorganizma kiiltiirlerinde gelisen tek kolonilerden bir
0ze dolusu toplanmis ve 1,5 mL deiyonize (DI) su bulunan ependorflara aktarilmis,
homojen bir karisim elde etmek i¢in vortekslenmistir. 7500 rpm de 5 dakika santrifiij ile
besi yeri kalintilar1 ve siipernetant uzaklastirilip tizerine tekrar 1 ml su ilave edilmistir.
Bu islem 3 kere tekrarlanmig, boylelikle toplama sirasinda besiyerinden gelebilecek
safsizliklar uzaklastirilmistir. Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonu 1:1, 1:5, 1:10,
1:50 oranlarinda SERS c¢ozeltisi ile karistirilip, hazirlanan siispansiyonlar ve saf
mikroorganizma 6rnegi cam lam tizerine damlatilmistir (Gorsel 2.4.). Oda sicakliginda
kurumasi beklendikten sonra, numune Raman spektroskopisi cihazina yerlestirilip 6l¢tiim

alinmigtir (Hamasha, 2010).
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Gorsel 2.4. SERS Olciimii I¢in Hazirlanan, Lam Uzerine Damlatilmis Mikroorganizma
Stispansiyonlari

2.2.5. Raman ve kizilotesi spektrumlarimin karsilastirilmasi ve

degerlendirilmesi

Raman ve kizilotesi spektrumlarinin karsilastirilmasinda pek ¢ok farklr istatiksel
yaklasim uygulanmaktadir. Mikroorganizmalarin Raman ve FT-IR analizlerinin
tamamlanip, profillerinin ¢ikarilmasinin ardindan elde edilen spektrumlar Opus 7.2
yazilim programiyla okunmustur. Spektrumlardaki piklerin sayisal degerleri SPSS
Statistics 20 analiz programi kullanarak Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (Hierarchical

Cluster Analysis= HCA) gergeklestirilmistir.

2.2.6. Taramali Elektron Mikroskobu ile Analiz

Taramal1 elektron mikroskobundan (SEM) goriintii almak icin, SERS ¢ozeltisiyle
karistirilan mikroorganizma siispansyonu birka¢ kez distile su ile yitkanmig, daha sonra
kurutulan hiicreler ultra-ince tabakadaki altin ile kaplanarak incelenmistir (Hamasha,

2011).
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3. BULGULAR

Mikroorganizmalarin birgogu insan hayati, gida sanayi, tarim ve biyoteknoloji i¢in
onemlidir. Bu nedenle mikroorganizmalarin tespiti ve identifikasyonu klinik tip, gida
giivenligi ve cevre kirliligini kontrol etmek amaciyla hizli, hassas ve segici bir sekilde
saptanmas1 biiylik 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda mikroorganizma numunelerinin
identifikasyonu i¢in oncelikle giimiis nanopartiikiiller kullanilarak Raman spektroskopisi
ile uygun bir analiz yontemi gelistirilmis ve sonuglar diger bir spektroskopik yontem olan
FTIR ile karsilastirilmistir. Bu bolimde, kullanilan analiz yonteminin sonuglari

sunulmustur.

3.1. Mikroorganizmalarin FT-IR Profilleri

Tablo 3.1. Biyolojik FT-IR Bant Frekanslar

C. C. C. C. T.

albicans tropicalis krusei parapsilosis asahii
N-H esnemesi (amid A) (protein) . - 3294 3290 3186
Yag asitlerindeki —CH; iin C—H esnemesi (asm) 2955 - - 2053 2955
> CHj; ‘deki C-H esnemesi (asm) ; 2044 2944 - -
Yag asitlerindeki > CH; nin C-H esnemesi (asm) 2922 - - 2923 2923
C—H esnemesi (metin grubu) . 2881 2881 - R
Yag asitlerindeki > CH_ nin C—H esnemesi (sim) 2853 2840 2838 2853 2853
>C=0 esnemesi (ester) - 1731 1732 1747 1747
Amid I (a-helikal) 1652 1656 1656 1652 1653
Amid I (B-tabaka) . - 1643 R R
Amid 11 1543 1536 1536 1544 1539
Tirozin - 1515 1515 - -
C-H deformasyonu (>CH.) 1457 1460 1460 - 1457
C=0 esnemesi (sim) (COO") 1377 1377- 1377 1371 1376
Amid 111 1305 1288 1301 1310 1303
P=0 esnemesi (asm) ( >PO, fosfodiester) R _ 1243 -
C-0, C-Cesm, C-O-H, C-O-C def )
(karbonhidratlar) 1077 1074 1074 1077
C-0, C-Cesm, C-O-H, C-O-C def ) R
(karbonhidratlar) 1152 1122 1154
C-H sallanma (>CHy) - 722 722 720 722

def: deformasyon, esm: esneme, sim: simetrik

Calismada kullanilan referans 6rneklerden Candida gruplart ve Trichosporon
asahii i¢in FT-IR profilleri ayn1 sekilde konularak karsilagtirilmalart saglanmistir. Gorsel

3.1’de goruldigi gibi ayni tiir olan mikroorganizmalarin FT-IR profilleri birbiri ile
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hemen hemen ortlismektedir ve birbirinden ¢ok az farklilik gostermektedir. Candida ve
Trichosporon asahii arasinda farklilik gésteren bolgeler yag asidi bolgesi ve ozellikle
1500-1000 cm* araliginda bolgede goriilmektedir (Gorsel 3.2). 1457 cm™ civaridaki C-
H deformasyon piki biitiin 6rneklerde gozlenirken, C. parapsilosis’te gdzlenmemistir.
1243 cm™ civaindaki P=0 esneme piki ise sadece C. parapsilosis’te gdzlenmistir. 3000
ile 2800 cm™ aralif1 yag asitleri bolgesi olarak bilinmekte olup bu bdlgede, 2881 cm™
civarindaki C-H esnemesini (metin grubu) gosteren pik ve 2944 cm™ deki > CH; ‘deki
C—H esnemesi piki sadece C. tropicalis ve C. krusei’de gdzlenmis olup, 2923 cm™
civarindaki yag asitlerindeki > CH, nin C-H esnemesini gdsteren pik ve 2955 cm™

civarindaki yag asitlerindeki —CH3 iin C—H esnemesini gosteren pik bu organizmalarda

gdzlenmemistir.
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Gorsel 3.1. Mikroorganizmalarin Karsilagtirmali FT-IR Profilleri.
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Gorsel 3.2. Mikroorganizmalarin FT-IR Profilleri.(A)1000-1500 c¢m 'aras: B) 3100-
2700 cm arasi)

3.2. Mikroorganizmalarin Raman Spektrumlari

Mikroorganizmalarin Raman spektrumlarinda genellikle pikler, proteinlerde
mevcut olan amid fonksiyonel grubu (CO-NH) ile ilgili yanitlar1 gosterir. Calismada
kullanilan mikroorganizmalarin Raman spektrumlarinda gdzlenen 1350 cm™* ve 1570

cm™! civarindaki Raman pikleri giimiis nanopartikiilleriyle mannoproteinlerdeki azot
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atomu araciligiyla etkilesim haline olduklarin1 géstermektedir. Spektrumlardaki ¢ogu pik
azot temelli gruplari ve baglari temsil etmektedir. Bu da mannoproteinlerin iizerindeki
giimiis-azot etkilesiminin varligim dogrulamaktadir. Omegin. 1520-1530 cm—! deki
COO— esnemeleri gibi. Bu ayni zamanda amino asitlerdeki oksijen atomu ile giimiis
arasinda da etkilesim oldugunu gostermektedir. Glimiis farkli amino asit ve proteinler igin
farkli affinitelere sahiptir. Bu spektrumlarin ¢esitliliginin molekiiler diizeyde

acgiklamasidir.

Glimiisiin oksijen ve azot ile arasindaki farkli etkilesim tipleri daha 6nce amino
asitler i¢in onaylanmistir. Bu sonuglarin benzer caligmalar ile uyum iginde oldugu
gozlenmistir ve bu ¢alismalar referans alinarak bant isaretlemeleri yapilmistir (Maquelin,

2002; Saym, 2009; Sujith, 2009, ).

3.2.1. Mikroorganizma konsantrasyonu

SERS Raman spektroskopisi i¢in molekiillerin nanopargaciklara yakin olmasi
gerekmektedir (Smith, 2005). Bundan dolayr mikroorganizma ve nanopargacik oranlari
mikroorganizma spektrumu i¢in 6nemlidir. En iyi orani tespit etmek igin sekiz farkl
mikroorganizma ile c¢aligildi ve mikroorganizma miktart sabit tutulup koloit miktari
arttirilldi. Yapilan deneylerde 4 farkli konsantrasyon ile ¢alisildi. Bu konsantrasyonlar;
hazirlanan mikroorganizma siispansiyonu, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda SERS ¢6zeltisi
ile karigtirildi. Yapilan deneylerde hazirlanan karigimlarin Raman  spektrumlari
karsilastirildiginda SERS c¢ozeltisi ile karigtirilan mikroorganizma konsantrasyonlarinin
onemli farklhilik gosterdigi tespit edilmistir. SERS c¢ozeltisi ile karistirilmayan
mikroorganizma spektrumlarina gore karisim spektrumlarinin sinyalleri 6nemli 6lciide

arttig1 ve pikler belirgin hale geldigi gozlenmistir.

