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OZET
Escherichia coli (E. coli) bakterisi, enfeksiyonlardan kaynaklanan diinya g¢apindaki
salgin ve Oliimlerin biiyiik bir kismindan sorumlu olan ve bilim diinyasinda en ¢ok
calisilan mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda, kiiresel bir
halk sagligi problemi olan antibiyotik direncine sahip E. coli bakterisinin, yapay
tilkiiriik numunesi igerisinde, Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) sensor ile hizli ve
yiiksek hassasiyette genetik tespitini yapabilen bir sistem sunulmaktadir. Tasarlanan
sistemde, tespit isleminin tiikiiriik sivis1 igerisinde yapilmasi hasta, saglik personeli ve

maliyet agisindan oldukc¢a avantaj saglayacaktir.

Giiniimiizde E. coli bakterisinin genetik tespiti i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat islem siiresinin uzun ve maliyetinin fazla
olmast gibi sebeplerden dolayr hali hazirda kullanilan yontemlere karsi alternatif
yontemler aranmaktadir. Bu tez caligmasinda, sensor ylizeyine baglanan analitlerin
neden oldugu rezonans frekansindaki degisimlerin (Af), nanogram seviyesinde bir
hassasiyet ile Olciilmesini saglayan Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) cihazi
kullanilmistir. Genetik tespite en uygun sensor yiizey modifikasyonunu elde etmek i¢in
(3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPS) ve 11-merkaptoundekanoik asit (MUA)
kimyasal kaplama ajanlar1 ile ¢alisilmistir. EDC/NHS capraz baglayicilar ile sensor
yiizeyi amin reaktif olarak islevsellestirilmis ve prob DNA’nin (pDNA) sensor yiizeyine
immobilizasyonunun ardindan, Biiyiikbas Serum Albiimin (BSA) bloklama islemi
yapilmustir. Son olarak da sensér yiizeyi, 4 farkli (0, 108, 10™°, 10* kopya/ml) sentetik
hedef (veya target DNA (tDNA)) konsantrasyonuna maruz birakildi. Deneyler en az 3
kere tekrar edildi. Elde edilen sonuglar model tiikiiriikte Escherichia coli bakterisinin
genetik tespitinin 10° kopya/ml hassasiyet ile DNA izolasyonu, piirifikasyonu ve
amplifikasyonuna gerek olmadan tespit edilebildigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor; QCM; Escherichia coli; Genetik Tespit
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ABSTRACT

Escherichia coli (E. coli) bacteria is one of the most studied microorganisms in the
scientific world, responsible for most of the worldwide epidemics and deaths caused by
infections. In this thesis, a system capable of rapid and high-precision genetic
determination of the E. coli bacteria with antibiotic resistance, which is a global public
health problem, in the artificial saliva sample, with a Quartz Crystal Microbalance
(QCM) sensor. In the designed system, carrying out the detection process in saliva will

provide a great advantage in terms of patient, healthcare personnel and financial means.

Today, polymerase chain reaction (PCR) has been accepted as the gold standard for the
genetic detection of E. coli bacteria. However, alternative methods are sought against
the currently used methods for reasons such as long processing time and high cost. In
this thesis study, Quartz Crystal Microbalance (QCM) device, which enables the
measurement of resonance frequency (Af) caused by analytes connected to the sensor
surface, with a precision at the nanogram level, was used. Chemical coating agents were
studied using (3-Mercaptopropyl) trimethoxysilane (MPS) and 11-mercaptoundecanoic
acid (MUA) to obtain the most suitable sensor surface modification for genetic
detection. The sensor surface was amine reactively functionalized with EDC / NHS
crosslinkers, and after immobilization of the probe DNA (pDNA) to the sensor surface,
Bovine Serum Albumin (BSA) blocking was performed. Finally, the sensor surface was
exposed to 4 different target DNA (tDNA) concentrations (0, 108, 10'°, 10™ copy/ml).
Each experiment was repeated at least 3 times. The results show that the genetic
detection of Escherichia coli bacteria in model saliva can be detected with a precision of
10® copies/ml without the need for DNA isolation, purification and amplification.

Keywords: Biosensor; QCM; Escherichia coli; Genetic Detection
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GIRIS

Hastaliklarin erken evrede teshis edilmesi, uygulanacak tedavinin basar1 oranini1 6nemli
Olctlide etkilemektedir ve tedavi maliyetlerini o denli azaltmaktadir. Hastalik erken tespit
edilebildiginde olusabilecek olumsuz etkiler geciktirilebilir, hastaligin gdsterdigi
belirtilerin siddeti azaltilabilir veya hastalik tamamen sonlandirilabilir. Bu nedenle insan
ve hayvanlarda sonucu 6liime kadar giden diyareye, yara enfeksiyonlarina, menenjit ve
hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve ¢esitli immiinolojik hastaliklar gibi hastaliklara ve
salginlara sebep olabilen Escherichia coli (E. coli) bakterisinin erken tespiti oldukc¢a
onem arz etmektedir. Ayrica antibiyotik direnci giin gegtikge artan E. coli bakterisinin,
suslarmin hizli bir sekilde tespit edilerek antibiyotik direnglerinin saptanmasi, dogru
antibiyotik tedavisinin Oniinii acacak, enfeksiyondan kaynaklanan morbidite ve

mortalite oranlarini diisiirecektir.

E. coli bakterisinin, tespiti i¢in geleneksel tespit yontemi olan kiiltiir ve koloniye dayali
yontemler ile niikleik asit ve immiinolojik temelli yontemler kullanilmaktadir. Bakteri
kiiltiiriine dayanan geleneksel yontemde, toplam tespit siiresi bir glinii agsmaktadir.
Genetik tespitte altin standart olan polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, (PCR)) ve enzim bagli immiinosorbent test (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, (ELISA)) ile yapilan tespitlerin zaman alici, maliyetli olmasi, uzman personel
gerektirmesi ve belirli bir serolojik tiire 6zgii olmasindan dolay1 alternatif yontemler
aranmaktadir. Sunulan tez ¢alismasinda Kuvars Kristal Mikrodenge (Quartz Crystal
Microbalance, (QCM)) sensorii ile model tiikiiriikte, E. coli bakterisinin ATCC 25922
susunun genetik tespiti amaglanmaktadir. Calismada, herhangi bir 6n isleme ihtiyag
duyulmasin1 gerektirmeyecek, hizli, hassasiyeti yiiksek, gilivenilir, yerinde, gercek
zamanli ve erken tespit olanagi saglayan bir sistem sunulmaktadir. Tasarlanan tespit
isleminin tiikiirtik sivist ile elde edilen tespit ortamlarinda yiiriitiilmesi, enfeksiyonunun
saglik personeline bulasmasini oldukg¢a sinirlayacagi gibi numunenin alinmasi invaziv

olmayan bir islem oldugu igin hasta acisindan da oldukc¢a avantaj saglayacaktir.



QCM cihazi, sensor yiizeyine baglanan analitlerin neden oldugu rezonans frekansindaki
degisimlerin (Af), nanogram seviyesinde bir hassasiyet ile Ol¢iilmesini saglamaktadir.
Calismada, genetik tespite en uygun sensor yiizey modifikasyonu ve hassas bir tespit
icin gerekli olan yiizey modifikasyon siiresi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, model
tilkiiriikte Escherichia coli bakterisinin genetik model organizmasi olarak bilinen ATCC
25922 susunun, genetik tespitinin 10° kopya/ml hassasiyet ile yapilabildigini ortaya
koymaktadir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Gastrointestinal Enfeksiyonlar

Gastrointestinal enfeksiyonlar, halk sagligini tehdit eden baslica enfeksiyonlar arasinda
yer almaktadir. Gastrointestinal sistemler, agiz boslugundan baslayan, yiyeceklerin
alindig1; agiz, 6zofagus, mide ve bagirsaklardan, yiyeceklerin atildigi; rektum ve aniise
kadar devam eden i¢i bos bir kas sisteminden olugmaktadir. Bu sistem, gidalarin

yutulmasinda, sindirilmesinde ve emilimin kolaylastirilmasinda gorev almaktadir [1].

Diinya ¢apinda biiyiik bir akut ve kronik hastalik yiikii olusturan gastrointestinal
enfeksiyonlar, gastrointestinal sistemin iltihaplanmasina neden olan enfeksiyonlardir.
Bakteriyal, viral ve parazit olmak iizere {i¢ ana gastrointestinal enfeksiyon tiirii

bulunmaktadir [2].

Bakteriyel gastrointestinal enfeksiyonlar, az pismis et, kirlenmis su, pastorize edilmemis
stit, ytkanmamis meyve ve sebze tiiketimi gibi sebeplerden 6tiirii olusan gida kaynakl
enfeksiyonlar ve gida zehirlenmesi ile ortaya c¢ikmaktadir [3]. Gastrointestinal
enfeksiyonlarin en yaygin goriillen bakteriyel nedenleri, Clostridium difficile,

Salmonella, Shigella ve Escherichia coli patojenlerinden kaynaklanmaktadir [4].

Viral gastrointestinal  enfeksiyonlar, rotavirlis, sapovirlis ve ndroviriisten
kaynaklanmaktadir. Bazi gelismis iilkelerde asis1 bulunan rotaviriis, viral

gastrointestinal enfeksiyonlarin hastaneye yatmayi gerektiren en yaygin sebebidir [5].

Parazit gastrointestinal enfeksiyonlarma ise bagirsak helmintleri, solucanlar ve
protozoan parazitleri neden olmaktadir. Cryptosporidium, cyclospora cayetanensis,
giardia lamblia en yaygin olarak bilinen parazitlerdir [4]. Bu parazitler, insan

temasi ve kontamine olmus su ile kolaylikla bulagabilmektedir.



