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TAKSOMETRI VE BAKTERIYEL iDENTIFIKASYONDA
BILGISAYAR KULLANIMI

TAXOMETRI AND COMPUTERIZATION
IN BACTERIAL IDENTIFICATION

Murat AYDIN*, Ismail GUNAY**, Fatih KOKSAL*, Mehmet Sami SERIN*

Ozet: Bakterilerin rutin identifikasyonunda,gogunlukla,fenotipik 6zelliklerini esas alan
biyokimyasal testler kullanilmaktadir. Bu testlerin bir veya birkaginin yanlis sonug erebilecegi
gozoniline alinirsa hatali identifikasyon kaginilmaz olur.Bu c¢alismada,niimerik taksonomiyi
easa alan bir bilgisayar yazilimi1 gerceklestirildi.Siipheli bakteriye yapilan biyokimyasal test
sonuclarina sayisal olarak en ¢ok benzeyen bakteri listesi elde edilerek dogru identifikasyona
katkida bulunmaya calisildi.

Anahtar kelimeler: Bakteri identifikasyonunda bilgisayar

Summary:Biochemical tests,which are based on phenotypical features of the suspected
bacterial specimen,are often used for routine bacterial identification.Misidentification seem
unavoidable when we assume that some of these tests may give wrong results.

In this study,a software that is based on numeric taxonomy was written.A list was
generated to allow numerical comparisons of biochemical test responses of the suspected
bacterial strain and to cntribute to correct identification.
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GIRIS

Bakterilerin fenotiplerine gore siniflandirilmalart monothetic genuslar igin yeterli olsa
bile, polythetic genuslar i¢in yetersizdir.Bugiin, ortak atay1 paylasanlari kesin olarak
isimlendirebilmek icin DNA homolojisi ve rRNA oligoniikleotid katalogundan
faydalanilmaya baslanmistir. DNA homolojik siniflama,serotaksonomi ve kemotaksonomiyi
sinirlamasina ragmen bir bakterinin biyovar, patovar, serovar, fagovar, morfovar gibi
varyasyonlarini belirlemek icin yetersiz kalmistir, ¢iinkii bu tip varyasyonlar fenotipiktir ve
yeterince 0zgiil degildir.

Bakteriyel identifikasyonda dogru sonu¢ elde edebilmek i¢in taksometri
gelistirilmistir. Bu bir identifikasyon metodudur ve son yillarda giderek artan bigimde kabul
gormektedir. Buna gore,bir bakteri,bir diger bakteriye,0 ile 100 arasinda degisen bir t sayist
kadar benzer, bir benzeme parametresidir ve birimi OTU (Operational Taxonomic Unit)dur.

Identifikasyonu arzulanan bakteri ornegine yapilan testlerin sonuglar1 bilgisayara
verilmekte ve daha Once standart test sonuglar1 verilmis bulunan yiizlerce bakteri ile
karsilastirilmast istenmektedir. Bu karsilagtirma sonucunda,aranan bakteriye 100 OTU
benzeyenden, 0 OTU benzeyene dogru bir slipheli bakteri listesi olusturulmaktadir. Bu
listenin ilk siralarinda yer alan bakteri isimlerinden bir tanesi identifikasyonu arzulanan
bakterinin ismidir. Bu ¢alismada gerek akademik ve gerekse rutin bakteriyolojik ¢alismalarda
kullanilabilmesi amaci ile taksometrik analiz yapabilen bir bilgisayar programi hazirlandi.

GEREC, YONTEM ve BULGULAR

Tasometrik Analiz Programi (TAP),Microsoft QuickBASIC 4.00 ile gerceklestirildi.
Basit konfigiirasyonlu herhangi bir PC bilgisayarda ¢alisilabilir olmasina 6énem verildi.