3.2.2. C. albicans’in Raman spektrumlari

SERS ¢ozeltisiile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan C. albicans’in Raman
profilleri ile ¢6zelti eklenmeden alinan C. albicans’in Raman profili karsilagtirilmistir.
Gorsel 3.3’de goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan Raman 6lglimlerinin sinyallerinde
onemli miktarda artis goriilmiistiir. Pikler en iyi ve anlasilir sekilde 1:50 oraninda

goriilmiistiir. Gorsel 3.4°de ise ayni1 profiller ayr1 ayr1 grafiklerde gosterilmistir.
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Raman spektrumlart 1450 cm

civarindaki C-Hz deformasyon bantlar1 ile
karakterizedir. Bantlar genellikle, lipitlerdeki, karbonhidratlardaki ve proteinlerin
aminoasit zincirlerindeki — CHs, — CHz, ve C-H fonksiyonel gruplarindan ileri
gelmektedir. 1600 ve 1250 cm™ civari, sirasiyla, proteinlerdeki amid I ve amid III
baglarin1 gostermektedir. Bunun disinda, raman spektrumlari, RNA/DNA niikleotid baz
¢ifti guanin (G), timin (T), adenin (A), sitozin (C), urasil (U), ve proteinlerdeki amino
asit gruplar1 olan triptofan (Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalaninin ( Phe) bantlarmi

gostermektedir (Maquelin, 2002).

C. albicans’in karakteristik bantlarindan biri olan, 570-580 cm™ civarinda goriilen
bant1 yapisindaki karbohidratlar ve fosfotidilinozitolden ileri gelmektedir. 660-675 cm™
aralig1 guanine, 815-830 cm™ araligindaki pikler tirozine isaret edebilir. 930 cm™
civarindaki goriilen bantlar C-N esnemesine isaret etmektedir. 950 cm™ nin iistiinde
goriilen 1006, 1048, 1074, 1152, 1235, 1346, 1347, 1362, 1566, 1612 cm™ deki pikler
protein fonksiyonel gruplarindan ileri gelmektedir. 1107, 1400, 1584 cmdeki pikler ise

yapisindaki lipitlerden tiiremislerdir.
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Gorsel 3.3. C. albicans'in Farkli Konsantrasyonlardaki Karsilagtirmali Raman
Spektrumlar
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Gorsel 3.4. C. albicans'in Farkli Konsantrasyonlardaki Raman Spektrumlari

Tablo 3.2. C. albicanstn Raman Bant Frekanslari

(C. albicans) 1:1 1:5 1:10 1:50
Polisakkaritler 499 478 472 475
S-S esnemesi - - - 505
COC glikozidik halka deformasyonu - 534 - -
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 553 552 - -
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol - 587 584 574
Fenilalanin 625 - - 611
Tirozin - - - 637
Guanin 675 689 665 675
Adenin 733 - 704 737
Sitozin, urasil (halka , esneme) 758 - 754 777
O-P-O 809 799 783 -
Exposed tirozin 821 823 816 834
Buried tirozin - - 851 -
CC STR, COC 14 glikozidik bag - 867 - -
COC esneme - 893 - -
Glukoz - - 907 -
C-N esnemesi 938 944 939 950
Fenilalanin 990 1004 1006 1007
C-N ve C-C esneme - - 1048 -
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Tablo 3.3. (Devam) C. albicans'in Raman Bant Frekanslart

C-N ve C-C esneme 1080 1071 1074 1066
lipid 1107 1112 1113 -
C-N ve C-C esneme 1152 - 1147 1151
C-N ve C-C esneme 1182 1183 1179 -
Amid 111 1235 1234 1228 1227
Amid 111 1261 1268 1272 1259
CHz deformasyonu 1298 - - -
C-H protein - 1321 1319 -
C-NHz esneme 1346 1347 - 1341
C-H protein - 1362 1375 -
C-Hz (protein, lipid) 1394 - 1401 1400
C-Ha (protein, lipid) 1415 1435 1439 -
C-Ha deformasyonu 1451 1476 1466 1444
NH: - - - 1492
Amid Il (NH-CN) 1504 - - -
CoOor 1526 1521 - -
Amid 111 1566 - - -
C=C lipid 1584 - - -
Fenilalanin - 1598 1606 1602
Tirozin - 1612 - -
Amid | 1637 - 1661 -
>C=0 ester esnemesi 1687 - - -

3.2.4. C.tropicalis’in Raman spektrumlari

SERS ¢ozeltisi ile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan C. tropicalis’in
Raman profilleri karsilastirilmistir. Gorsel 3.5°da gortildiigii gibi SERS yontemi ile alinan
Raman o6l¢iimlerinin sinyallerinde 6nemli miktarda artig goriilmiistiir. Pikler en iyi ve
anlagilir sekilde 1:50 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin
neredeyse diiz bir profil verdigi goriilmiistiir. Gorsel 3.6’de ise ayni1 profiller ayri ayr

grafiklerde gosterilmistir.
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Gorsel 3.6. C tropicalis’in Farkli Konsantrasyonlardaki SERS Spektrumlar
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Tablo 3.4. C. tropicalis 'in Raman Bant Frekanslart

(C. tropicalis) 1:1 1:5 1:10 1:50
Polisakkaritler 484 500 506 500
S-S esnemesi - 516 - 522
COC glikozidik halka deformasyonu 542 - 534 537
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 576 572 575 573
Fenilalanin 594 606 612 619
Tirozin 640 644 641 640
Guanin 683 674 676 679
Adenin - - 703 713
Adenin 743 745 703 713
Sitozin, urasil (ring, str) 782 780 785 773
0O-P-O 794 - 798 798
Exposed tirozin 828 815 813 833
Buried tirozin - 844 842 855
CC esnemesi, COC 1,4 glikozidik bag 868 875 873 876
COC esnemesi - 889 894 -
Glukoz - 902 906 906
Glukoz 914 924 - -
C-N esnemesi 965 958 951 942
Fenilalanin 1013 1008 1005 1013
C-N ve C-C esnemesi 1039 1052 1044 -
C-O esnemesi 1075 - 1073 1060
>PO;" esnemesi (simetrik) - 1103 1106 1109
C-N ve C-C esnemesi 1122 1144 1127 1123
Fosfat titresimi 1166 1172 1154 1168
Amid I11 1202 1202 1202 1201
Amid 111 - 1250 1259 1240
CH: deformasyonu 1285 1286 1298 1294
C-H protein 1320 1316 1329 -
C-NH: esneme - 1340 1347 1336
C-H protein 1374 1372 1371 1362
C-H protein - 1397 1396 1394
C-Ha (protein, lipid) - 1432 1433 1441
C-H2 deformasyonu 1452 1467 1457 -
NH: 1482 1498 1483 1483
Amid Il (NH-CN) - - - 1507
COoOr 1526 1523 - -
Amid I11 1558 - - 1552
Guanin, adenin (halka esnemesi) 1595 1590 1574 1586
Fenilalanin - - - 1619
Tirozin - - - -
Amid | 1639 1631 - 1648
>C=0 ester esnemesi 1671 1673 1667
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3.2.5. C. krusei’nin Raman Spektrumlari

SERS ¢ozeltisiile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan C. krusei’nin Raman
profilleri karsilastirilmistir. Gorsel 3.7’ de goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan Raman
Olctimlerinin sinyallerinde énemli miktarda artig goriilmiistiir. Pikler en iyi ve anlasilir
sekilde 1:50 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin neredeyse
diiz bir profil verdigi goriilmiistiir. Gorsel 3.8’de ise aymi profiller ayr1 ayr1 grafiklerde
gdsterilmistir. C kruseinin bant frekanslar1 tablosu incelendiginde 1030 ve 1120 cm™
civarindaki C-N ve C-C bantinin hi¢ gézlenmedigi goriilmiistiir. Ayrica bazi bantlar 1:50

oraninda kaybolmustur. Ancak genel piklere bakildiginda en fazla pikin bu

konsantrasyonda oldugu goriilmiistiir.

110 = —— C. krusei + kol (1:1)
—— C. krusei + kol (1:5)
—— C. krusei + kol (1:10)

C. krusei + kol (1:50)
—— C. krusei

0,8 4

0,6

Siddet

0,4 -

024

0,0
T T T T T T T T
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Gorsel 3.7. C. krusei'nin Farkli Konsantrasyonlardaki Karsilagtirmali SERS Spektrumlari
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Gorsel 3.8. C. krusei'nin Farkli Konsantrasyonlardaki SERS Spektrumlari

Tablo 3.5. C. krusei'nin Raman Bant Frekanslart

C.krusei 1:1 1:5 1:10 1:50
S-S esnemesi 521 517 526 522
COC glikozidik halka deformasyonu - - - -

Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 573 576 572 574
Fenilalanin 610 - - -

Tirozin - - 645 -

Guanin 696 682 677- 678
Adenin 757 742 750 753
Sitozin, urasil (halka, esneme) 780 - 788 769
0O-P-O - 796 - 796
Exposed tirozin 822 821 826 828
Buried tirozin - 856 849 852
CC esneme, COC 1,4 glikozidik bag 863 879 864 869
COC esneme - - 876 883
Glukoz 904 900 906 899
C-N esnemesi 946 952 954 997
Fenilalanin 998 998 993 -

Fenilalanin - 1014 1011 1011
C-0O esneme 1073 - 1068 -

>PO;" esneme (simetrik) 1115 1109 1105 1103
Phosphate titresimi 1171 1169 1178 1180
Amid 11 1227 1227 1210 1221
Amid 11 1235 - - 1235
Amid 11 1245 - 1252 1250
Amid 111 1274 1260 - 1265
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Tablo 3.6. (Devam) C. krusei'nin Raman Bant Frekanslart