Bakteriyel, viral ve parazitten kaynaklanan gastrointestinal sistem enfeksiyonlari
bulasan kisilerde diyare, mide bulantisi, elektrolit dengesizligi, yiiksek ates, kilo ve istah
kayb1 gibi temel semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. En sik goriilen belirti olan diyare ise
en biiylik etkisini bebeklerde ve ¢ocuklarda gdostermektedir [6]. Ayrica bulasici ishal,
gelismis llkelerde calisan insan giicline etkisinden dolayr mali yiik getirmekte iken

yoksul bircok iilkede baslica 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.

Viral gastrointestinal enfeksiyonlari, genellikle bir haftadan az siirerken bakteriyel
gastrointestinal enfeksiyonlar, yiiksek ates veya kanli diyareden otiirii daha tehlikeli
boyutlara ulasabilmektedir. Ozellikle hamile kadin, yashlar, bebekler ve gocuklar ile
bagisiklik sistemi zayif olan insanlar i¢in gastrointestinal enfeksiyonlar oldukga tehlikeli

ve oliimciildiir [2, 6].
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Sekil 1.1. Gastrointestinal enfeksiyona sebep olan organizmalarin tespit orani [4]

Gastrointestinal enfeksiyonlar, diinya ¢apinda enfeksiyonlardan kaynaklanan morbidite
ve mortalite oranlarinin onemli bir kismimi kapsamaktadir [6]. Tez calismasinin bu
bolimiinde, bakteriyel gastrointestinal enfeksiyonlarina sebep olan, insan ve

hayvanlarda sonucu o6liime kadar giden diyareye, yara enfeksiyonlarina, menenjite,
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hemolitik {iremik sendroma (HUS), trombotik trombositopenik purpura (TTP),
hemorojik kolitise ve ¢esitli immiinolojik hastaliklar gibi hastaliklara ve salginlara
sebep olan Esherichia coli patojeni ve bu patojenin teshisi i¢in giiniimiizde kullanilan
yontemler incelenerek, tez ¢alismasinda Esherichia coli bakterisinin genetik tespitine

iliskin alternatif bir yontem sunulmaktadir.

1.2. Escherichia Coli
1.2.1. Tarihce

Esherichia coli (E. coli), Alman mikrobiyolog ve ¢ocuk doktoru Theodor Escherich
tarafindan 1885 yilinda ishalli siit cocuklarinin diskilarinda kesfedilmistir [6]. ilk olarak
Bacterium (Bacillus) coli commune adiyla adlandirilan bu mikroorganizma, 1919
yilinda Castellani ve Chalmer tarafindan 6nerilen Escherichia cins ismi ile Escherichia
coli olarak adlandirilmistir [7]. Escherichia coli, uzun yillar hayvanlarin ve insanlarin
bagirsak florasinda bulunan ve patojen olmayan mikroorganizma olarak kabul edilmistir
[8]. 1920’11 yillarda iiriner sistem enfeksiyonlarina ve 1940’11 yillarda da gocuklarda
gastroenteritise neden oldugu belirlenmistir. Daha sonra 1945°li yillarda insan
hastaligiyla ilgili ilk E. coli bakterisi olan Enteropatojenik E. coli (EPEC) suslari
tanimlanmustir [9]. Yapilan arastirmalar sonucunda bazi serotiplerinin hastaliklara
neden oldugunun ortaya ¢ikmasi ile potansiyel bir patojen olarak tanimlanmistir [10].
1969°da Enterotoksijenik E. coli (ETEC) ve bagirsak enfeksiyonlarina yol agan
Enteroinvaziv E. coli (EIEC) suslar1 izole edilmistir. E. coli tarihi 1980’lerde ABD’de
de Enterohemorajik E. coli suslarinin (EHEC) tanimlanmasi ile devam etmistir. Son
yillarda ise kiigiik ¢ocuklarda sik goriilen Enteroagregatif E. coli (EAggEC) 6nem
kazanmaya baglamistir. Boylece gecmisten bugiine kadar enfeksiyon mekanizmalarina

gore en az bes grupta toplanabilecek E. coli suslar1 tanimlanmustir [11].

1.2.2. Genel Ozellikleri
E. coli bakterisine ait taksonomik siniflandirma asagidaki gibidir [19].
Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Smif Gamma Proteabacteria



Takim Enterobacteriales
Ailesi Enterobacteriaceae
Cinsi Escherichia

Esherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan, genetik yapisi iyi bilinen sayisiz
biyokimyasal, biyolojik ve biyoteknolojik calismalarda model olarak kullanilan bir
bakteri tiirtidiir [12, 13]. E. coli; 1.0-1.5 um en ve 2-6 um boyda, diiz, u¢lar1 yuvarlak,
cubuk seklindedir. Peritrik kamgilart ile yavas da olsa hareket eden E. coli suslarinin

yaninda hareketsiz E. coli suslar1 da bulunmaktadir [12].

Sekil 1.2. Escherichia coli bakterisinin mikroskobik goriintiisii [15]

E. coli, oksijen varliginda yasayamayan ve iireyemeyen mikroorganizmalardir.
Zenginlestirilmemis besiyerlerinde, fakiiltatif anaerobik olarak tirerler. Optimum tireme
icin sicaklik 37 derecede ve pH notr durumunda olmalidir. Fakat sicaklik 20- 45 °C

arasinda, pH ise 5- 8 sinirlarinda iken yavas da olsa iireme gergeklesmektedir [12, 14].

Gram negatif bakteriler grubuna giren E. coli, endospor olusturamaz. Belirli sartlarda
canli kalmay1 basaran E. coli bakterisi igin memeli canlilar iyi bir konakg¢idir. Sicakkanli
hayvanlarin sindirim sistemine kisa bir siire igerisinde kolonize olan fakiiltatif anaerobik
bir bakteridir. Oncelerde bagirsaklarda bulunan zararsiz bir bakteri olarak bilinen E.
coli’nin bazi suslarinin aslinda insan ve hayvanlarda hastaliga neden olan patojenler

oldugu anlasilmistir [16, 17].



Pastorize edilmemis siit ve siit {irlinleri, yikanmamis meyve ve sebzeler, az pisirilmis
etler, tuvalet sonrasi yikanmamis eller ile insanlarla kurulan iligki E. coli kaynakli

enfeksiyonlarin baglica sebepleri arasinda yer almaktadir [18].

1.2.3. Patojenik E. coli Bakterilerinin Siniflandirmasi

Memelilerin normal bagirsak florasinda yasayan bu bakteri, diger flora bakterileri ve
organizmalar ile denge ic¢inde kaldigi siirece hastalik yapmamaktadir. Yani E. coli
suslar1 genellikle konaga zarar vermez. Fakat bagisiklik sistemi baskilanmis konaklarda
sahip oldugu flagella, kapsiil, hiicre duvari, fimbriya antijenleri, sentezledigi kolisinler,
enterotoksinler, sitotoksinler, hemolizinler ve aerobaktin gibi virulans faktorleriyle
hastaliklara neden olmaktadir. Bununla birlikte, baz1 spesifik E. coli suslari, spesifik
viriilans ozellikleri edindikten sonra hastalifa neden olma potansiyeli yiiksek olan

birincil patojenleri temsil eder [20, 21].

E. coli kaynakli enfeksiyonlar; insan ve hayvanlarda sonucu Olime kadar giden
ishallere, yara enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, hemolitik tiremik sendrom (HUS),
trombotik trombositopenik purpura (TTP), hemorojik kolitis ve ¢esitli immiinolojik
hastaliklar gibi hastaliklara ve salginlara sebep olabilmektedir. Bu salginlar binlerce
kisiyi etkileyebilmektedir [20]. E. coli’nin patojenik suslar1 farkli patotiplere
ayrilabilmektedir, her patotip ise farkli bir hastalifa neden olmaktadir. Tiim patotipler

iki biiyiik gruba ayrilabilir;

e Intestinal patojenik E. coli (bagirsaklarda olusan E. coli hastaliklarr)

e Ekstraintestinal patojenik E. coli (bagirsak disinda olusan E. coli hastaliklar)

Intestinal patojenik E. coli (INPEC) kolonizasyon ile birlikte diyare, siddetli kolitis,

dizanteriye neden olmaktadir [22].

Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) ise {iriner sistem enfeksiyonlari ve
septisemilere yol agabilmektedir [23]. E. coli; enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), enteroinvazif E. coli
(EIEC), difiizyonla yapisan E. coli (DAEC) ve enterohemorajik E. coli (EHEC) olmak

tizere alt1 temel kategoride siniflandirilmaktadir [24].



1.2.3.1. Enteropatojenik Escherichia Coli (EPEC)

Escherichia coli’nin ilk tanimlanan patotipi EPEC’dir. Ilk defa 1940’l1 yillarda toplum
ve hastane kaynakli yeni dogan ishal salginlarinda izole edilmistir. EPEC’in temel
Ozelligi, bagirsak mukozasindaki belirli hiicrelere  yapismasidir. Membran
mikrovilluslarindan, lezyonlara ve epitel hiicrelerine yapisarak cesitli bozukluklara
neden olur. Bu grubun serotipleri siddetli gecen sulu ve kanli diyareye neden olurlar
[25].

Sanayilesmis ve gelismekte olan {ilkelerde o6liimciil bebek ishalinin ve yeni dogan
Olimlerinin 6nde gelen nedenlerindendir. Yeni dogan ve kiiciik ¢ocuklarda siklikla
siddetli ve kansiz ishal, kusma ve ates hastaligin 6nemli belirtileridir [26]. Yetiskinlerin
kazanilmis bagisikligindan o6tiirli yetiskinlerde nadiren goriilmekte ve klinik belirtiler
hafif diizeyde seyretmektedir. Cocuklarda yas ne kadar kiigiiliirse hastaligin gozlenme
siklig1 o kadar artmaktadir. Yasanan EPEC salginlar1 analiz edildiginde; 6 aylik ve daha
kiigiik olan ¢ocuklarin, 1 ve 2 yasindaki ¢ocuklara gore hastaligin gézlenme sikliginin
20 kat fazla oldugu saptanmistir [27]. EPEC enfeksiyonlarinin sebep oldugu ishallerde
antibiyotik tedavisi faydal olabilir [28].