Klinik 6nemli olan 400 adet olan bakterinin, 62 adet standart biyokimyasal test
sonuglart Onceden bilgisayara niimerik olarak yiiklendi.Boylece bir karsilastirma paterni
olusturuldu. Laboratuvarda bu testlerin tamaminin veya bir kisminin siipheli bakteri 6rnegine
uygulanarak sonuglarin TAP'ma iletilebilmesi i¢in girisler hazirlandi. (Bu testler sunlardir:
Gram boyama, kok-basil, hareket, spor, kapsiil, hemoliz, anaerop-aerop, katalaz, oksidaz,
koagiilaz, indol, metil kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat, H,S yapimi, lireaz, jelatinaz, DNAz,
galaktosidaz, ornitin ve lizin dekarboksilaz lipaz, nitrat rediiksiyonu, KCN ve safraya tolerans,
alfa metil glikozit, tirosin saydamlastirma, fenilalanin deaminasyonu, arjinin ve eskulin
hidrolizi, mukat, malonat, 15 tane sekerden asit olusturma, 5 tane sekerden asit gaz olusturma,
42 °C, 22 °C, 5 °C’de iireme).

TAP, ana meniiye bagli 3 alt meniiden olusur (Sekil 1).

Bilgi: Bu meniide, kayith bakterilerin tamami alfabetik olrak listelenerek, kullanicinin sectigi
bakterinin metin dosyasi acilir. O bakteriye ait selektif besiyerleri, klinik patolojisi ve antijen
yapisi incelenebilir. Bu bilgiler duragan olmayip, yeniden yazilabilir veya degistirelebilir.

Kullanim: Bu meniide yeni bir bakteri listeye eklenebilir veya daha 6nce mevcut bulunan bir
bakterinin biyokimyasal 6zelliklerinden bir veye birkag¢i degistirilebilir. Boylece, TAP seffaf
ve dinamik bir yap1 kazanir.

Identifikasyon: Identifikasyonu arzulanan bakteriye labaratuvarda uygulanan 62 adet test
sonucu bilgisayara + (olumlu), - (olumsuz), + ( siipheli) ifadeleri kullanilarak girilir.
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Sekil 1: Taksometrik Analiz Programi (TAP)in alig diyagrami. (Mentiler koyu boyanmistir)

Kayith bakteri (1. .. 400)

lI Il [[ [I lI lI lI Il lI |Vr{| _'_‘
30 | 4 | 55 0 |93 | 67 73S941 5

M @ @) @ ) 16 ) ©2)
Siipheli

100 | 50 100 0o |5 | 0 50 100 | YUPDe

rr(l)  rr(2) r(3)  rr(d) (5)  1x(6) rr(n) rr(62)

30 + 54 + 100 +57 + 33 + 77+ A1

Sekil 2:Incelenen bakteri ile dnceden kayitli bir bakterinin biyokimyasal test sonuglarinin
karsilastirilarak OTU degerinin hesaplanmasi.

ifr(n) and rr(n) then

deney = deney +1:t=t+ 100 - ABS (r(n) —rr(n))
otu = int ( t/ deney)

end if

Taksonomik mesafe (d) ise d’=1- (otu * 10_2) dir
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Biitiin testlerin yapilmas1 ve girilmesi daha dogru sonuglar verir, ancak zorunlu
degildir. Yapilmayan testler bos birakilir. Sonraki asamada, kag OTU'dan fazla benzeyenlerin
listelenmesi istendigi TAP'na bildirilir (%0-99). TAP, Siipheli Bakteri Listesi (SBL) hazirlar.
Her deneyin sonucu karsilagtirilan bakteriye ait olan ayni deneyin standart sonucuna yakinlig1
oraninda benzerlik, parametresini artirir veya azaltir (Sekil 2). SBL igerisindeki bakteriler ¢ok
benzeyene dogru siraya dizilerek, ekran ve/veya yazicidan kullaniciya iletilir. Genellikle,
identifikasyonu arzulanan bakteri ismi en yukarida veya yapilan teslerin sayis1 ve dogrulugu
ile degisecek sekilde daha alt siralarda yer alir.