CHz2 deformasyonu 1307 1300 1296 1286
C-H protein - 1340 - -

C-NH2 esneme 1353 - 1350 1353
C-H protein 1376 1377 - 1370
C-H protein - 1391 1399 1387
C-H2 (protein, lipid) 1424 1410 1412 1427
C-Ha (protein, lipid) - 1142 1440 1444
C-H: deformasyonu 1472 1462 - 1458
NH: - 1491 1482 1498
Amid Il (NH-CN) - 1506 1502 -

COoOr - 1522 - 1526
COoOr - 1535 1530 -

Amid I - - 1564 1565
Guanin, adenin (halka esnemesi) 1591 1581 1579 1589
Fenilalanin - - 1593 1602
Tirozin - 1616 1623 1625
Amid | - 1658 1646 1655
>C=0 ester esnemesi 1688 1693 1683 1692

3.2.6. C. parapsilosis’in Raman Spektrumlari

SERS ¢ozeltisi ile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan C. parapsilosis’in
Raman profilleri karsilastirilmistir. Gorsel 3.9°da goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan
Raman o6l¢iimlerinin sinyallerinde 6nemli miktarda artis goriilmistiir. Pikler en iyi ve
anlagilir sekilde 1:50 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin
neredeyse diiz bir profil verdigi goriilmiistiir. Gorsel 3.10°da ise ayni profiller ayri ayri
grafiklerde gosterilmistir. Raman spektrumlari 1450 cm™ civarmdaki C-H deformasyon
bantlar1 ile karakterizedir. Bantlar genellikle, lipitlerdeki, karbonhidratlardaki ve
proteinlerin aminoasit zincirlerindeki — CHs, — CH>, ve C-H fonksiyonel gruplarindan
ileri gelmektedir. 1600 ve 1250 cm™ civari, sirasiyla, proteinlerdeki amid I ve amid III
baglarin1 gostermektedir. Bunun disinda, raman spektrumlari, RNA/DNA niikleotid baz
¢ifti guanin (G), timin (T), adenin (A), sitozin (C), urasil (U), ve proteinlerdeki amino
asit gruplari olan triptofan (Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalaninin ( Phe) bantlarin1 gosterir

(Magquelin, 2002).
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Tablo 3.7. C.parapsilosis'in Raman Bant Frekanslar

C.parapsilosis 1:1 1:5 1:10 1:50
S-S esnemesi 518 510 498 507
COC glikozidik halka deformasyonu 547 536 535 534
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 572 571 571 569
Fenilalanin 622 616 610 629
Tirozin 640 - 647 -
Tirozin - 659 - 663
Guanin 696 684 702 -
Adenin 722 732 730 742
Adenin 753 755 - -
Sitozin, urasil (halka, esneme) - - 765 -
0O-P-O 795 804 808 792
Exposed tirozin 827 - 831 836
Buried tirozin - 856 857 -
CC esneme, COC 1,4 glikozidik bag 865 - - 869
COC esneme - 884 885 -
Glukoz 895 922 918 902
C-N esnemesi 949 965 945 -
C-N esnemesi - - 985 980
Fenilalanin 1019 1031 1016 1008
C-N ve C-C esneme - - 1039 1040
C-O esneme 1077 - - 1071
>PO2 esneme (simetrik) - 1093 1089 -
>PO2 esneme (simetrik) 1105 - 1108 1102
C-N ve C-C esneme 1132 1134 1133 1137
Fosfat titresimi 1171 1181 1194 1172
Amid I11 1204 1208 1222 1221
Amid 111 1237 1235 - 1257
Amid 111 1270 - 1269 -
CH: deformasyonu 1299 1293 1298 1294
C-H protein 1334 1333 - -
C-NH: esneme - - 1352 1346
C-H protein 1373 1381 1396 1378
C-H: (protein, lipid) 1429 1414 1421 1402
C-H2 deformasyonu 1462 1456 1460 1462
NH: - - 1495 -
Amid Il (NH-CN) - - - -
COoOr 1531 1524 1538 1521
Amid 111 - 1555 - -
Guanin, adenin (halka esnemesi) 1586 1577 1577 1590
Fenilalanin - 1601 - -
Tirozin 1613 - 1615 -
Amid | 1671 1662 -
>C=0 ester esnemesi 1686
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3.2.7. T.asahii’nin Raman Spektrumlari

SERS c¢ozeltisi ile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan T. asahii’nin Raman
profilleri karsilastirilmistir. Gorsel 3.11°de goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan
Raman Ol¢iimlerinin sinyallerinde 6nemli miktarda artig goriilmistir. Gilimis
nonopartikiillerin konsantrasyonu arttikga piklerde artma gozlenmistir ancak 1:50
oranindaki en yliksek kosantrasyonda spektrumdaki piklere azalma goriilmektedir. Bunun
nedeni diger fungus orneklerine gore daha az kati ve daha cesitli molekiiler yapilar
igermesi olabilir (Tablo 3.6). SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin neredeyse diiz bir
profil verdigi gorilmiistiir. Gorsel 3.12°de ise ayni profiller ayri ayr1 grafiklerde

gosterilmistir.

1,0 - = Trichosporon asahii + kol (1:1)
—— Trichosporon asahii + kol (1:5)
— Trichosporon asahii + kol (1:10
= Trichosporon asahii + kol (1:50
— Trichosporon asahii

Siddet

T ; T " T T
2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayisi (cmt)

Gorsel 3.11. T. asahii’'nin Farkli Konsantrasyonlardaki Karsilastirmali SERS
Spektrumlar
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Gorsel 3.12. T. asahii’nin Farkli Konsantrasyonlardaki SERS Spektrumlart

Tablo 3.8. T. asahii'nin Raman Bant Frekanslar

T.asahii 1.1 1:5 1:10 1:50
S-S esnemesi 514 - 503 -
COC glikozidik halka deformasyonu - - - -
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 578 582 574 579
Fenilalanin - 622 - -
Tirozin - - 646 -
Tirozin - - 662 -
Guanin 676 680 689 -
Guanin - - 709 700
Adenin 715 728 738 -
Sitozin, urasil (halka, esneme) 763 782 774 -
0O-P-O 798 - 798 -
Exposed tirozin 844 827 811 832
Buried tirozin - - 850 -
CC STR, COC 1,4 glikozidik bag - - 868 -
COC esnemesi 887 - 887 -
Glukoz 926 906 907 -
C-N esnemesi 943 943 947 951
Fenilalanin 1022 1011 1007 998
C-N ve C-C esnemesi - - - -
C-O esnemesi - 1065 1064 1071
>PO; esnemesi (simetrik) 1097 - 1101 -
>PO; esnemesi (simetrik) 1112 - - -
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Tablo 3.9. (Devam) T. asahii'nin Raman Bant Frekanslart

C-N ve C-C esnemesi 1136 1154 - -
Fosfat titresimi 1169 - 1174 -
Amid 111 1212 - 1201 -
Amid 111 1233 1226 1230 -
Amid 111 1246 - 1244 -
Amid I 1267 - 1263 -
Amid 111 1282 - 1276 -
CHz2 deformasyonu 1305 1306 1298 1314
C-H protein - 1348 1337 -
C-NH: esneme 1356 - - 1365
C-H protein 1382 - 1389 -
C-H2 (protein, lipid) 1402 - 1404 1409
C-H2 (protein, lipid) - 1414 1418 -
C-H2 deformasyonu 1466 1440 1456 1470
NH: 1479 - 1494 -
Amid Il (NH-CN) - - 1514 1511
COoOr 1533 - 1529 -
Amid 111 1548 1560 - 1577
Guanin, adenin (halka esnemesi) 1586 1589 - -
Fenilalanin 1592 - - -
Tirozin - - 1604 -
Amid | - 1646 1631 -
Amid | - - 1659 -

3.2.8. M. canis’in Raman Spektrumlari

SERS ¢ozeltisi ile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan M. canis’in Raman
profilleri karsilagtirilmistir. Gorsel 3.13°de goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan
Raman o6l¢iimlerinin sinyallerinde énemli miktarda artis goriilmiistiir. Pikler en 1yi ve
anlagilir sekilde 1:50 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin
neredeyse diiz bir profil verdigi goriilmustiir. Gorsel 3.14°de ise aym profiller ayr1 ayri
grafiklerde gosterilmistir. Raman spektrumlari 1450 cm™ civarmdaki C-H deformasyon
bantlar1 ile karakterizedir. Bantlar genellikle, lipitlerdeki, karbonhidratlardaki ve
proteinlerin aminoasit zincirlerindeki — CHs, — CH>, ve C-H fonksiyonel gruplarindan
ileri gelmektedir. 1600 ve 1250 cm™ civari, sirasiyla, proteinlerdeki amid I ve amid III
baglarin1 gostermektedir. Bunun disinda, raman spektrumlari, RNA/DNA niikleotid baz
¢ifti guanin (G), timin (T), adenin (A), sitozin (C), urasil (U), ve proteinlerdeki amino
asit gruplar1 olan triptofan (Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalaninin ( Phe) bantlarin1 gosterir

(Magquelin, 2002).
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Tablo 3.10. M. canis'in Raman Bant Frekanslart