1.2.3.2. Enterotoksijenik Escherichia Coli (ETEC)

ETEC, 1siya duyarli (labil) toksin (LT) ve 1siya direncli (stabil) toksin (ST) olarak
tanimlanmis iki toksine sahiptir. Bu iki enterotoksin su kaybina neden olmaktadir [29].
Bu toksinler plazmit genleri tarafindan kontrol edilmektedir. ETEC bu iki farkli toksin
grubundan en az birini salgilamak zorundadir. Istya duyarl: toksin 60°C’de 30 dakikada

oliirken, 1s1ya direngli toksin 100°C’de 15 dakika boyunca direng gostermektedir [30].

Agiz ile alinan gidalar ve kontamine su ETEC enfeksiyonuna neden olmaktadir. Bakteri
kolonize olduktan sonra toksinlerini salgilar. ETEC’nin en ¢ok rastlanan belirtileri, ishal
ve karmn agrlaridir. Bu belirtileri ile birlikte bas agrisi, bulanti ve ateste
gozlenebilmektedir. ETEC enfeksiyonu oncelerde 24 saat siiren iken yeni ETEC
salginlart incelendiginde hastalik siiresinin uzadigi goézlemlenmistir [30, 31]. ETEC

enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisi belirtilerin siddetini azaltmaktadir.



ETEC, gelismekte olan {ilkelerde saglik kosullart yeterince gelismedigi i¢in ¢ocukluk
ishalin 6nemli bir nedenidir. Yetiskin bireylerde ishal birka¢ giin icerisinde gegmesine
ragmen bebeklerde 6liimciil olabilmektedir. Ayn1 zamanda gelismis ve gelismekte olan
tilkeler arasinda seyahat yapan bireylerde de ETEC enfeksiyonuna rastlanmaktadir. Bu
nedenle turist diyaresi olarak adlandirilmaktadir [32].

1.2.3.3. Enteroinvaziv Escherichia Coli (EIEC)

Shigella, insanlarda shigelloz olarak bilinen bagirsak hastalifina neden olan, Shiga
toksinleri salgilayan zorunlu bir hiicre i¢i patojendir [33]. EIEC suslar1 disindaki diger
E. coli suslari, Shigella patojeninden biyokimyasal testler ile ayirt edilememektedir.

Yani EIEC suslar1 ve Shiga genetik ve patojenik olarak birbirine benzemektedir [34].

EIEC susu 1960’11 yillarda Japonya ve Brezilya’da izole edilmistir. EIEC basil dizanteri
ajanidir. EIEC salgimlar1 genellikle yiyecek veya su kaynaklidir, gidalar araciligr ile
kisiden kisiye bulasmaktadir. Temiz suya erisimin az oldugu gelismemis, ekonomik
olarak fakir iilkelerde EIEC susundan kaynakli salginlara daha sik rastlanmaktadir.
EIEC, kolon epitel hiicrelerini istila eder ve hiicre iginde ¢ogalir. EIEC, sulu ishal veya
dizanteriyle birlikte, shigelloz hastaligina sebep olmaktadir. EIEC susundan kaynakli
salginlar diger E. coli patojenik suslarindan kaynakli salginlara gore daha az
goriilmektedir [35, 36].

1.2.3.4. Enteroagregatif Escherichia Coli (EAggEC / EAEC)

En son kesfedilen patojenik gruptur. EAEC; labil toksin (LT) veya stabil toksin (ST)
tiretmeyen ve HEp-2 hiicrelerine yapisan E. coli olarak tanimlanir. EAEC'nin
patogenezi, bagirsak mukozasina kolonize olduktan sonra toksin salgilar [37]. EAEC,
enteroagregatif 1siya kararli toksin (EAST) ve patolojik etkilerden sorumlu olan bir
sitotoksin icermektedir. EAEC’in tanimlanmasi i¢in ajanin izolasyonu ve doku kiiltiirii

ile yapigma analizi gerekmektedir.

EAEC ile ortaya ¢ikan salginlarda; diisiik ates, bulanti, digkida acik kan ve ishal
gozlenmektedir [38]. EAEC hem akut hem de kronik (14 giinden fazla) ishal hastaligina
neden olabilir. Kotii beslenmis konakgilar mukozal hasari onaramayabilir ve bunun

sonucunda kalic1 veya kronik diyare gozlenebilmektedir [37]. EAEC, hem gelismekte
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olan hem de gelismis iilkelerdeki ¢ocuklarda ve yetigkinlerde kalict ishalin énemli bir
nedenidir. EAQQEC'in, kalic1 ishale neden sebep oldugu hala bilinmemektedir. Fakat
EAEC ile ortaya cikan ishal, EHEC ve EPEC’in neden oldugu ishalden daha az

siddetlidir.

1.2.3.5. Diffuz Agregatif Escherichia Coli (DAEC)

DAEC ile ¢ok sayida fonksiyonel c¢alisma olmadigi ve tiim genom dizisi
tanimlanmadigr i¢in DAEC'in patogenezi biiyiik ol¢lide bilinmemektedir [39]. Yeni
dogmus bebeklerden daha siklikla ¢ocuklarda ishal hastaliklarina neden olan E. coli
patojenidir. Kan veya fekal 16kosit olmadan sulu ishale neden olur [40].

1.2.3.6. Enterohemorajik Escherichia Coli (EHEC)

Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan E. coli patotiplerinden birisidir. EHEC grubu,
Shiga toksini iireten E. coli (STEC) olarak da adlandirilmaktadir. Enterohemorajik E.
coli'nin STEC olarak adlandirilmasinin nedeni, salgiladigi sitotoksinin Shigella
dysenteriae tarafindan iiretilen Shiga toksin ile genetik ve protein yapisi olarak biiyiik
oOlglide benzer olmasidir. Shiga toksin iireten E. coli ilk kez 1977 yilinda kesfedilmistir
[39]. Enterohemorajik E. coli’nin bir diger ismi de VTEC (Verotoksin iireten E.
coli)’dir.

STEC, ¢esitli yollarla yayilabilmektedir. Insan enfeksiyonlarmin ¢ogu, kirli gidalarin
tiketiminden kaynaklanir. Yerli ve vahsi hayvanlar, 6zellikle de sigirlar, STEC'nin ana
rezervuari ve gida kontaminasyonu igin ana kaynak olarak kabul edilmektedir [42]. Bu
hayvanlardan elde edilen gida iirlinleri, kesim ve ileri islemler sirasinda STEC ile
kontamine olabilmektedir. Ayrica sigir giibresiyle kontamine olmus sebzeler, STEC

enfeksiyon salginlarina neden olmustur.

EHEC, konakc¢idaki hafif diyareden siddetli hemorajik kolite kadar bircok hastalikla
iligkilidir. EHEC patojeninin, kulugka siiresi 3 ila 8 giin, hastalik siiresi genellikle 1 ila
12 giindiir. Ayrica iki ciddi hastaligin da temel nedenidir. Bunlardan biri Hemolitik
Uremik Sendrom (HUS), digeri de Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) adlar1 ile
bilinen hastaliklardir [43]. STEC suslari, yasami tehdit eden bu iki hastaliga neden olma
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yetenekleri ile birbirinden ayrilmaktadir. Bu ciddi klinik tablolara neden olan birkag
EHEC serotipi bulunmaktadir: 026, O111 ve O157. Bunlar arasinda en ¢ok 6ne ¢ikan
0157:H7 serotipi diskida 50 giin, toprakta ise 130 giin boyunca canliligin1 koruyarak
direng gosterebilmektedir. STEC enfeksiyonunun diger semptomlari arasinda kanli ishal

ve hemorajik kolit (HC) bulunur [44].

E. coli O157:H7 1982’de bir patojen olarak tanimlanmistir. Cok onemli salginlarin
kaynagi oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1.1. Diinyada E. coli O157:H7’nin sebep oldugu salginlar [45]

%l Yoer Waka savisay Ol Infeksivon schebi
SHYISL

LoF P Blrchagan, Oregon, ABLY 26 - Hamburger

1985 East Anglo, Ingiliere 44 | Lhg sebee

|98 Eanads Baksrmevi TI3(1ZX HUS) 17 Sandvig, Kigaden kigiyve

| Q& Miissoum. ABLY 243 (2 HUSE 4 i

1S Japonya, Anackulu 319 x Cegme suyu

199 Ingaltere, sl food resioran 233 HUS) - Hamburger
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1.2.4. Escherichia Coli Bakterisinin Antibiyotik Direnci

Gram negatif organizmalar, beta-laktam antibiyotikler gibi enzimleri kodlayan genleri
bulundurmasi, zardaki degisiklikler sonucu gecirgenligin azalmasi, antibiyotiklerin
engelledigi yollar1 atlayarak alternatif yollar kullanmasi ile antibiyotiklere direng
gelistirebilmektedir [46]. Antibiyotik direnci artik sadece potansiyel bir tehdit degil,

diinya capinda hizla artan ciddi bir saglik sorunudur.

Direngli bakteri ve genlerin giin gecgtikge artmasina neden olan baskin risk
faktorlerinden biri, insan tibbinda, hayvanlarda, beslenmede ve tarimda antibiyotik
ilaclarin (asir1) kullanilmasidir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin bir
sekilde kullanilan antibiyotikler, bir taraftan tedavide basar1 saglarken diger taraftan
enfeksiyona neden olan bakterilerde, kullanilan antibiyotiklere kars1 yliksek diizeyde ve
hizl1 bir sekilde direngliligin gelisimine neden olmustur. Diinya genelinde yillik toplam
antibiyotik pazar tiikketiminin 100.000 ila 200.000 ton arasinda oldugu tahmin
edilmektedir [47].