Bu asamada, mikrobiyolog,listelenen bakterilerden bir tanesini isaretleyip,bu bakteriyi
SBL icerisindeki diger bakterilerden ayrilabilmek icin, baska hangi biyokimyasal teslerin
yapilmasinin uygun olacagini sorabilir. Bu durumda TAP'isaretli bakteri ile digerleri
arasindaki ayirici testleri bulur ve bir rapor halinde ekran ve/veya yazicidan bildirir. Bu
testlerin yapilarak TAP'na girilmesi ile SBL'nin sinirlar, tek bakteriye dogru hizla daralir ve
dogru bir identifikasyon i¢in dogru bir labaratuvar stratejisi elde edilir.

TAP™nn giivenilirligini tespit edebilmek amaci ile, 6nceden Pseudomonas aeruginosa
olarak identifiye edilen bir bakteri 6rneginin, kiiltiir kokusuna, pigmentasyonuna ve arka
arkaya ii¢ defa 42C'de iiredigine bakild1 ve tan1 dogrulandi. Bu bakteri drnegine labaratuvar
kosullarinda lolayca uygulanabilecek 7 tane standart fizyolojik ve biyokimyasal test yapildi.
Gram olumsuz, hareketli, laktoz, maltoz, mannoz, mannitol ve sukroz fermentasyonu olumsuz
bulunarak bu sonuglar TAP'na girildi. Bu test sonuglarina %90'dan fazla benzeyen bakterilerin
listelenmesi istendi. TAP'nin hazirladigi SBL igerisinde yer alan bakteriler ve benzerlik
yiizdeleri sOyle bulundu: Pseudomonas aeruginosa (99), Pragia tontium (99), Fusobacterium
bullosum (99), Campylobacter jejuni (99), Wolinella (Bacteroides) recta (99), Alcaligenes
faecalis (97), Alcaligenes dinitrificans (97), Proteus mirabilis (96), Brucella melitensis (92),
Alcaligenes xyloosoxydans (92), Bacteroides ureolyticus (91), Tisierella (Bacteroides)
preacutus (90). Hangi 6zgiil test(ler)ile P.aeruginosa'nin ayird edilebilecegi TAP'na soruldu.
TAP, aerop-anaerop, jelatinaz ve glukoz fermentasyon testlerinin dahil oldugu bir liste rapor
etti. Glukoz fermentasyonu ve jelatinaz testleri yapildi. Sonuglar sirasi ile olumsuz ve olumlu
bulunarak programa tekrar girildi. SBL'nin icerisinde sadece P.aeruginosa bulundugu
goriildii.

Yukarida listelenen bakterilerden bes tanesi anaeroptur, fakiiltatif olanlardan
P.tontium'u eskulin hidroliz testi ile ayirt etmek miimkiindiir, ancak bu test Alcaligenes
genusunun iki {iyesini birden uzaklastiramaz. TAP, Alcaligenes iiyelerini uzaklastirmak i¢in
jelatinaz, P.mirabilis't uzaklastirmak icin glukoz fermantasyon testini hesaplamistir. Glivenli
kaynaklar incelendiginde P.aeruuginosa'yr bu oniki mikroorganizmadan ayirabilecek tek bir
test olmadig1 ve ancak iki testin birlikte yapilmasi durumunda ayirt edici tan1 koymanin
miimkiin olbilecegi tespit edilmistir.

TARTISMA

Biyokimyasal olarak yapilan bakteriyel identifikasyon su nedenlerle zor olabilir:

1. Bakteriler, familyaya uyan ozellikleri agir bastig1 i¢in,tiire ait ozelliklerinin bir
kismi gozardi edikerek yakin bir familya igerisine yerlestirilmis olbilir.Bu durum tiirler hatta
genuslar arasinda kesin sinirlart ortadan kaldirir.Boylece genus igerisinde ortak kurallar
bozan tiirler yer alir.Ornegin N.elongata hareketlidir ve bir basildir; binlerce Salmonella
cierisinde yaklasik yiiz civarinda tiir laktoz pozitifidir. Benzer sekilde S. sonnei, B.
bronchiseptica ve daha pek cok tiir kendi genuslarina gore kural dis1 sayilir.