M.canis 1:1  1:10 1:50
Polisakkaritler 480 491 473
S-S esnemesi - 515 500
COC glikozidik halka deformasyonu 555 544 544
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 575 - 567
Fenilalanin 603 600
Fenilalanin 620 635
Tirozin 651 651 -
Guanin 690 681 680
Adenin - 757 747
Sitozin, urasil (halka, esneme) 769 - 774
0O-P-O 804 793 -
Exposed tirozin 831 - 815
Buried tirozin - 846 -
CC esnemesi, COC 1.4 glikozidik bag 877 - 872
COC esnemesi - - -
Glukoz 920 918 904
C-N esnemesi 975 977 -
Fenilalanin 1004 - 1012
C-N ve C-C esnemesi 1054 1021 -
C-0 esnemesi 1082 1081 1083
>PO2 esnemesi (simetrik) - 1102 -
C-N ve C-C esnemesi - 1120 1121
C-N ve C-C esnemesi 1147 1147
Fosfat titresimi 1165 1173 1163
Amid 111 1226 1201 1219
Amid 111 - - 1250
Amid 111 1269 - 1274
CH: deformasyonu 1306 1285 1318
C-H protein - - -
C-NH: esneme 1334 1343 -
C-H protein 1364 - 1381
C-H: (protein, lipid) 1405 1403 -
C-H2 deformasyonu 1436 - 1448
C-H2 deformasyonu 1466 1465

NH2 - 1477 1487
Amid Il (NH-CN) 1518 - -
COoOr - 1540 -
Amid 11 - 1557 -
Guanin, adenin (halka esnemesi) - - 1578
Fenilalanin 1596 1609
Tirozin 1628 -

Amid | - - 1657
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3.2.9. T. mentagrophytes’in Raman Spektrumlari

SERS ¢ozeltisi ile, 1:1, 1:5, 1:10 oranlarinda karigtiritlan T. mentagrophytes’in
Raman profilleri karsilagtirilmistir. Gorsel 3.15’de goriildiigii gibi SERS yontemi ile
alinan Raman 6l¢timlerinin sinyallerinde 6nemli miktarda artis goriilmiistiir. Pikler en iyi
ve anlagilir sekilde 1:10 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin
neredeyse diiz bir profil verdigi goriilmistiir. Gorsel 3.16’da ise ayni profiller ayr1 ayri
grafiklerde gosterilmistir. 870 cm™ civarinda gozlenmesi beklenen CC esneme, COC 1,4
glikozidik bag piki ve 1360 cm™ civarinda ki C-H protein piki bu rnekte gdzlenmemistir.
Raman spektrumlar1 1450 cm™ civarindaki C-Hz deformasyon bantlar ile karakterizedir.
Bantlar genellikle, lipitlerdeki, karbonhidratlardaki ve proteinlerin aminoasit
zincirlerindeki — CHs, — CH», ve C—H fonksiyonel gruplarindan ileri gelmektedir. 1600
ve 1250 cm™ civari, sirastyla, proteinlerdeki amid I ve amid III baglarini gdstermektedir.
Bunun disinda, raman spektrumlari, RNA/DNA niikleotid baz ¢ifti guanin (G), timin (T),
adenin (A), sitozin (C), urasil (U), ve proteinlerdeki amino asit gruplar1 olan triptofan

(Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalaninin ( Phe) bantlarini1 gosterir (Maquelin, 2002).

1,0 - ——T. mentagrophytes + kol (1:1)
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Gorsel 3.15. T. mentagrophytes 'in Farkli Konsantrasyonlardaki Karsilastirmali
SERS Spektrumlart
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Gorsel 3.16. T. mentagrophytes’in Farkli Konsantrasyonlardaki SERS Spektrumlar

Tablo 3.11. T. mentagrophytes'in Raman Bant Frekanslart

T. mentagrophytes 1:1 1:5 1:10
S-S esnemesi 501 - 517
COC glikozidik halka deformasyonu - - 536
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 565 576 563
Fenilalanin - - 616
Tirozin 649 648 -
Guanin 698 - 786
Adenin - 733 743
Sitozin, urasil (halka, titresim) - 776 -
0O-P-O 782 - 804
Exposed tirozin 819 824 844
Buried tirozin 854 862 -
CC esneme, COC 1,4 glikozidik bag - - -
COC esnemesi - - 884
Glukoz 901 - -
C-N esnemesi 945 940 943
C-N esnemesi 974 976
Fenilalanin 995 1007 1004
C-N ve C-C esnemesi - - 1019
C-O esnemesi 1070 1075 1066
>PO2 esnemesi (simetrik) 1102 - 1098
C-N ve C-C esnemesi 1141 1133 1150
C-N ve C-C esnemesi - - 1150
Fosfat titresimi 1173 1166 -
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Tablo 3.12. ( Devam) T. mentagrophytes'in Raman Bant Frekanslart

Amid 111 1220 1205 1200
Amid 111 - 1236 1229
Amid 111 1258 1278 1250
CH2 def 1306 1308 1306
C-H protein - - -

C-NH: esneme 1346 1345 1341
C-H protein 1390 1382 1388
C-H: (protein, lipid) 1435 - 1425
C-H: deformasyonu - 1451 1458
NH: - 1492 1479
Amid Il (NH-CN) 1516 - 1514
COoOr - 1527 1533
Amid I 1551 - 1547
Guanin, adenin (halka esnemesi) 1577 - 1578
Fenilalanin 1605 1599 -

Tirozin 1631 - -

Amid | - - 1653
>C=0 ester esnemesi 1681 - -

3.2.10. T.rubrumi’nin Raman Spektrumlari

SERS ¢ozeltisiile, 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 oranlarinda karistirilan T. rubrum’un Raman
profilleri karsilagtirilmistir. Gorsel 3.17°de goriildiigii gibi SERS yontemi ile alinan
Raman o6l¢iimlerinin sinyallerinde 6nemli miktarda artis goriilmistiir. Pikler en iyi ve
anlagilir sekilde 1:50 oraninda goriilmiistiir. SERS ¢ozeltisi ile karistirilmayan 6rnegin
neredeyse diiz bir profil verdigi goriilmiistiir. Gorsel 3.18’de ise ayn1 profiller ayr1 ayri
grafiklerde gosterilmistir. Bu Ornekte 1320 cm-1 civarindaki C-H protein piki
gbzlenmemistir. Raman spektrumlari 1450 cm™ civarindaki C-Hz deformasyon bantlar:
ile karakterizedir. Bantlar genellikle, lipitlerdeki, karbonhidratlardaki ve proteinlerin
aminoasit zincirlerindeki — CHs, — CHz, ve C-H fonksiyonel gruplarindan ileri
gelmektedir. 1600 ve 1250 cm™ civari, sirasiyla, proteinlerdeki amid 1 ve amid III
baglarin1 géstermektedir. Bunun disinda, raman spektrumlari, RNA/DNA niikleotid baz
cifti guanin (G), timin (T), adenin (A), sitozin (C), urasil (U), ve proteinlerdeki amino
asit gruplar1 olan triptofan (Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalaninin ( Phe) bantlarini gosterir

(Tablo 3.9) (Maquelin, 2002).
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Gorsel 3.18. T. rubrum ‘un Farkli Konsantrasyonlardaki SERS Spektrumlart
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Tablo 3.13. T.rubrum'un Raman Bant Frekanslari

T.rubrum 1:1 1:5 1:10 1:50
Polisakkaritler 502 484 485 489
S-S esnemesi - 516 522 -
COC glikozidik halka deformasyonu - 550 544 547
Karbohidratlar, fosfotidilinozitol 578 579 585 577
Fenilalanin 619 - 609 609
Fenilalanin - 637 632 638
Tirozin 664 674 654 683
Guanin 709 705 692 -
Adenin 733 736 717 715
Adenin 756 - 741 -
Sitozin, urasil (ring, str) - 782 765 774
0O-P-O 793 - - -
Exposed tirozin 829 836 835 830
Buried tirozin - - 867 -
CC esnemesi, COC 1,4 glikozidik bag 864 872 - 869
COC esnemesi - - 893 -
Glukoz 917 905 920 904
C-N esnemesi 950 945 943 931
C-N esnemesi 966 970 - 971
Fenilalanin 1028 1001 1003 -
C-N ve C-C esnemesi 1057 1045 - 1067
C-O esnemesi 1095 1085 - -
>PO; esnemesi (simetrik) - - 1110 1110
C-N ve C-C esnemesi 1136 - 1131 -
Fosfat titresimi 1156 - 1171 1169
Fosfat titresimi 1183 1196 - -
Amid 111 - - 1203 1205
Amid 111 1221 1242 1226 -
Amid 111 1259 - 1266 -
CH: deformasyonu 1291 - - -
C-H protein - - - -
C-NH: esneme - - 1347 -
C-H protein 1374 - 1369 1378
C-H2 (protein, lipid) - 1420 - -
C-H2 deformasyonu - 1461 1471 1475
NH2 - 1486 1496 -
Amid Il (NH-CN) 1508 - - 1511
COoOr - 1540 1547 -
Amid 111 1558 1556 1565 -
Guanin, adenin (halka esnemesi) - 1587 1580 1592
Fenilalanin - 1606 1606 1606
Tirozin - 1628 1614 1622
Amid | - 1671 - 1639
>C=0 ester esnemesi 1691
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3.3. Mikroorganizmalarin Taramal Elektron Mikroskobu Analizleri

Gilimiis nanopartikiillerinden oldukga biiylik olan bakteri ve maya gibi molekiiler
organizasyonlardan alinan, tekrarlanabilir spektrumlarin elde edilebilmesi i¢in numune

hazirlanmas1 adim1 SERS 0l¢limlerinde ¢ok dnemli bir adimdir.