1980'lerde test edilen suslarin ¢ogu ampisilin, trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin
ve kinolonlara karst duyarli ve eritromisine, metronidazole ve vankomisine karsi
direnglidir. Daha yakin zamanlarda arastirmacilar, muhtemelen bu antibiyotikleri alan
gida hayvanlarinda bu organizmanin prevalansinin bir sonucu olarak, streptomisin,

sulfimetoksazol ve tetrasikline kars1 direng oranlarinin arttigini rapor etmislerdir [48].

2000’1i yillardan itibaren E. coli bakterisinde de goriilen genisletilmis spektrum beta-
laktamaz (GSBL) iiretimi ile olusan antibiyotik direnci hastanede ve yogun bakim
servislerinde yatak siiresi uzun olan, bagisiklik sistemi baskilanmig, birden fazla
antibiyotik kullanimina maruz kalan ve hijyen problemleri yasanan yerlerde yasayan
kisilerde 6nemli bir risk olusturmaktadir [49]. Bu enzimleri tagiyan bakteriler penisilin,
sefalosporin gibi genis kullanima sahip antibiyotiklere kars1 da direnglidirler.
Bakterilerin, antibiyotiklere diren¢ gelistirmesi kiiresellesmis bir sorun olup, 6zellikle
hastane enfeksiyonlarinda tedaviyi zorlastiran, mortaliteyi ve tedavi maliyetlerini artiran
onemli bir unsurdur. Bu kapsamda, gram-negatif bakterilerdeki direncin ¢ok hizli
yayillmast Ozellikle yogun bakimlarda, kullanimdaki antibiyotiklerin hemen hepsine
direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasina yol acarak son derece tehlikeli gelismelere neden

olmaktadir.
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Sekil 1.3. Esherichia coli bakterisinin antibiyotik direng yiizdeleri [50]

1.2.5. Escherichia Coli ATCC 25922 Susu

Escherichia coli bakterisinin ATCC 25922 susu, ilk olarak 1946 yilinda
Washington’daki klinik bir 6rnekten izole edilmistir. Genetik ve biyokimya alaninda
yapilan arastirmalarda ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan, patojenik olmayan bu
sus, antibiyotik duyarlilik testlerinde kontrol susu olarak kullanilmaktadir.
Laboratuvarlarda gerceklestirilen duyarlilik testlerinin tekrarlanabilirligi, kararli kontrol
suslar1 ile mimkiin oldugu i¢in E. coli bakterisinin ATCC 25922 susu, bu alanda

kontrol gram negatif bakteri olarak kullanilmaktadir [51].

1.3. Tiikiirik

Tiikiirtik bezleri ile salgilanan, agzi nemlendiren, gidalarin yutulmasinda ve tadinin
alinmasinda gorev yapan interstisiyel siviya tiikiiriik denir. Tukiirtik; kokusuz, renksiz,
kivamli, yapigkan, hafif bulanik ve kolayca kopiiren yapiya sahiptir. Tikiiriigiin %
99.5’i sudan, % 0.5’i ise glikoproteinlerden, elektrolitlerden (potasyum, kalsiyum,
sodyum), mukopolisakkaridlerden, immunglobulinlerden, antimikrobiyal maddelerden

(IgA, hidrojen peroksit) ve amilaz, lizozim ve lipaz gibi enzimlerden olusmaktadir [52].
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Sekil 1.4. Tiikiiriik 5rnei [54]

Viicuttaki sagligin ve homeostazin korunmasinda tiikiiriiglin rolii biiyiiktiir. Tikiirik
stvist azalan bireylerde yutma, dis clirimesi, konusma, akut problemler, yiyeceklerin
sindirilmesi ve tadi ile ilgili ciddi sikintilar olusur. Tiikiirik karmasik bir sividir.
Tiikiirtigiin % 93’1 biiyiik tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanirken kalan % 7’si kiigiik
tilkliriik bezleri tarafindan salgilanir [52, 53].

Tiikiirtik % 99,5 oraninda su ve % 0,5 oraninda inorganik ve organik molekiillerden

olusur [53].

Erigkin  bireylerde giinliik ortalama 1000-1500 ml tikiirik salgilanmasi
gerceklesmektedir. Istirahat halindeyken tiikiiriigiin salgilanma hizi dakikada 0,05-0,3
ml iken uyarildigi zaman dakikada 0,18-1,7 ml’dir. Istirahatte tiikiiriigiin, % 69 unu
submandibuler bezi, % 26’sin1 parotis bezi ve % 5’ini sublingual bez salgilar.

Uyarildiginda ise tiikiiriigiin, 2/3” iinii parotis bezi , % 7-8’ini minor bezler salgilar [52].

Tikiiriik, hipotonik bir sividir. Yogunlugu 1003-1009 g/ml arasinda, pH’1 6,2-7,4

arasinda degismektedir. Viskozitesi ise 19 ile 35 milipaskalsaniye arasindadir.

1.3.1. Tiikurik Bezleri

Tiikiiriik, tikiirik bezleri tarafindan {retilir ve salgilanir. Tikiiriik salgilayan bezler

biiytik tiikiirtik bezleri (major) ve kiigiik tikiiriik bezleri (minor) olarak ikiye ayrilir.
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Biiyiik tiikiirik bezleri, parotis (kulakalti), submandibuler (¢enealti) ve sublingual
(dilaltr) tiikiiriik bezi olmak iizere {i¢ ¢esittir. Kiiciik tlikiiriik bezleri ise bukkal, labial,

palatin ve lingual tiikiiriik bezleri olarak adlandirilir [56].

Parotis bezinin kanah

Parotis

Cenealt: tukruk b

Dilalt: tukrik bezi

Sekil 1.5. Tiikiiriik bezleri [58]

Parotis bezinin, agirligi 20-25 gram olup biiyiik tiikiiriik bezleri arasinda en biiyiik
olanidir. D1s kulagin 6niinde, kanal yanak i¢inde yer almaktadir. Piramit seklini andiran
parotis bezinin tabani arcus zygomaticus’ta, tepesi angulus mandibuladadir [56]. Genis
sekilli ve diizensiz olan parotis bezi, tamamen serdz salgi yapar. Bu salgi 4-5 cm
uzunlugundaki stenon kanali ile agiz bosluguna ulasir. Parotis salgisi, ¢esitli elektrolit
ve proteinlerden olusur. Sulu, akici kivamda ve a-amilaz bakimindan zengin oldugu

icin gida maddelerini 1slatip yumusatma etkisi vardir.

Submandibular bezi, 7-12 gram agirhiginda olup yaklasik bir ceviz biiyiikligiindedir.
Cene altinda yer aldigi icin cenealt: tlikiiriik bezi olarak da isimlendirilmektedir.
Tiikiirtigiin yaklasik % 69’unu olusturmaktadir. Submandibular bezi, miikoz ve ser6z
karma bir bezdir. Agiz tabaninin arka kismindan mandibula orta hatta dogru
uzanmaktadir. Yaklasik 5 cm uzunlugundaki Wharton kanali ile agiz bosluguna dokiilen
submandibular salgi, yiiksek viskoziteye sahiptir [57].
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Sublingual bezi, biiyiik tiikiiriik bezlerinin en kii¢iigii olup yaklasik 2-4 gramdir. Badem
sekli ile bilinen bu bezler, agiz tabaninin derininde ve dilin altinda bulunur. Bu nedenle
dilalt1 tiikiiriik bezi olarak da adlandirilmaktadir. Sublingual salgisi, Bhartolin kanali
araciligr ile Wharton kanalina dokiiliir. Buradan agiz bosluguna ulasir. Miks salgi {ireten
sublingual bezinin, miik6z hiicreleri fazla oldugu i¢in salgist miisinden zengindir. Miisin

orani fazla oldugu i¢in salgis1 daha koyudur.

Kiiciik tiikiirik bezleri, tlikiiriigiin yaklasik % 7-8’ini karsilamaktadir. Bukkal, labial,
palatin ve lingual tiikiiriik bezleri kiigiik tlikiiriikk bezleridir. Sert damagin 6n bdlgesi ve
diseti diginda agiz boslugunun hemen her yerinde kiictik tiikiiriik bezleri yer almaktadir.
Salgilart genellikle miikoz karakterdedir. Kigiik tiikiirik bezleri, daha az tiikiiriik
tretirler [57].

Submandibular, sublingual ve kiiciik tikiirik bezleri esas olarak agiz saghgi

bakimindan sorumluyken, parotis bezi sindirimde gorev almaktadir.

1.3.2. Tiikiiriigiin Bilesenleri

Tiikirigiin miktar1 ve igerigi, salgi yapan tiikiiriik bezine, giinlikk ritme, sempatik ve
parasempatik sinir sistemi uyarisina Ve kisinin hastalik durumlarina gore degismektedir.
Tiikiirtik bezleri tarafindan bir giinde yaklasik 1000 mililitre tiikiiriik salgilanmaktadir.
Bunun yaklasik % 99,5’u su, % 0,5’1 ise organik ve inorganik maddelerden olusur.

Tiikiirtigiin igerisinde 20’den fazla organik ve inorganik madde bulunmaktadir.
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- Pityalin (Amilaz) - Kalsivum - Brom

- Ure-Unik Asit - Sodvum - Kalay

- Amonyak - Potasyum - Krom

- Protein -Klor - Kurgm

- Kolestrol - Siilfat - Demir

- Lipid -Flor - Cinko

- Ghikoz -Magnezyum - Iyot

- Aminpasit - Kobalt - Bikarbonat

Sekil 1.6. Tiikiirtiglin bilesenleri [59]

1.3.2.1. Tiikiiriigiin Organik Bilesenleri

Tiikdirtik, iire, enzim, immunglobulin (Ig), amilaz, protein, miisin, albiimin, amonyak,

polipeptid, hormon ve iirik asit gibi organik maddeleri icermektedir.