2. Biyokimyasal testlerde metodoloji ve kantitatif degerler sonucu etkileyebilir.
Ornegin, %11'lik safrada pnémokolarin ancak %86's1 lizis olurken, baska gruptan koklarda
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lizis olabilmektedir. Karbonhidrat iceren besiyerinde iiretilmis bakteriler, gercekte oksidaz
negatif olsalar bile oksidaz pozitif bulunabilir. Bu ise mikrobiyologu kararsizliga itebilir.
3.Mikrobiyologun subjektif yorumlari da sonucu etkileyebilir.

4 Bir bakterinin birden fazla phenon'u bulunabilir.

5.Bakteri 6rneginin ozelliklerinde uyumsal degisimler olabilir. Biyokimyasal tesler
icin ekimi yapilan bakteri, inkiibasyon dénemi boyunca ait oldugu genusun ortak 6zelliklerine
ters diisse bile baz1 karbonhidrat veya aminoasitleri kullanmaya baslayabilir veya kullanmakta
oldugu kaynagi ortamda daha kolay kullanabilecegi bagka kaynaklar buldugu i¢in kullanmaya
bilir. Ornegin ortamda karbonhidrat varken triptofandan indol olusumu baskilanir.

Bugiin ayn1 bakteri susuna ayni standartlarda ayni labaratuvar sartlarinda ve ayni
metodoloji ile yapilan ayni deneyin her 100 tanesinden 5'nin farkli sonug¢ verdigi kabul
edilmektedir. Bu ise labaratuvar sartlarinda her bakterinin kendisine bile en ¢ok % 95 kadar
benzeyebilecegini gdsterir.

6. Tiirler aras1 transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon daima miimkiindiir.
Buna en sik verilen ornek: C diphteriaemin ekzotoksin {retimini kodlayan geninin
Corynophage araciliglr ile bir baska tlire tasinmasidir. Ekstrakromozomal ileti yaninda
transpozonlar da delesyon adisyon ve translasyonu onciiliik edebilirler. Hangi yol ile olursa
olsun ortaya bagka bir kimlik ¢ikmaktadir ve bu kimligin yeni mi kazanildigin1 yoksa énceden
mi var oldugunu anlamak zordur.

7. Spontan mutasyonlar1 da olabilmektedir. Ravin 1963'de bir tiirlin genetik
degisikliklere maruz kalarak yakin bir tiire kendiliginden doniisebilecegini gostermistir.
Centrotype bakteriler degil ama hypotethic bakteriler komsu genus veya komsu tiiri kolayca
taklit edebilirler. F. tularensis, hipotetik bir liyedir, spontan olarak veya cevre sartlarinin
degismesi ile kolayca, aviriilan olan F.novicida'ya benzeyebilmektedir.Ayrica Neisseria
genusu da bir¢ok hypotethic {iye barindirir ve bunlar beklenmeyen fenotipler olusturabilirler.

Bu karakter degisimlerinin,tahminlerin ¢ok {izerinde oldugu bilinmesine ragmen
identifikasyon sirasinda genellikle gézard edilirler. Oysa ki aktarilan veya degisen bir 6zellik
eger yeterince 0zgiil ise identifikasyon kusurlarina kaynak teskil edecektir. Ciinkii proteaz
bakteriosin hemolizin koagiilaz iireaz H,S yapimi laktoz, sukroz, rafinoz, galaktoz, ksiloz ve
sitrat kullanim1 aktarilabilir 6zelliklerdir.

Prokaryotlara bu acidan bakinca familya ve takim seviyesinde bakterilerin
birbirlerinden kesin ¢izgilerle ayrilmadig1 goriiliir. Ozellikle genus ve tiir seviyesinde daha
bulanik smirlar vardir. Boylece taksonomik cetvel yukaridan asagiya dogru bulaniklasir.
Dendrogram (ya da fenogram) adi ile az benzemezden ¢ok benzemeze dogru inen bir iiggen
olusturur, fenogramin alt kisimlarinda yani tiir ve genus seviyesinde varsayilan sinirlar DNA
homoloji deneyleriyle bile kesin bir sekilde ayrilamazlar.Ustelik DNA homoloji testleri, her
labaratuvarda kolayca yapilabilecek kadar pratik ve ucuz degildir.