Bakteriler giimiis kolloidal nanopartikiilleriyle karigtirildiginda, bakteri ve glimiis
nanopartikiilleri heterojen bir karigim olusturur. Maya hiicreleri bakteri hiicrelerinden ¢ok
daha biiylik boyutlarda olduklari i¢in, giimiis kolloidal siispansiyonu ile karistirilan maya
hiicreleri bakteri hiicrelerinden daha heterojen bir goriinlim olusturur. Bu SERS
spektrumlarinda 6nemli farkliliklart ortaya ¢ikartabilir. SEM goriintiilerinde 6rneklerdeki
giimiis nanopartiikiillerinin dagilimi farkliliklar gostermektedir. Bu maya hiicrelerinin
hiicre duvarlarindaki biyokimyasal yapilarin farkli olmasindan dolayidir. Glimiis ve altin
gibi nanopartikiillerin, -NHz, COO", ve 6zellikle -SH gibi baz1 fonksiyonel gruplara kars1
bir afiniteye sahip oldugu bilinmektedir. Gorsel 3.19 (A) ve Gorsel 3.21 (B)’ de
goriildiigh gibi glimiis nanopartikiillerinin afinitesi onemli Ol¢iide yiiksek degildir ve
glimiis nanopartikiilleri C. albicans ve Trichosporon asahii ‘nin etrafinda birikmistir.
Ancak nanopartikiiller Candida tropicalis ve Trichophyton mentagrophytes (Gorsel 3.21
(A) ve Gorsel 3.20) ile karistirildiginda hiicrelerin ¢ogu giimiis nanopartikiiller ile
kaplanir. Bu hiicre duvar1 yapisininda daha fazla fonksiyonel grup oldugunda olabilir.
Nanopartikiillerin ve hiicre yiizeyindeki agregatlarinin yogunlugu g6z 6niine alindiginda,

bazi -SH ve -NH:2 gruplarinin mevcut oldugu sonucuna varilabilir.

Maya hiicrelerinin hiicre yiizeyi kaplama derecesi SERS spektrumlarmin
tekrarlanabilirligini noktadan noktaya etkiler. Bu ¢aligmada giimiis nanopartiikiillerinin
ortalama biiyiikliigii 5 nmdir. Maya hiicre duvarinin por biiyiikliiklerine iliskin raporlar,
1 ile 400 nm arasinda oldugunu iddia ederler. Ancak ayni zamanda hiicre duvarinin,
calismada kullanilan giimiis nanopartikiillerinden 6nemli 6lgiide daha kiigiik olan, 600
daltondan daha biiyiik partikiillerin girisini engelledikleri bildirilmistir. Ek olarak maya
hiicrelerinin katman katman kaplanmasi islemi sirasinda giimils nanopartikiillerinin
difiizyonu gézlenmemistir.

Raman sag¢ilmasini gelistirmek i¢in glimiis nanopartikiillerin hiicre duvari ile temas
etmesi gerektiginden, SEM goriintiilerinde goriilen nanopartikiillerin dagilimi SERS

spektrumunun yorumlanmasi i¢in dnemli bilgiler saglamaktadir.
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-NH2 ve -SH gibi fonksiyonel gruplar sadece glimiis nanopartikiiller ile giiglii bir
etkilesimde bulunabilir. Maya hiicre duvarinin yilizeyindeki mannoprotein domainlerinin
varlig1 goz 6niine alindiginda bu fonksiyonel gruplarin ve giimiis metal yiizeyi arasindaki
etkilesimi kuvvetle muhtemeldir. Bu gibi protein domainleri tiizerindeki giimiis

nanopartikiillerin lokalizasyonu SERS spektrumlarini ¢ok etkiler.

Gorsel 3.19. A)Giimiis kolloidal ¢ozeltisi ile 1:1 oraminda karistirilan C. albicans in
SEM goériintiisii (5.000X biiyiitme). B)Giimiis kolloidal ¢ozeltisi ile 1:1
oraninda karistirilan C. parapsilosis in SEM goriintiisii 15.000X Biiyiitme

Gorsel 3.20. Giimiis kolloidal ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilan T.
mentagrophytes’'in SEM goriintiisii A)10.100X Biiyiitme B) 58.000X

Biiyiitme
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Gorsel 3.21. Giimiis kolloidal ¢ézeltisi ile 1:50 oraninda karistirilan C. tropicalis 'in
SEM goriintiisii (20.000X Biiyiitme) B) Giimiis kolloidal ¢ézeltisi ile 1:1
oraminda karistirtlan T. asahii’in SEM goriintiisii (15.000X Biiyiitme)

3.4. Raman ve FT-IR Spektrumlarimin Hiyerarsik Kiime Analizi

Dendrogramlar, spektrumlardan elde edilen sayisal veriler kullanilarak IBM SPSS
Statistics 20 programi yardimi ile c¢izilmistir. Gorsel 3.30°da yapilan kiime analizi
sonuglarina goére C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve T. asahii bir

kiimede, T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis ise diger bir kiimede toplanmustir.

Iki kiime iki alt gruba ayrilmistir. Ilk alt grubu C. albicans ve C. tropicalis, C.
parapsilosis ve C. krusei, ikinci alt grubu ise T. asahii olusturmaktadir. ikinci kiimede
kendi iginde iki alt gruba ayrilmistir. ilk alt grubu T. mentagrophytes ve T. rubrum

olustururken, M. canis ikinci alt grupta bulunmaktadir.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Gorsel 3.22. Farkli Konsantrasyonlardaki Mikroorganizmalarin Raman Profillerine
Gore Yapilan HCA Analizi

Mikroorganizmalarin her konsantrasyonu i¢in alinan spektrum verileri her
mikroorganizma grubu i¢in ayr1 ayri kendi aralarinda ortalamasi alinarak tek bir veri elde

edilip ikinci bir dendrogram olusturulmustur (Gorsel 3.31)

Yapilan uzaklik analizi sonuglarina gére, C. albicans ve M. canis arasindaki uzaklik
en fazladir (436,672). Aralarindaki uzaklik en az olan, yani birbirine en yakin olan
(46,917) ikili ise; C. albicans ve C. tropicalis’ dir. Yani birbirine en yakin tiirler C.

albicans ve C. tropicalis’ olarak ortaya ¢ikmustir.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Gorsel 3.23. Mikroorganizmalarin Raman Profillerine Gére Yapilan HCA Analizi

Tablo 3.14. Raman Spektrumlarina Gore Yapilan Kiime Analizi

Ik kiime Ikinci kiime Uzaklik Degeri
C. albicans C. tropicalis 46,917

T. rubrum T. mentagrophytes 51,739

C. albicans C. tropicalis 73,908

M. canis T. rubrum 152,906

C. albicans C. krusei 199,041

C. albicans T. asahii 303,492

C. albicans M. canis 436,672

FT-IR verilerine gore yapilan kiime analizi sonuglarina gore (Gorsel 3.32), Raman
sonuglarina benzer sekilde C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei ve C. tropicalis bir
grupta toplanirken, birbirine en uzak olan ikili (354,799) C. albicans ve T. asahii dir. C.

albicans ise en yakin C. tropicalis ile benzerlik gostermistir (12, 856).
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Gorsel 3.24. Mikroorganizmalarin FT-IR Profillerine Gore Yapilan HCA Analizi

Tablo 3.15. FT-IR Spektrumlarina Gére Yapilan Kiime Analizi

ik Kiime ikinci Kiime Uzakhk degeri
C. albicans C. tropicalis 12,856

C. krusei C. parapsilosis 81,534

C. albicans C. krusei 168,480

C. albicans T. asahii 354,799
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4. TARTISMA, SONUC, ONERILER

Mikroorganizmalarin identifikasyonu ic¢in halihazirda kullanilan, molekiiler
yontemler, geleneksel mikrobiyolojik yontemler ve spektroskopik yontemlerden olan
kiitle spektroskopisi (MS), MALDI-TOF, LIBS gibi yontemler uzun zaman ve maliyet

gereksinimi, numunenin tahrip olmasi gibi dezavantajlara sahiptirler.

Bu yontemlere alternatif olarak, titresim spektroskopisi teknigi olarak gelistirilen
FT-IR ve Raman spektroskopisinin mikroorganizma identifikasyonu i¢in uygun bir

yontem olup olmadig1 arastirilmistir.

Mikroorganizmalar1  hiicre  diizeyinde  incelemek, gozlemlemek  ve
identifikasyonunu gerceklestirmek igin, bu tezde titresim spektroskopisi metotlarindan
olan FT-IR ve Raman spektroskopisi ile calisilmistir. Bu teknikler sadece rutin
identifikasyon, genel mikrobiyoloji ve spesifik klinik uygulama alanlari ile kisith
degildir. Raman ve FT-IR gibi yontemlerin hizli identifikasyon programlar: kati kiiltiir
ortamindan direk Sl¢lim almak icin klinik mikrobiyolojik tanimlama da biiyiikk 6neme
sahiptir. Elde edilen spektrumlar tiim hiicre kompozisyonunun bir yansimasi oldugu igin,
titresim spektroskopisi mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in en ideal yontemdir
(Maquelin, 2002).

Farkli mikroorganizmalarin molekiiler olusumlari birbirinden farkli oldugu i¢in, bu
durum titresim spektrumlarina da yansimistir. Ayrica titresim spektroskopisi klinik
tanimlamada, az miktarda numune ile ¢alisilabilmesi ve pahali kimyasallarin, boyalarin

kullanimin1 gerektirmemesi sebebiyle ¢ok pratik bir yontemdir (Maquelin, 2002).