Tiikiiriikte bulunan organik bilesenlerin biiyiikk kismini proteinler olusturmaktadir.
Biiyiik tiikiiriik bezlerinden salgilanan en az 40 tiikiiriik proteini oldugu bilinmektedir.
Biiylik tiikiiriik glikoproteinleri (musinler, immiinglobiilinler ve glikoprotein) ve kiigiik
tikiiriik glikoproteinleri (lizozim, agliitininler ve laktoferrin) agiz igerisindeki savunma
mekanizmasinda yer almaktadir. Tiikiirtikte bulunan proteinlerin % 26’sin1 miisinlerden
olusmaktadir. Miisinler, agizda bulunan sert ve yumusak dokularin {izerinde bulunan
tabakanin biiylik bir kismini kapsamaktadir. Miisinler, mikroorganizmalarin agiz i¢ine
tutunmalarin1 ayarlayarak, antibakteriyel gorev yerine getirirler. Miisinlerin diger bir

onemli gorevi ise yemek yeme esnasinda kayganlik olusturmasidir [60].

Tiikiirikte en fazla miktarda bulunan immunoglobulin, Immunoglobulin A’dur.
Immunoglobulinler, viriis ve toksinleri ndtr hale getirerek, bakterilerin dis yiizeyine

tutunmasini engeller. Tikiirlikte bulunan lizozim, laktoferrin gibi bazi maddeler ile
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birlikte agiz i¢indeki anti bakteriyel etkinligi artirir. Bu antibakteriyel 6zellik, agizda

bulunan en 6nemli savunma mekanizmasidir.

Yukarida bahsedilen biiyiik tiikiiriik glikoproteinlerinin yanmi sira laktoferrin, sistatin,
aglutinin ve lizozim gibi kiigiik tiikiirtik proteinleri de agiz boslugunun savunma

mekanizmasinda gorev almaktadir.

Ure ise tiikiiriigiin pH’1m1 artiran organik bilesendir. Ure molekiilii, enziminin etkisiyle

karbondioksit ve amonyaga donlismekte ve asit ortaminin pH 11 artirmaktadir.

Tiikiiriikte bulunan en Onemli organik bilesenlerden biri olan o-amilaz, insan
tikiiriginde bol miktarda  bulunmaktadir. Amilaz, nisastay1r ayristirarak
karbonhidratlarin sindiriminin agizda baslamasini saglar [59]. Nisastanin par¢alanmasi
ile olusan glikoz agizdaki bakteriler ile etkilesime girerek laktik asit olusturur. Bu
durum dis yiizeyinde mineral kaybina eden olur. Ayrica amilaz dis yiizeyine bakterilerin

tutunmasini saglayarak plak olusumuna neden olmaktadir.

1.3.2.2. Tiikiiriigiin inorganik Bilesenleri

Tiikiirtigiin inorganik bilesenlerinden klor, sodyum, bikarbonat ve potasyum tiikiiriikte
fazla miktarda bulunurken magnezyum, kalsiyum, iyot, inorganik fosfat ve floriir az

miktarda bulunmaktadir.

Tiikiirtikteki klor ve sodyum yogunlugu tikiirigiin akis hizina bagli olarak
degismektedir. Potasyum yogunlugu, tikiirigiin akis hiz1 ile ters orantihdir. Akis

hizinin artmasiyla tiikiiriikteki potasyum yogunlugu azalir.

Floriir, bilinen en etkili ¢lirik dnleyici maddedir. Tikiirtikteki floriir yogunlugu tiikiiriik
akis oranindan etkilenmemektedir. Floriir gidalardan, dis macunundan ve sindirimden
tilkiirige gegebilecegi gibi kan dolasimi yoluyla da tiikiiriige karisabilmektedir. Dis
plaklarindaki asit tiretimini azaltabilen floriir iyonu, dislerdeki mineral dengesini de

degistirmektedir [61].

Tikiirikte bulunan diger bir inorganik bilesen ise inorganik fosfatlardir. Fosfat

seviyesinin yliksek olmasinin ¢liriilk olusum oranini azalttig1 savunulmaktadir.
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1.3.3. Tiikiiriigiin Fonksiyonlar:

Tukiiriglin yaglama, yikama, tamponlama, koruma ve sindirim gibi bir¢ok 6nemli
gorevi bulunmaktadir. Tablo 1.2.‘de tiikiiriigiin fonksiyonlar1 ve bunlardan sorumlu olan

tikiiriik bilesenleri verilmistir.

Tablo 1.2. Tikiirigiin ana fonksiyonlar1 [64]

A. Koruyucu Fonksiyon

Kayganlik Miisin, su, glikoprotein, prolin

Antimikrobiyal fonksiyon Amilaz, lizozim, laktoferrin, miisin, histatin, prolin, Ig
Biiylime faktorleri Epidermal biiyiime faktorii, nerve growth factor
Mukozal Biitiinliik Muisin, elektrolit, su

Yikama / temizlik Su

Tampon Bikarbonat, fosfat iyonlari, proteinler
Remineralizasyon Kalsiyum, fosfat, prolin

B. Konusma ve Gida Uzerine Fonksiyon

Konusma Su, miisin
Lokma yapimi1 Su, miisin
Sindirim Amilaz, lipaz, proteaz, riboniikleaz, su
Tat alma Su, gustin

Tukiiriglin karmasik karisimi, agiz boslugundaki yumusak ve sert dokulari yaglama
(lubrikasyon) ve koruma {iizerine etkilidir. Tiikiiriik sayesinde agiz boslugu serdmukozal
bir kaplama saglayarak dokulara karsi yaglama ve koruma 6zelligini gostermektedir.
Musinler tarafindan yapilan seromukozal kaplama sayesinde disler erozyona karsi
korunur [62]. Bunun yani sira agiz dokularinin kayganligi ¢ignemeye, konusmaya ve

yutkunmaya yardimce1 olur.

Ortamdaki pH degisikliklerine direnme giicii tamponlama giicii olarak ifade
edilmektedir. Notr pH’a sahip olan tiikiiriik etkili bir tampon sistemidir. Tikiiriigiin
icerisinde bulunan {ire ve amonyak tikiiriiglin pH’in1 arttirarak tamponlama

yapmaktadir. Tamponlama kapasitesi, tiikliriik akis miktar1 ile orantihidir. Tiikiirigiin
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tampolama islevi sayesinde dokular bakteri ve besinlerin asitlerine kars1 korunmakta ve

tikiiriigiin pH’1 fizyolojik sinirlar i¢inde tutulabilmektedir [61].

Tiikiirigiin bilesenlerinden lizozom, immunoglobulin A ve laktoferrin ag1z igerisindeki
antimikrobiyal ortami saglamaktadir. Tiikiirtik, agiz florasinda bulunan bakterilerin
duvarlarim1 parcalayarak ve bakteriler i¢in gerekli olan besinleri yok ederek

antimikrobiyal etki olusturmak ile gorevlidir.

Yedigimiz besinlerin tatlarin1 algilayabilmemiz i¢in suda ¢oziinmiis halde olmasi
gerekmektedir. Hipotonik halde bulunan tiikiiriik tat veren maddelerin ¢dzlinmesini
saglamaktadir. Coziinen maddeler tasinarak tat tomurcuklarinin, farkli tatlan
algilamasina izin verir. Yeni alinan besinlerin tatlarmin algilanabilmesi igin tiikiiriik
dildeki tat veren maddeleri temizler. Tikiiriigiin igerisinde bulunan gustin isimli

proteinlerde tat tomurcuklarindan sorumludur [61, 62].

Tiikiiriik sayesinde nigastanin viicuttaki ilk sindirimi gerceklesmektedir. Alfa amilaz

(pityalin) enzimi sayesinde gerceklesen bu sindirim agiz igerisi ile siirlidir.

1.3.4. Tiikiiriik ile Hastalhik Teshisi

Kan, idrar ve tiikiiriik gibi viicut sivilarindan hastalik teshisi yapilmaktadir. Hastalik
tayininde kullanilan bu viicut sivilart igerisinde tiikiiriiglin bazi1 avantajlarn

bulunmaktadir:

e Tiikiiriik 6rneginin hastadan alinma islemi daha hizli ger¢eklesmektedir.

e Hasta konforu agisindan diger viicut sivilarinin 6rnek alma islemlerine gore {ist
diizeydir.

e Ornek toplama, saklama ve tasima gibi durumlar agisindan maliyeti daha az ve
kolaydir.

e Noninvaziv yontemler ile 6rnek alinabilmektedir.

e Hasta ve saglik personeline bulasabilecek enfeksiyon riski ¢ok azdir.

e Erken teshis i¢in 6nemli bir viicut sivisidir.

Bu avantajlarin yaninda kan sivisinda gergeklestirilen islemlerde sadece biiyiik

laboratuvarlarda bulunan PCR cihazlar1 kullanilmaktadir. Bunlar olduk¢a yiiksek
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maliyetli ve kullanim1 uzmanlik gerektiren cihazlardir. Bunlarim yani sira islem
siiresinin  uzun olmasi ve kan numunesinin pihtilasmast gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Tikiiriik ise daha az bir siirede ve daha az maliyetle kesin sonuglar

alinabilmektedir [65].

Gliniimiizde, tiikiirikten bakteriyel enfeksiyon teshisi, baz1 klinik laboratuvarlarda
yapilabilmektedir:
e Helicobacter pylori enfeksiyonuna sebep olan  Helicobacter pylori  (H.
Pylori) bakterisi, H. Pylori tiikiiriik testi (HPS) ile tespit edilebilmektedir. HPS,
tikiiriik numunesi ile H. Pylori patojeninin 5 ila 15 dakika igerisinde, hizli ve

kalitatif tespiti igin kullanilan basit bir immiinokromatografik testtir [66].

e OralDNA laboratuvar1 ile yayginlasan, MyPerioPath isimli tiikiiriik testi ise
periodontal hastaliga neden oldugu bilinen baz1 bakterilerin tespiti i¢in tiikiiriik
numunesi ile c¢alisan bir laboratuvar testidir. Bu test, ciddi sistemik saglik
sorunlariyla baglantili olan 11 bakteriyel patojenin varligini test edebilmektedir
[67].