Taksometrik identifikasyon prensip olarak yapilabilecek en cok sayida testi yapmayi,
en ¢ok sayida bakteriyle karsilastirmayi, benzerlikleri sayilara doniistiirmeyi, en ¢ok benzeyen
bakterilerin bir listesini elde etmeyi, sonu¢ olarak, benzerlik parametresi en yiiksek bulunan
bakteriyi degil, bu liste igerisinden benzerlik parametresi yeterince yliksek olan ve en makul
olam1 kabul etmeyi esas alir. Taksometride, siipheli bir bakteriye yaklasim global olmak
zorundadir. Bu esaslar dogrultusunda hazirlanan SBL igerisinde se¢cim mikrobiyologa
birakilir. Taksometrik analiz ile biyokimyasal testlerin kismen yanlis yapildigi durumlarda
bile siipheli bakteriyi tespit etmek miimkiindiir.

Bu durumda,aranan bakterinin ismi, listede ilk degil, ikinci ya da {igiincii siraya diiser
ama yanlig yapilan test sayist artmadik¢a kaybolmaz. Bu nedenle, hicbir test, bir genus veya
bir tiir i¢in belirleyici sayillmaz. S.aureus icin plazma koagiilaz testi ne kadar secici ise
P.aeruginosa igin de ayni derecede secici oldugu kabiil edilir. Benzer sekilde, enterobakteriler
icin laktozdan asit iiretimi ile hemoliz testi aynmi segicilikte sayilir. Bu testlerden birisi, o
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bakteri i¢in gercekten 6zgiil degilse TAP'na girilmeyebilir. Ayrica, koloni morfolojisi, varsa
besiyerindeki koku ve pigmentasyon, materyalin kaynagi, hangi besiyerinde iiretildigi, iireme
hizi, kacinci pasaji oldugu, hastanin klinigi gibi bilgiler, siipheli bakteriye ait olmasina
ragmen, TAP'na girilmesi zordur. Bu nedenle vurgulamak gerekir ki, TAP sonugclari, ancak
mikrobiyologun sagduyusu ile birlestirilince en dogru identifikasyon elde edilebilir.

Bazi yazarlara gore, yapilan deney sayisida bir parametre olmalidir. Ornegin; 40 deney
yapilarak 87 OTU alan bir bakteri, 20 deney yapilarak ayni benzerligi alan diger bir
bakteriden daha 6nde gelmelidir. Ancak boyle bir parametre ilavesi, yanlis negatif sonuglari
azalttig1 oranda, yanls pozitif sonuglar1 arttiracaktir. Istatiksel olarak anlamli bile olsa, biitiin
karsilagtirmalar bir bakteri i¢in yapildigindan, yani identifikasyonu yapilan bir bakteri,
identifikasyonu yapilan diger bir bakteri ile karsilastirilmayacagindan, bu parametre TAP'na
eklenmemistir.

Sonug olarak, TAP, akademik caligmalar yaninda rutin labaratuvar kullanimina da
uygundur. Elde edilen biitiin bilgiler, tarih ve hastanin protokol nnumarasi ile birlikte
kayitedilmekte ve gerekirse ilerideki tarihlerde, retrospektif analizi miimkiin olmaktadir.
TAP'na yapilabilecek ilaveler ile hastanin klinik bilgilerinin, yapilmissa antibiyotik duyarlik
test sonuglarinin hastanin dosyasina dahil edilmesi ve rapor yazdirilmasi da miimkiin olabilir.
TAP icerisinde virus, mantar ve parazitler i¢cin uygun girisler mevcut olup genisletilmeye
ugundur.

Not: Bu program, Uvaasa Universitesi Garbo-arrsivlerine 108013 say1 ile kabul edilmis ve
BIP 10.ZIP ad1 ile sergilenmektedir.Program,yazarindan veya

ftp//grabo.uwasa.fi/pc/science/bip_10.zip
adresinden temin edilebilir.
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