Raman spektrumlart bir molekiil i¢in kizilotesi spektrumlart ile birlikte
degerlendirildiginde o molekiile ait hemen hemen biitiin titresimlerin goriilmesini
miimkiin kilip molekiilin kimyasal yapisinin veya nitel analizinin daha gilivenilir
gerceklesmesini saglar. Fakat biyolojik ¢alismalarda kizilotesi spektroskopik yontemi su
varliginda kuvvetli absorplama 6zelligi gosterdigi i¢in sorun teskil etmektedir. Biyolojik
caligmalar i¢in kizil6tesi spektroskopisinin geri planda kalmasi, Raman spektroskopiyi
oldukga 6n plana tagimistir. Kizilotesi spektroskopisinin aksine Raman spektroskopinin
en biliylik avantajlarindan birisi olan sulu ortamda bulunan numune analizinin
gerceklestirilmesi daha kolay olmaktadir. Boyle bir teknik ile biyolojik olarak c¢esitlilik

gosteren canlilarin parmak izi bolgeleri calisilarak tanimlama gerceklestirilebilmektedir.
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Bu tarz bir durumda calisma sonrasi elde edilen spektrumun hiicresel bilesen tabanli

oldugu soylenebilir (Temdir, 2010).

Farkli mikroorganizmalar i¢in genel olarak farklilik veren bolgeler; farkl tiirlerin
farkli kimyasal molekiiller igermesindendir ve spektrumlardaki farklilik igeren bolgelerin

bu farkli kimyasal molekiillerden oldugu diisiiniilmektedir.

Mikroorganizmalarin ~ hiicre  duvarlarinin ~ biyokimyasal  yapisi,  giimiis
nanopartikiillerin yogunlugunu ve dagilimim1 belirler ve SERS spektrumlarinin
tekrarlanabilirligini giivenilir bir bi¢imde etkilemektedir. Elde edilen SERS spektrumlari,
hiicre duvarinin yapis1 ile gliimiis nanoparcaciklarin etkilesimini gosterdiginden,
mayalardan ve kiiflerden, hiicre duvarlarinin biyokimyasal yapilarinin daha iyi

anlasilmasi i¢in molekiiler diizeyde bilgi kolayca elde edilebilir. (Sayin, 2009)

Kemometrik tekniklerle birlikte FT-IR spektroskopisi mikrobiyal tiirlerin
identifikasyonu i¢in biiyiik bir potansiyel sergilemektedir. Identifikasyonun giivenilirligi
hem bakteriler hem de mayalar igin yliksektir ve hatta hassas tiplendirme sistemlerinin
yiiksek smiflandirma oranlar1 vardir. Referans FT-IR spektrumlarinin diinya capinda
erisilebilir bir veri tabaninin olmamasinin temel nedenlerinden biri olan Ornek
hazirlanmasi i¢in kat1 protokollerin takibi zorunlu olmasi gibi baz1 dezavantajlara ragmen
FT-IR spektroskopisi rutin tiirlerin identfikasyonu icin birka¢ avantajin bir araya
gelmesiyle cazip bir teknik olarak goriiliir. Uygulamasi nispeten kolay ve asgari ¢alisma
maliyetleri gerektirir. Kullaniciya 6zel taleplere ve bakteriyel adlandirmadaki
degisikliklere adapte edilebilir agik veri tabanlarini kullanir. Tiirlerin identifikasyonu i¢in
mevcut olan tiim teknikler arasinda, ek bir deney yapmadan tiplendirme amaciyla da
kullanilabilen tekniklerinden sadece bir tanesidir. Bu da onu epidemiyolojide degerli bir
arac yapar (Wenning, 2013).

Gilimiis nanoparcaciklar: canli maya hiicresinin yiizeyine gegici olarak baglanir.
Hiicre duvari spektrumlarinin varyasyonlarinin agiklamast titresim spektral analiz ile elde
edilebilir. Sadece maya hiicre ylizeyinden ekstrakte edilmis sekerlerin (glukan, mannan
ve kitin) SERS yo6ntemi ile alinan spektrumlarinda gézlenen bantlar zayif siddetlidir. Bu
da bilesiklerin SERS’e cevaplarmin ¢ok zayif oldugunu gosterir. Diger olasilik
proteinlerden alinan SERS yanitidir. Maya hiicresinin dis yiizeyi mannan bagl proteinler
ile kaplidir. Ayrica glimiis nanoparcaciklar yiizey {stiine adsorbe edilir. SERS

spektrumlarinda gozlenen bantlarin mannoproteinlerden geldigi sonucuna ulagilmistir.
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Fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin gibi amino asitler kromofor grubuna sahip

mannoproteinler i¢inde yer alir.

Bu calismada SERS yontemi ile maya ve filamentli fungus hiicre yiizeylerinin
analizi  yapilmistir. Burada her bir agregatin spektrumlardaki ¢esitliligini
gorebilmekteyiz. SERS spektrumlarindaki bu degiskenlik, giimiisiin proteinlerdeki farkl
kimyasal tiirler ile etkilesmesindeki farkliliktan dolay1 olabilir. Numunelerin SERS
spektrumlart karsilastirildiginda fungus hiicre duvarina ait pek ¢ok pik gdzlenmistir. Bu
pikler, fungus hiicre zar1 proteinlerinin Raman titresim pikleri olarak belirlenmistir.
Glimiis / sitrat partikiilleri i¢in baglanma afinitesi, giiclii bir sekilde yiike baglidir ve
katyonik gruplar anyonik gruplara gére daha giicliidiir. Bu sebeple, katyonik gruplar
genellikle SERS spektrumunda baskin, anyonik gruplar ise neredeyse goriinmez.
(Sujith.2009). SERS teknigi, mikroorganizmalarin identifikasyonu icin daha fazla
arastirilmasi gereken ¢ok hizli mikrobiyolojik identifikasyon yontemidir (Jarvis, 2006).

Kastanos (2012)’ a gore FT-IR spektroskopik yontemi, Raman spektroskopik
yonteme gore daha hassastir ancak biyolojik sistemlerdeki kullanimi, ¢aligilan spektrum
bolgesinde suyun giiclii absorbansi nedeniyle ¢cok sinirlidir. Ancak son yillarda yapilan
calismalar, FTIR ve oldukc¢a karmagsik siniflandirma analizi yontemlerini kullanarak

mikroorganizmalarin ayristirilabildigi gosterilmistir.

Yizeyde giiglendirilmis Raman spektroskopisi yani kisaca SERS olarak
adlandirilan islem, sinyalleri énemli 6lciide arttiran (10 kat), daha hizli basit ve daha
dogru tespit yapan bir Raman spektroskopisi ¢esididir. Ayrica diisiik maliyette ve yliksek
hizda sinyalleri 6nemli Olclide gelistirilmesini saglayan nispeten ucuz ve basit
ekipmanlar1 kullanan bir yontemdir. SERS mikroorganizma tiirlerini ve fonksiyonlarinin
tanimlanmasi i¢in 6nemli avantajlar sunmaktadir;

a. Raman sinyallerindeki gelistirme az miktarda mikroorganizmanin net olarak
belirlenmesine olanak saglar, bu nedenle, kiiltiir basamaklar1 i¢in gerekli zaman ve

kaynak tiiketimi ortadan kaldirilmis olur.

b. Raman spektroskopisi durumunda, SERS tarafindan saglanan gelistirme, birden
fazla bilesenli orneklerin durumunda identifikasyon seciciligini arttirir hatta tek tek

mikroorganizma belirlenmesini saglar.

. Metal nanoparcaciklar, belirli kosullar altinda, bakterinin i¢ ortami kadar dis

molekiillerininde (hiicre duvari) sinyallerinin gelistirilmesini saglayarak bakteriler
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tarafindan igsellestirilir. Bu bakteri siniflandirilmasinin duyarlilik ve segiciligini arttirdigi
icin ¢ok Onemli bir avantajidir (Kastanos, 2012). Bu ozelliklerinden dolay titresim
spektroskopisinin mikrobiyolojik orneklerin incelenmesinde ve identifikasyonunda son

derece kullanish bir yontem oldugu ortadadir.

Bu ¢alismada elde edilen FT-IR ve Raman speksroskopisi sonug¢larinin hiyerarsik
kiime analizi (Gorsel 4.2 ve 4.3) ile Candida tiirlerinin filogenetik analizi (Gorsel 4.1)
(Diezmann, 2004; Fitzpatrick, 2006) ortiismekte ve C. albicans ve C. tropicalis birbirine
en yakin iki tiir olurken C. parapsilosis ve C. krusei, sirasiyla filogenetik agacta daha
uzakta yer almaktadir. Sonug¢ olarak c¢alistigimiz Candida albicans, C. tropicalis, C.
krusei ve C. parapsilosis ile Trichosporon asaii igin titresim spektroskopisi teknikleri ile
gen seviyesinde analize yakin bir identifikasyon sonucu alinabilir. Ayrica maya benzeri

T. asahii, Candida cinslerine yakin bir kiimede; T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis

miselli funguslart da ayrt kiimelerde yer alarak titresim spektoroskopisi ile

identifikasyonun miimkiin olacagini kanitlamiglardir.
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Arthroderma ciferrii (Trichophyton georgiae)
Coccidioides immitis
Ajellomyces capsulatus (Histoplasma capsulatum)
Paracoccidioides brasiliensis
Aspergillus fumigatus
Emericella nidulans (Aspergillus nidulans)
Hamigera avellanea
Penicillium chrysogenum
Penicillium freti
Penicillium viridicatum
Arthroderma benhamiae (Trichophyton mentagrophytes)
Cagrom'a pilosella
xophiala jeanselmei
Pgrenula cruenta
Dermatocarpon luridum
Verrucaria pachyderma
Lassalia pensylvanica

Gyalecta ulmi
Peltula obscurans
P Peltigera canf;la 3

tereocanlon paschale

— Cudonia circinans
D

othidea insculpta
Curvularia brachyspora

Euascomycetes Dendrographa minor
Diaphorthe phaseolorum
Neurospora crassa
Seynesia erumpens