1.3.5. Erken Teshisin Onemi

Hastaliklarin erken evrede teshis edilmesi, uygulanacak tedavinin basari oranint 6nemli
Ol¢iide etkilemektedir. Hastaligin erken tespitinde, olusabilecek olumsuz etkiler
geciktirilebilir, hastaligin gosterdigi belirtilerin siddeti azaltilabilir veya hastalik

tamamen sonlandirilir.

Bazi hastaliklarin belirtileri ¢ok ge¢ goriilebilmektedir. Boylece kisi hasta oldugunu
Ogrenene kadar hastalik tedavi edilemez siirece girmis olabilir. Bu tiir hastaliklarin
belirlenebilmesi i¢in bireylerin saglik kontrollerini diizenli sekilde yaptirmalari
gerekmektedir. Saglik kontrollerinde belirlenen hastaliklarda erken tani, hem tedavi
stirecinin daha olumlu ilerlemesini saglamakta hem de hastanin yasayacag sikintilart

minimum seviyeye indirmektedir.

Hastaliklarin erken teshislerinde biyobelirte¢ adi verilen biyolojik isaretlerin etkisi
oldukca biiytiktiir. Bu biyolojik isaretler, hastaligin varliginin veya hastaligin hangi

evrede oldugunun belirlenmesinde 6nemli rol oynarlar.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pylorus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pylorus
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Antikor-antijen etkilesimindeki antikor veya antijene, niikleik asit-niikleik asit
etkilesimindeki niikleik asitlere (DNA, RNA) veya protein-protein etkilesimindeki
proteinlere biyobelirte¢ denir. Biyobelirtegler, deri, sa¢ teli ve tirnak gibi dokularda
bulunabilecegi gibi kan, idrar, tiikiiriik ve beyin omurilik sivis1 gibi viicut sivilarinda da
goriilebilmektedir [65, 68]. Son yillarda klinik uygulamalarda molekiiler teshislerin
Oonemi artsa da hastalia 0zgli biyolojik isaretlerin eksikligi molekiiler teshisleri

siirlandirmstir.

Tiikiiriigiin serum komponentleri, karotid artere bagl olan lokal damar agindan elde
edilmektedir [68]. Bu nedenle tiikiiriik, biiyiik kan dolasimda bulunan birgok molekiilii

iceren ve hastaliklarin erken tanisinda kullanilabilen ¢ok biiyiik bir s1vi kaynagidir.

Tiikiirtiglin icerisinde protein ve DNA, RNA gibi genetik molekiiller bulunmaktadir.
Icerik bakimindan kana benzeyen tiikiiriik ile yapilan analiz testlerinin ucuz, kolay ve
giivenilir olmas1 hastaliklarin tanisinda tiikiiriik biyoisaretleyicilerinin énemini ortaya
koymaktadir. Bazi hastaliklarin teshisine engel olan biyobelirteglerin eksikliginin,

tilkiiriik biyobelirtegleri ile gelecekte ortadan kalkabilecegi diisiinilmektedir [69].

Tablo 1.3. Tiikiiriik biyobelirtegleri ve tanida kullanim alanlari [70]

Tiikiiriik Biyoisaretleyici Kullanim Alam

DNA Standart genotip
Bakteriyel enfeksiyonlar

Bas-boyun kanserlerinin tanisi
Adli tip

RNA Viriis ve bakterilerin tanisi
Bas-boyun kanserlerinin tanisi

Proteinler Periodontitis Tanis1
Bas-boyun kanserlerinin tanisi
Ciuruk kavitelerinin tanisi

Miisin/Glikoprotein Bas-boyun kanserlerinin tanisi
Ciiriik kavitelerinin tanisi

Immiinoglobulinler Viral hastaliklarin tespiti (HBV, HCV,
HIV)
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Metabolitler Periodontal hastaliklarin tanisi

[laclar ve matabolitler Ilag bagimliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi
Viicuttaki ilaglarin tespiti

Viriis, Bakteri Epstein-Barr viriisii reaktivasyonu

Hiicresel Materyal Basg-boyun kanserlerinin tanisi

Tiikiirtik tan1 materyali olarak:

e Hormonal hastaliklar,

e Kardiyovaskiiler hastaliklar,

e Enfeksiyon hastaliklar1 (bakteriyel/viral),
e Onkolojik hastaliklar,

e Bobrek hastaliklari,

e Otoimmiin hastaliklar,

e ilag bagimliliklari ve kullanilan ilaglarin tespit edilmesinde kullanilir [69, 70].

Tukiirik tanm1 yontemleri gelecekte yayginlastiginda, sosyoekonomik diizeyi diisiik
bolgelerde etkili tarama programlar1 gergeklestirilebilecek, risk grubundaki hastalarin

saptanmasi ve tedavi edilmesi ile toplumun saglik diizeyi yiikseltilebilecektir.

1.4. Escherichia Coli Tespit Yontemleri

Escherichia coli bakterisinin saptanmasi igin hali hazirda kullanilan klinik yontemler ve
gelismekte olan yontemler bulunmaktadir. Hali hazirda kullanilan ydntemlerin,
maliyetinin yiiksek ve zaman alic1 olmasi, ¢aligmalarda uzman personele ve tespit i¢in
On igleme ihtiya¢ duyulmasi gibi sinirliliklar1 bulunmaktadir. Son zamanlarda zaman ve
isgiicli tasarruflu, hassas ve spesifik yeni tespit yontemleri arastirilmaktadir. Yeni tespit
yontemlerinin arastirilmasinda, en Onemli noktalardan biri hassasiyet seviyesidir.
Biyosensor temelli olan ve iizerinde hala calismalarin devam ettigi gelismekte olan
piezoelektrik sensorler ile yapilan tespit islemleri, yliksek hassasiyeti 6ne ¢ikmaktadir.
Tablo 1.4.de E. coli bakterisinin tespit edilmesinde, hali hazirda kullanilan ve
gelistirmeye calisilan yOntemlerin avantajlari, dezavantajlar1 ve hassasiyet seviyeleri

hakkinda bilgiler yer almaktadir.
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Escherichia Coli Avantaj Dezavantaj Hassasiyet
Tespit Yontemleri
Hali Hazirda Kullamlan Klinik Yoéntemler
Kiiltiir ve Koloniye - Maliyet - Zaman
Dayali Yontemler - Guvenilirlik - Egitimli personel ihtiyaci
- Kararlilik - Yapilan 6n iglemlerin
uzunlugu Yiiksek [71]
- Endiistriyel uygumalar
i¢in elverigsiz olmasi
Niikleik Asit Temelli - Duyarlilik - Maliyet ve zaman
Yontemler (PCR) - Ozgiilliik - Egitimli personel ihtiyact
- Giivenilirlik - DNA saflagtirma 3
- L 3,5x10
- Diisiik konsantrasyonlarda | gereksinimi
o . CFU/mI [72]
galisma olanagt - Canl1 ve cansiz hiicreler
arasinda ayrim eksikligi
Immiinolojik Temelli | - Zaman - Spesifiklik
Yontemler (ELISA) - 15 giicii - Egitimli personel ihtiyaci
- Cok sayida ornek ile - Antikor-antijen 6,8 x 10°
calisma olanagi etiketleme ve 6n CFU/ml [73]
zenginlestirme ihtiyaci
Gelismekte Olan Yontemler
Elektrokimyasal - Maliyet - Duyarlilik
Biyosensorler - Etiketsiz tespit - Segicilik 1
- Cok sayida ornek ile 7.8 %10
5 CFU/mI [74]
calisma olanagi
Optik Biyosensorler - Hassasiyet - Maliyet
- Etiketsiz tespit 3 x 10° CFU/mI
- Gergek zamanl tespit [75]

Piezoelektrik
Biyosensorler (QCM)

- Maliyet

- Hassasiyet

- Etiketsiz tespit

- Kullanim kolaylig:

- Gergek zamanli tespit

- Ortam sartlar1

1.46 x 10° CFU
/ml
[76]

1.4.1. Kiiltiir ve Koloniye Dayal Yontemler

Gida kaynakli patojen bakterilerin tespit edilmesi i¢in kullanilan geleneksel yontemler,

mikroorganizmalarin agar

plakalar

uzerinde

kiiltiirlenmesine ve biyokimyasal

kimliklerinin belirlenmesine dayanmaktadir. Geleneksel yontemler genellikle ucuz ve

basit olsa da bu yontemlerdeki ©n islemler uzun zaman almaktadir. Geleneksel
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yontemlerde ©6n tanimlama islemi ic¢in genellikle 2-3 giin, patojen tiirlerinin

dogrulanmasi i¢in en az bir hafta gerekmektedir.

Konvansiyonel yontemler, gerek kiiltiir ortaminin hazirlanmasi gerekse koloni sayimi
gibi islemlerden dolay1 zahmetlidir. Canli olan fakat kiiltiirlenemeyen patojenleri tespit
edemeyen geleneksel yontemler, diisiik hassasiyetleri ile patojen tespitinde yetersiz

kalmaktadir.

Kiiltiir ve koloniye dayali1 yontemlerin en biiyiik dezavantajlar1 yogun emek istemesi ve
zaman alict olmasidir. Bu durum 6zellikle gida sektoriinde olmak tizere bir¢ok alanda
sikinti olusturmaktadir. Dezavantajlarina ragmen, geleneksel kiiltliir yontemleri hala
ilerlemenin miimkiin oldugu bir alani temsil etmektedir. Daha dogru ve hizli sonuglar
elde etmek i¢in bu sistemler antikor, DNA veya biyokimyasal temelli yontem gibi diger

patojen tespit yontemleri ile birlestirilebilmektedir.