Rhytisma acerinum

Gyromitra esculenta

Morchelia esculenta

Peziza quelepidotia

Neolecta irregularis

Schizosaccharomyces pombe

Taphrina pruni

/ Candida albicans CBS 1905
Candida albicans CBS 562

. Candida dubliniensi
Archiascomycetes c‘i:;;,-;;‘*m“ag:;';i"“

Candida parapsilosis geno I
Candida parapsilosis %BS%’SX
Lodderomyces elongisporus
Candida parapsilosis genotype 11
Candida parapsilosis genotype 11
Candida tropicalis
Candida viswanathii
Debaryomyces etchelisii
B bDebaryamyﬁes carqp?g dide )
ebaryomyces hansenii (Candida famata
Ascomycota Candida gulliermondii MMRT. 1635
_I Candida guilliermondii MMRL 1636

Candida guilliermondii MMRL 1759
Pichia guilliermondii
b Candida zeylanoides
Pichia norvegensis (Candida norvegensis)
Candida castellii
Candida glabrata
gaccha;;omyces Cerevisi(ae "
remothecium gossypii (Ashbya gossypii
Kluyveromyces lacrz{(Candida sphericag
Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr)
Saccharomyces kluyveri
Issatchenkia orientalis (Candida kruser)
Pichia fermentans
Pichia membranifaciens
Candida norvegica
Pichia jadinii (Candida utilis)

Candida intermedia
N Clavispora opuntiae
o Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae)
Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima)

Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica)
Stephanoascus ciferrii

Hepiascomycetes

— Coprinus cinneraeus
Athelia bombacina

Gorsel 4.1. Literatiirdeki Gen Calismalarina Gére Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
Kaynak: Diezmann, 2004
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Gorsel 4.2. Raman sonuglarina gore elde edilen Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
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Gorsel 4.3. FT-IR Sonuglarina Gére Elde Edilen Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
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Mikroorganizmalarin FT-IR spektrumlarint almak i¢in yapilan 6n hazirlikta 24 saat
boyunca ependorflarin kapaklari acik birakilarak iclerindeki suyun ugurulmasi
hedeflenmistir. Su molekiiliiniin kizilotesi bolgede girisim yapmasindan dolay1
yukaridaki islem uygulanmistir. Ancak Raman spektroskopisinde boyle bir durum séz

konusu olmadig1 i¢in mikroorganizmalar direkt olarak analiz edilmistir (Kastanos, 2012).
Sonuc olarak;

1. SERS yo6ntemi ile elde edilen piklerin normal Raman piklerine gore sinyallerinde
onemli Olgiide artis oldugu gosterilmistir.

2. Guimiis nanapartikiiller ile karistirilan 6rneklerde, karistirilmayanlara gore pik
sayisinda ve yogunlugunda énemli dl¢iide artis gdzlenmistir. Farkli mikroorganizmalarin
Taramali Elektron Mikroskobu goriintiileri karsilastirilarak, glimiis nanoparcaciklarin

hiicre duvarlarina baglanma afiniteleri agiklanmustir.

3. SERS ve FTIR profillerinden Hiyerarsik Kiime Analizi (HCA) ile elde edilen
dendrogramlar karsilastirilarak ayni tiir mikroorganizmalarin birbiri ile benzer profilleri
oldugu gosterilmistir.

4. Elde edilen dendrogramlar gen alizi ¢aligmalart ile karsilastirilmig ve filogenetik
iliskileri bakimimndan Raman analizine gore yapilan dendrogram ile benzer sonuglara

ulagilmistir. SERS yOntemi ile tiir diizeyinde ayrim yapilabildigi sonucuna varilmistir.

5. FTIR sonucglarina gore olusturulan dendrogram referans c¢alismalarla
karsilagtirildiginda, benzerlik gosterdigi ayni zamanda Raman spektroskopisi yontemi

sonuglarina gore olusturulan dendrogram ile benzer oldugu gortilmiistiir.

6. Caligmada kullanilan iki farkli titresim spektroskopisi yonteminin de dogru
sonug verdigi ve birbirini tamamlayici iki yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

7. FTIR spektroskopisi yontemi ile maya ve maya benzeri mikroorganizmalarin tiir
diizeyinde ayrilabildigi gosterilmistir.

8. SERS yontemi ile mayalarin ve filamentli kiiflerin tiir diizeyinde ayrilabildigi
gosterilmistir.

Calismada yapilan istatistiksel analiz yontemleri ile titresim spektroskopisinin tiir
seviyesindeki mikroorganizmalarin ayriminda kullanilabilecegi goriilmektedir. Her farkl
tir kiimeleme analizinde farkli bir kiimede toplanmaktadir. Bundan yola c¢ikarak
mikroorganizmalarin FTIR ve Raman profillerinin yiiklendigi bir kiitiiphane olusturarak,
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yeni caligilan bir mikroorganizmanin genel olarak hangi tiirlere benzedigi titresim

spektroskopisi analizleriyle anlasilabilir.

Bu ¢alismada elde edilen FT-IR ve Raman spektrumlari literatiirdeki ¢aligsmalar ile
karsilastirildiginda benzer olduklari goriilmiistiir. Calismada mikroorganizmalar igin
gelistirilen SERS tekniginin sadece karakterizasyon i¢in degil, ayni zamanda

siniflandirma ve identifikasyon i¢in de kullanilabilecegi gosterilmistir.

Calismamizda yapilan istatistiksel analiz yontemleri ile FT-IR’nin ve SERS
yonteminin tiir seviyesindeki mayalarin ve filamentli kiiflerin ayriminda kullanilabilecegi
goriilityor. Her farkl tiir kiimeleme analizinde farkli bir kiimede toplanmaktadir. Bundan
yola cikarak; maya ve filamentli kiiflerin FT-IR ve SERS profillerinin yiiklendigi bir
kiitiiphane olusturarak; yeni calisilan, bilinmeyen bir tiirliin genel olarak hangi tiirlere

benzedigi titresim spektroskopisi yontemiyle anlasilabilir.

Literatiirde, daha once filamentli kiiflerle yapilan SERS yontemi caligmalari
bulunmadigindan, elde edilen SERS spektrumlar literatiir ile karsilastirilamamaktadir.
Ancak biyolojik molekiillerin Raman bantlarinin degerleri bilindigi i¢in elde ettigimiz
verileri literatiirdeki tablolar1 referans alip her mikroorganizma icin Raman bant

isaretlemeleri yapilmistir.

Maya ve filamentli kiifler i¢in genel olarak farklilik veren bolgeler; maya ve
filamentli kiiflerin farkli kimyasal molekiiller icermesindendir ve FT-IR ile Raman
spektrumlarindaki farklilik iceren bolgelerin bu farkli kimyasal molekiillerden oldugu

diistiniilmektedir.

Bu ¢aligma ile 5 farkli maya ve 4 kiifiin Raman profili ¢ikarilmistir. FT-IR profilleri
ise sadece mayalarda analiz edilmistir. Klinik 6neme sahip bu mikroorganizmalarin
profilleri ile bir FT-IR ve Raman kiitiiphanesi olusturularak ileride hizli tan1 koymak
miimkiin olabilir. Boylelikle bir hastadan ya da gidadan elde edilen mikroorganizmalarin
tanisi, bu kiitiiphane sayesinde kolaylikla yapilabilir. Bu yontemlerin 6zellikle de SERS
yonteminin filamentli kiiflerin tiir alt1 seviyede tanisi i¢in kullanilip kullanilamayacag:

arastirilmalidir.

74



KAYNAKCA

Akyar, I. (2011), Kiitle Spektrometrisinin Mikrobiyolojide Kullanimi, Acibadem
Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 2, 177-183.

Albayrak, G. (2010), Halofilik Arkea ve Bakteria Identifikasyonunda FT-IR (Fourier
Transform- Infrared Spektroskopisi) Kullanimi, Yiksek Lisans Tezi, Eskisehir:
Anadolu Universitesi.

Alexander, T.A., Pelligrino, P.M, and Gillespie, J.B. (2003). Near-Infrared Surface
enhanced Raman Scattering Mediated Detection of Single Optically Trapped
Bacterial Spores, Appl. Spectrosc., 57; 1340-1345.

Arcangeli, C. and Cannistraro, S. (2000). In situ Raman microspectroscopic
identification and localization of carotenoids: approach to monitoring of UV-B
irradiation stress on Antarctic fungus. Biopolymers., 57; 179-186.

Asct, Z., (1992). Elazig Yéresinde Izole Edilen Dermatofit Etkenleri ve Invitro
Duyarliliklarinin Arastirilmasi, Doktora Tezi, Elaz1g: Firat Universitesi .

Aydin, M. (2012). Klinik Orneklerden Izole Edilen Candida, Trichosporon, Geotrichum
Ve Rhodotorula Kokenlerinin Dna Dizi Analizi Yontemi Ile Tamimlanmast,
Ankara: Gazi Universitesi.

Bruchez, M., Moronne, M., Gin, P., Weiss, S. and Alivisatos, A.P. (1998). Semiconductor
nanocrystals as fluorescent biological labels, Science, 281 (5385), 2013-2016.

Calderone, R., and Clancy, Cornelius J. (2011) eds. Candida and Candidiasis (2nd
Edition). Washington, DC, USA: ASM Press,.

Chaffin WL, Lopez-Ribot JL, Casanova M, Gozalbo D et al. (1998). Cell wall and
secreted proteins of Candida albicans: identification, function, and expression.
Microbiol Mol Biol Rev, 62: 130- 180.

Cui, L, Chen, S. and Zhang, K., (2015). Effect of toxicity of Ag nanoparticles on SERS
spectral variance of bacteria, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 137, 1061-1066

Colombo, A., L, Padovan, A. C., Chaves, G. M. (2011). Current knowledge of
Trichosporon spp. and Trichosporonosis, Clin. Microbiol Rev, 24(4): 682-700.