Son zamanlarda, gida kaynakli patojenlerin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in geleneksel
yontemlerin sinirlamalarinin iistesinden gelmek ic¢in yiiksek hassasiyete sahip farkl
yontemler gelistirilmis ve gelistirilmeye calisilmaktadir. Niikleik asit, immiinolojik ve
biyosensor temelli gelistirilen yontemler ile patojen tespitinde oldukg¢a hassas ve hizl
bir sistem olusturulmaya calisilmaktadir. Her bir patojen tespit yonteminin kendi
avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktadir. Arastirmacilar hala yerinde analiz

yapabilen hizli, duyarli ve 6zgiil iyilestirmeler ile yeni yontemler gelistirmektedir.

1.4.2. Niikleik Asit Temelli Yontemler
1.4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Gida kaynakli bakteriyel patojenleri tespit etmek igin kullanilan niikleik asit temelli
yontemlerden biri polimeraz zincir reaksiyonudur. PCR, polimeraz zincir
reaksiyonunun ingilizce karsiligi olan Polimeraze Chain Reaction kelimelerinin bas
harflerinden olusmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), mantar, viriis veya
bakteri gibi herhangi bir organizmaya ait belirli bir DNA dizisinin in vitro olarak
cogaltilmasin1  (amplifikasyonunu) saglayarak, DNA’nin milyarlarca kopyasini

olusturan bilimsel bir tekniktir.



26

Polimeraz zincir reaksiyonu, Kary Mullis isimli Amerikali biyokimyac1 tarafindan 1984
yilinda gelistirilmistir. Mullis, bu bulusundan dolay1 1993 yilinda Nobel Odiilii
kazanmistir [77]. PCR su anda tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda gesitli
uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu teknik bir ¢esit DNA
klonlama islemidir. Bir PCR reaksiyonunun ger¢eklesmesi i¢in gereken 6 adet temel

bilesen bulunmaktadir [77, 78, 79]:

1. Kalip DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunun baslangi¢c materyalidir. Yani
amplifiye edilecek baz dizisine sahip genetik materyali temsil etmektedir. PCR
uygulamasi i¢in ¢ok kiiclik DNA bolgeleri yeterlidir. PCR’daki en 6nemli nokta

cogaltilacak DNA’nin islevsel 6zellikte olmasidir.

2. Primerler: 15-25 niikleotidden olusan, DNA sentezleyicide 06zel olarak
sentezlenen spesifik bir sekansa sahip, DNA’nin PCR teknigi ile ¢cogaltilmasinda
kullanilan oligoniikleotidlerdir. Primerler, basarili bir PCR reaksiyonu
gergeklesmesi i¢in kritik bilesenler olup ¢ogaltilmak istenilen DNA parcasinin
iki ucu ile eslesmektedir. 5’ uglu primer DNA’nin ilgili béliimiiniin bir ucundaki
iist iplikgikle eslesirken diger primer, Sekil 1.7. ‘da gosterildigi gibi diger uctaki
alt iplik¢ikle eslesmektedir. Primer tasarimi yapilirken cogaltilmak istenen DNA

dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinmaktadir.

Sendprimer &'
5!

3!

5' 3end primer

Template ds-DNA

Sekil 1.7. Primer tasarimi [77]

3. DNA Polimeraz: Canli bir organizmada hiicre dongiisii sirasinda DNA’nin
cogalmasini saglayan bir enzim kompleksidir. Bu enzim tamamlayici olan iki
DNA ipligini ayirmak i¢in gerekli olan yiiksek sicakliga (95 °© C ) tolerans
gosterebilmektedir. DNA polimeraz enzimleri, kalip DNA’y1 kullanir, onu

okuyup, onun boyunca deoksiriboniikleotitlerin polimerizasyonunu katalizler.
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4. Niikleotidler (Deoksiriboniikleozid Trifosfat (dNTPs)): DNA molekiiliiniin
sentezlenmesi i¢in 4 tip niikleotidin (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) karisimi1 olan
deoksiriboniikleozid trifosfat karigtmina ihtiyag duyulmaktadir. dNTP
molekiillerinin miktari; hedef DNA’nin sayisi, uzunlugu ve dongiiniin kag¢ kere

tekrarlanacagi ile dogrudan iligkilidir.

5. PCR Tamponlari: Reaksiyon dongiileri sirasinda dogru pH'm korunmasina
yardimc1 olarak enzimlerin ¢aligmasi icin gerekli iyonlar1 saglamaktadir.
Polimeraz enzimleri aktiviteler i¢in serbest magnezyum iyonlarina gereksinim

duymaktadir. Bu yiizden magnezyum igeren tamponlar tercih edilmektedir.

6. Reaksiyon Kosullari: PCR’da DNA’nin hangi oligoniikleotid ile ¢ogaltilacag:

zaman, sicaklik ve dongii sayis1 gibi parametreleri etkilemektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) prosediirii, 20-40 tekrarli dongiiden olusan otomatik
bir termal dongiileyici makinesinde gergeklestirilmektedir. Her dongii ayrisma, birlesme

ve uzama agsamalarimi igeren li¢ adimdan olugsmaktadir [78, 79]:

1. Ayrnisma (Denatiirasyon): Bu asamada ¢ift iplikli hedef DNA’nin birbirinden
ayrilmasi saglanmaktadir. Cift sarmalli olarak bulunan DNA, hidrojen baglarinin
kopmasiyla tek sarmal haline getirilmektedir. Bu asama genellikle 5 dakika
siirmektedir. Ayrismanin gerceklesmesi icin sicaklik yaklasik 95°C° de
olmalidir. Ayrigsmanin gerceklestigi sicakligin yiiksek olmasi veya islem
siiresinin uzamas1 gibi etkenler prosediirde kullanilan enzimleri olumsuz

etkilemektedir.

2. Birlesme (Primerlerin Baglanmasi, Hibridizasyon): PCR’in bu asamasinda;
hedef DNA bolgesine 6zel olarak tasarlanan primerler, ayrisma adiminda elde
edilen tek sarmalli DNA’nin {izerindeki tamamlayici olan diziye
baglanmaktadir. DNA sarmali ile primerler arasindaki hidrojen baglariin
olusmasi igin sicakligin yaklasik 37-65 °C arasinda olmas1 gerekmektedir. Fakat
bu sicaklik primerlerin uzunluguna ve niikleotid yapisina goére degiskenlik

gosterebilmektedir.
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3. Uzama (Polimerizasyon): PCR islemlerinin bu asamasi; DNA polimeraz
enziminin en yiliksek aktivasyonu gosterdigi sicaklik olan 72 °C’ de
ger¢eklesmektedir. DNA polimeraz enzimi, niikleotidleri 5' ucundan 3' ucuna
dogru ekleyerek primerin uzamasini saglayarak c¢ift iplikli DNA’nin sentezini

gerceklestirmektedir.

Yukarida verilen {ic basamak PCR tekniginin bir dongiisiinii olusturmaktadir. Ug
asamadan olusan ve toplamda 10-15 dakika kadar siiren bu prosediir sonunda DNA’nin

ilk cogalma asamas1 tamamlanmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)

Cogaltilacak
orjinal DNA 5 3 5 3 /

rrrrrm rrrrm

‘s‘ ?:/ 5|'|||||||| ¥ 5 m“
HHHH 0 )
1
P

[RREERRNNI — bbb
‘ DNA primeri 3 5 3 5

@
2]
3 5 0

¥y & l‘IIIIIIII‘
,‘ ‘[* 3 5 \ M H /
\

niikleotid I | " HH

* N
e
0,
0
o
"
b
5

@ Denatiirasyon 94-93°C
€ Baglanma 37-65°C
© vzama 72°C

Sekil 1.8. PCR dongii asamalari [80]

PCR; hemofili gibi kalitsal hastaliklarin teshisinde, kanser aragtirmalarinda, adli tip
calismalarinda, babalik testlerinde, biyoteknolojik alanda rekombinant proteinlerin ve

rekombinant agilarin gelistirilmesinde, bakteri ve virlislerin tespitinde kullanilmaktadir.

Cok disiik konsantrasyonlardaki DNA veya RNA’nin, 6zel bir bolgesinin kisa siire
icerisinde cogaltilabilmesi, hassasiyet, spesifiklik ve hata orani agisindan giiven
olusturmas1 PCR yoOntemin avantajlar1 iken pahali laboratuvar ekipmanlarina ihtiyag

olmasi, hem cihazin kullanim1 hem de sonuclarin analiz edilmesi i¢in ¢ok iyi egitilmis
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eleman gerekliligi, kullanilan sarf malzemelerin pahaliligi ve islemin uzun zaman

almasi bu yontemin dezavantajlaridir [77, 78, 79].

1.4.3. Immiinolojik Temelli Yontemler

Gida kaynakli patojenlerin immiinolojik temelli yontemlerle tespiti, antikor-antijen
etkilesimlerine dayanmaktadir. Bu yontemlerde antikor kendisine spesifik olan
antijenine baglanir. Bu baglanma mukavemeti, yontemin duyarliligini ve 6zgilligiini
belirler. Immiinolojik temelli ydntemlerde, poliklonal veya monoklonal antikorlarmn
kullanilabilmektedir. Enzim bagli immiinosorbent test (ELISA), gida kaynakl
patojenlerin saptanmasi i¢in en sik kullanilan immiinolojik temelli yontemler

arasindadir.