Demir, F. (2013), Trichosporon Tiirlerinde Bazi Virulans Faktorlerinin Arastirimasi,

Uzmanik Tezi, Ankara: Gazi Universitesi.

75



Denyer, S. P., Hodges, N. A. and Gorman, S. P. (2008). eds. Hugo and Russell's
Pharmaceutical Microbiology. Chichester, GBR: Wiley.

Elaissari, A. (2008). Colloidal Nanoparticles in Biotechnology. New Jersey, John Wiley
& Sons

Feldheim, D.L., Foss, C.A. (2002). Introduction to Optical and Electronic Behaviors in
Metal Nanoparticles in Metal Nanoparticles: Synthesis, Characterization and
Applications. New York.

Freire, P.T.C. (2000). Proceedings of the International Conference on Raman
Spectroscopy. Zhang S.L, Zhu B.F. New york: John Wiley & Sons;.440.

Gole, A., Stone, J.W., Gemmill, W.R., Loye, H.J., Murphy, C.J. (2008). Iron oxide coated
gold nanorods: synthesis, characterization, and manipulation. Langmuir, 24,
62326237

Gramlich, H.U, Yan, B. (2001). Infrared and Raman Spectroscopy of Biological
Materials. New york: Marcel Dekker, Inc.

Giiven, K. (Ed) (2011), Genel Mikrobiyoloji, Anadolu Universitesi Yayinlari, Eskisehir

Hamasha, K. M. (2011), Raman Spectroscopy For The Microbiological Characterization
And Identification Of Medically Relevant Bacteria, Ph.D, Detroit, A.B.D.:
Wayne State University,

Hayatt, M.A. (1989). Colloidal Gold, Principles, Methods and Applications, Academic
Press, San Diego.

James, J., Baker, C., Swain, H. (2008), Principles of Science for Nurses, John Wiley &
Sons, Chichester, GBR.

Jarvis, R., Brooker, A., Goodacre, R. (2006) Surface-enhanced Raman scattering for the
rapid discrimination of bacteria, Faraday Discuss, 132, 281-292

Kahraman, M. (2007), Bakterilerin Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektrumlarini
Etkileyen Parametrelerin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Yildiz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Karalti, 1. (2011), Candida Ve Aspergillus Enfeksiyonlarinin Real Time Pcr Yontemi Ile
Hizli Tamsimn Kiiltiir Yontemi Ile Karsilastirilmast Ve Antifungal Direncin

Kolorimetrik Yontemle Tayini, Doktora Tezi, Istanbul: Marmara Universitesi,

76



Kastanos, E., Kyriakides, A., Hadjigeorgiou, K., Pitris, C. (2012). A Novel Method for
Bacterial UTI Diagnosis Using Raman Spectroscopy, International Journal of
Spectroscopy, 7, 1-13.

Lewis, D. E., Martinez, J., Akpovo, C. A., Johnson, L., Chauhan, A., Edington, M. D.
(2011). Discrimination of bacteria from Jamaican bauxite soils using laser-
induced breakdown spectroscopy, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 401,
2225-2236.

Lombardi J.R, Birke R.L, Lu T, Xu J. (1986). Charge-Transfer Theory of Surface
Enhanced Raman Spectroscopy: Herzberg-Teller Contributions. J. Chem. Phys.:
84; 4174-4180.

Loucif, L., Bendjama, E., Gacemi-Kirane, D., Rolain, J. M. (2014), Rapid identification
of Streptomyces isolates by MALDI-TOF MS, Microbiological Research, 169,
940-947.

Lyon, A.L., Musick, M.D., Natan, M.J. (1998). Colloidal Au-enhanced surface plasmon

resonance immunosensing., Anal. Chem., 70, 5177-5183.

Manfait, M., Lamaze, P., Lamfarraj, H., Pluot, M., Sockalingum, G.D. (2000). Biomed.
Spec. Vibrational Spectroscopy and Other Novel Techniques. SPIE, 3918, 135-
143.

Mariey, L., Signolle, J. P., Amiel, C., Travert, J. (2001). Discrimination, classification,
identification of microorganisms usinf FTIR spectroscopy and chemometrics,
Vibrational Spectroscopy, 26, 151-159.

Matsi, H., Pan, S. (2000). Conformation Change of Poly(dG-dC)+Poly(dG-dC) in
Cationic Polyamine Liposome Complexes: Effect of Charge Density and
Flexibility of Amine Chains in Headgroups. J. Phys. Chem B, 104, 8871-8875.

Moskovits, M., (1985). Surface-enhanced spectroscopy. Rev., Mod. Phys., 57, 783.

Naumann, D., Helm, D., Labischinski, H. (1991), Microbiological characterizations by
FT-IR spectroscopy, Nature, 351, 81-82.

Naumann, D., Helm, D., Labischinski, H. (1991), Modern Techniques for Rapid
Microbiological Analysis, 43, VCH, New York, A.B.D..

Onur, A. (2009), Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Izole Edilen Maya Funguslarinin
VITEK 2 Compact System lle Identifikasyonu ve Antifungal Duyarliliklarinin
Tespiti, Diyarbakir: Dicle Univesitesi

77



Pekdemir, M. E. (2011). Manyetik Nanopartikiiller Kullanilarak Yiizeyde Gii¢lendirilmis
Raman Spektrometrisi Ile Immunoassay Sisteminin Gelistirilmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Tokat: Gaziosmanpasa Universitesi.

Piot, O., Autran, J.C., Manfait, M. J. (2001). Investigation by confocal Raman
microspectroscopy of the molecular factors responsible for grain cohesion in the
Triticum aestivum bread wheat. Role of the cell walls in the starchy endosperm
Cereal Sci., 34(2), 191-205.

Prohaska, S., Pfliiger, V., Ziegler, D., Scherrer, S., Frei, D., Lehmann, A., Wittenbrink,
M. M., Huber, H. (2013). MALDI-TOF MS for identification of porcine
Brachyspira species, Letters in Applied Microbiology, 58, 292-298.

Renders, N. H., Kluytmans, J. A., Verbrugh, H. A. (1995). Clinical impact of rapid in
vitro susceptibility testing and bacterial identification, Journal of Clinical
Microbiology, 33, 508-510.

Sayin, I; Kahraman, M; Sahin, F; Yurdakul, D; Culha, M. (2009). Applied Spectroscopy,
63; 11,1276-1282.

Schuster, K.C., Reese, I., Urlab, E., Gapes, J.R., (2000). Lendl B. Multidimensional
Information on the Chemical Composition of Single Bacterial Cells by Confocal
Raman Microspectroscopy., Anal. Chem., 72, 5529-5534.

Smith E., Dent, G., (2005). Modern Raman Spectroscopy: A Practical Approach.
Chichester, Wiley, 1-20.

Sockalingum G.D, Lamfarraj H, Beljebbar A, Pina P, Delavenne M, Witthuhn F, Allouch
P, Manfait M. (1999). Vibrational spectroscopy as a probe to rapidly detect,
identify, and characterize micro-organisms. SPIE, 3608; 185-194.

Solgun, G. (2007). Trichophyton rubrum Suslarinin Hemolitik Aktivitesi Ve Antifungal
llaglara In Vitro Duyarliliginin Saptanmasi, Uzmanlik Tezi, Konya: Selguk
Universitesi.

Sujith, A., ltoh, T., Abe, H., Yoshida, K., Kiran, M. S., Biju, V., Ishikawa, M. (2009).
Analytical & Bioanalytical Chemistry, 394, 7, 1803-1809.

Tamig, H. (2008), Kahramanmaras Ve Cevresinde Dermatofitozis Etkenlerinin
Belirlenmesi ve Trichophyton rubrum, Trichophyton Mentagrophytes’in Proteaz
Aktivitesinin Arastirilmasi, Doktora Tezi, Ankara: Hacettepe Universitesi.

Temiir, E. (2010). Bakteri Tayini Icin Nanopartikiil Tabanl Sensér Gelistirilmesi,

Yiiksek Lisans Tezi, Ankara: Gazi Universitesi.

78



Tiimer, S. (2011). Cesitli Klinik Orneklerden Izole Edilen Candida Tiirlerinin Dagilim:
Ve Antifungal Duyarhiliklar:, Uzmanlik Tezi, Sanlurfa: Harran Universitesi.

Ustagelebi, S. (1999). Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, s: 1016-1043 Giines Kitabevi
Ankara

Wang, C., Chen, J., Talavage, T., Irudayaraj, J. (2009). Gold Nanorod/Fe304
nanoparticle nano-pearl-necklaces for simultaneous targeting, dual-mode
imaging, and photothermal ablation of cancer cells. Angew Chem Int Ed., 48,
2759-2763.

Wenning, M., Scherer, S. (2013). Identification of microorganisms by FTIR
spectroscopy: perspectives and limitations of the method, Appl Microbiol
Biotechnol, 97,7111-7120.

Yis, R. (2007). Candida Tiirlerinin Restriksiyon Enzim Analizi Ile Identifikasyonu,
Uzmanlik Tezi, Izmir: Dokuz Eyliil Universitesi.

Zheng, J., Zhou, Q., Zhou, Y., Lou, T., Cotton, T.M., Chumanov G. (2002). Surface-
enhanced resonance Raman spectroscopic study of yeast iso- 1-cytochrome c
and its mutant. J. Electroanal. Chem., 530(1-2), 75-81.

Zolotov, Y. A. (2012). Analytical Identification of Microorganisms, Journal of Analytical
Chemistry, 67, 189.

79