1.4.3.1. Enzim Bagh Immiinosorbent Test (ELISA)

ELISA, enzim bagli immiinosorbent test ifadesinin ingilizce karsiligi olan Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay kelimelerinin bag harflerinden olusmaktadir. Gida
kaynakli patojenlerin saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan immiinolojik bir
yontemdir. ELISA; enzim ile isaretlenmis antikorlar (konjugat) ve substrat kullanilarak,
siipheli materyalde bunlara karsi olusmus antikor varliginin arastirilmasi amaciyla

kullanilan bir yontemdir. Farklit ELISA yontemleri bulunmaktadir [82]:

e Dogrudan (Direkt) ELISA Testi

e Dolayl (Indirekt) ELISA Testi

e Sandvi¢ ELISA Testi

e Rekabetci (Kompetatif) ELISA Testi
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Substrate
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Direkt Elisa indirekt Elisa Sandvig Elisa Kompetatif
(yarismaci) Elisa

Sekil 1.9. ELISA gesitleri [81]

Temel ELISA prosediirii, kaplama, bloklama, tespit etme ve okuma olmak lizere 4
asamadan olusmaktadir. ELISA testi, bir hedef antijen veya antikordan olusan birinci
katmanin 96 kuyucuklu bir polistiren plaka lizerine absorbe
edildigi bir kaplama asamasiyla baglar. Bu asamay1, bagli olmayan alanlarin bir bloke
edici ajan ile engellendigi bloklama agsamasi izler. Bir dizi yikamanin ardindan,
plaka enzim ile konjiige edilmis antikor ile inkiibe edilir. Bagka bir yikama serisi, bagl
olmayan tiim antikorlar1 c¢ikarir. Substrat eklendikten sonra son olarak, plakadaki

absorbans degisikligi okunur ve ELISA testi tamamlanir.

Hepatit B, Hepatit C, HIV, Lyme hastaligi, rotoviriis, frengi, sugicegi ve bazi viriis
hastaliklarinin tespitinde ELISA testi kullanilmaktadir [81].

ELISA, bakteriyel toksinlerin tespitini gerg¢eklestirebildigi, hassas dlgtimler yapabildigi,
cok sayida Ornegi ayni anda test edebildigi, zamandan ve isgliciinden verimlilik
(otomatik sistem) sagladigi i¢in avantajlidir. Fakat antikorlarin veya antijenlerin
etiketlenme gerekliligi, spesifikliginin diisiik olmasi, egitimli personel gerektirmesi ve
hiicre yiizeyi antijenlerini i¢in 6n zenginlestirme gereksinimi agisindan dezavantajlidir

[82].
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1.4.4. Biyosensor Temelli Yontemler

Gida kaynakli patojenleri tespit etmek icin hali hazirda kullanilan yontemlerin aksine
diisiik maliyetle yerinde gercek zamanli izleme yapilabilen, hizli, giivenilir, basit,
spesifik ve hassas olan yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacla biyosensor

temelli yontemler gelistirmeye ¢alisiimaktadir.

Biyosensor, biyokimyasal bir yaniti okuyan ve fiziksel, kimyasal ya da elektriksel
sinyallere doniistiiren cihazlardir. Biyoreseptor ve doniistiiriicli (transdiiser) olmak tizere
iki ana kistmdan olusmaktadir. Biyoreseptorler, analiti taniyan biyomolekiiller (enzim,
antikor, niikleik asit, horman vb.), doniistiiriicliler ise biyoreseptoriin analiti tanidig
anda irettigi kimyasal veya fiziksel sinyali, elektrik sinyallerine doniistiiren yapilardir

[83].

Biyosensorler, biyoreseptorelerine veya donistiiriicii tiirlerine gore Sekil 1.10.’da

verildigi gibi siniflandirilabilir.

N - , x . !

Hiicre SPR ‘ | Potansiyometrik
1 T 1 |
Enzim Raman-FTIR { Impedimetrilc ]
R - I
| Niilleils Asit |

Sekil 1.10. Biyosensorlerin siniflandirilmast
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1.4.4.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Gida kaynakli patojenlerin tespit edilmesi ve miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
baska bir olasi yontem de elektrokimyasal biyosensorlerdir. Antijen ile biyoreseptor
etkilesimlerinden kaynaklanan akim, empedans, voltaj ve iletkenlikteki degisikliklerin
Olglilmesine gore amperometrik, impedimetrik, potansiyometrik ve kondiikktometrik gibi

farkli ¢esitleri bulunmaktadir.

1.4.4.1.1. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorler alanindaki arastirmalar, 1956 yilinda oksijen elektrotlari
tizerinden Clark tarafindan baslatilmistir. Amperometrik biyosensorler, patojen tespiti
icin kullanilan en yaygin elektrokimyasal tespit yontemidir. Bu biyosensorlerin sinyali,
biyoreseptor tabakasindaki biyolojik sistem ile elektrot arasindaki elektron degisimi ile

uretilmektedir.

Amperometrik Ol¢lim, sabit gerilim altindaki elektrokimyasal hiicreden gegen akim
yogunlugunun Olgiilmesi prensibi ile caligmaktadir. Amperometrik biyosensorlerde,
referans ve Ol¢im elektrotu olmak ftizere iki elektrot kullanilmaktadir. En basit
amperometrik biyosensérlerde, Clark oksijen elektrotu tercih edilmektedir. Olgiim
elektrotu yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarini gergeklestirmekte olup analitin

yapisina gore katot veya anot olarak davranabilmektedir.

Biiyiik olgiide basitligi, iiretim kolayligi, diisiik maliyeti gibi avantajlarindan Otiirti

amperometrik biyosensorler siklikla kullanilmaktadir.

Bir¢ok arastirmaci, E. coli O157: H7 gibi gida kaynakli patojenlerin amperometrik
biyosensorler ile tespit edilebildigini bildirmistir [85, 86].

1.4.4.1.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik biyosensorler, sabit akimda calisan elektrokimyasal bir biyosensdrdiir.
Potansiyometri, en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel
farkinin 6l¢timii ile gergeklestirilmektedir. Referans elektrot, bulundugu c¢evreden
etkilenmeyen ve gerilim degeri sabit olan elektrotu temsil ederken 6l¢tim elektrotu, kati

ve sivi yiizeyde olusan indirgenme ve ylikseltgenme reaksiyonlart sonucu olusan
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gerilim degerini temsil etmektedir [83]. Potansiyometrik biyosensdrlerde kullanilan
temel sensorler, pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon veya
katyonlara duyarli iyon se¢imli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz

duyarli elektrotlardir.

Farkli ¢esitlerde potansiyometrik biyosensorler bulunmaktadir. Bunlardan biri de 1s13a
duyarli potansiyometrik sensorlerdir (LAPS). LAPS, sulu ¢ozeltilerin analit
konsantrasyonlarinin ¢éziilmiis bir sekilde belirlenmesini saglayan yari iletken tabanl
bir potansiyometrik sensordiir. 1988 yilinda Hafeman tarafindan 6nerilen yar1 iletken bir
cihaz olup gilinlimiizde iyon duyarl alan etkisi transistorii (ISFET) olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. LAPS, silikon / silikonoksit / silikon nitriirden olusan heteroyapiya
sahiptir. LAPS, iyon konsantrasyonu, redoks etkisi, vb. dahil olmak {izere yiizey
potansiyelinin degismesine neden olan tiim olaylar1 tespit edebilir. Alan etkisi temelli
olan bu potansiyometrik sensorler, yiiksek pH duyarliligindan dolayr da diger

potansiyometrik biyosensorlere iistiinlitk saglamaktadir [84].

Isiga duyarh potansiyometrik sensorler, sebze gidalarindaki E.
coli hiicrelerinin tespitinde [87] kullanilmigtir. Farkli bir ¢alismada ise Gehring ve
arkadaglari, tamponlu tuzlu su i¢inde E. coli O157: H7 hiicrelerinin hizli tespiti igin
1s18a duyarli potansiyometrik sensorler (LAPS) ile birlikte bir immiinoligand analizi
(ILA) gelistirmislerdir [88].

1.4.4.1.3. Kondiiktometrik (iletkenlik) Biyosensorler

Incelenen bir analitin elektrotlar arasindaki elektrik akimi iletme kabiliyeti,
kondiiktometrik cihazlar ile Ol¢iilmektedir. Disaridan uygulanan akim nedeniyle iki
elektrot arasinda iyon hareketliligi olusmaktadir. Kondiiktometrik biyosensdrler, bu
iyon hareketliligini 6lgmektedir. Bu biyosensorlerde algilama, elektrotlar arasindaki
boslugun kimyasal segicilik saglayan biyolojik bir molekiilin modifikasyonu ile
saglanmaktadir. Analit, secici molekiile baglandigi zaman iletkenlik degismekte ve

kondiiktometrik biyosensorler bu degisimi algilamaktadir.

Iki elektrot arasindaki bir ¢dzeltinin iletkenligi, bir enzimatik reaksiyonun sonucunda
degisir. Dolayisiyla, bir ¢ozeltide yiiklii tiirlerin konsantrasyonunda degisiklikler iireten

enzimatik reaksiyonlar1 incelemek i¢in kondiiktometrik cihazlar kullanilabilir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975009002134#bib91
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975009002134#bib114
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Muhammed ve arkadaslari, E.coli O157: H7 ve Salmonella gibi gida kaynakli
patojenlerin tespiti i¢in iletkenlik biyosensorii gelistirmistir [89]. 10 dakika igerisinde
tamamlanan patojen tespitinin, tespit alt smurmin 7.9 x 10' CFU/mL oldugu

bildirilmistir.

1.4.4.1.4. impedimetrik Biyosensérler

Empedansin, patojenlerin tespiti i¢in biyolojik tanima teknolojisiyle entegrasyonu, son
yillarda yaygin olarak kullanilan empedans biyosensorlerinin gelismesine yol agmistir.
Impedimetrik biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarinin bir elektrot yiizeyi iizerine
immobilizasyonu ile olusturulur [90]. Analitin ¢ikista olusturdugu elektriksel empedans

sinyali, Ol¢iilerek veya izlenerek sonug raporu olusturulur.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), biyosensor gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. EIS, elektrik iletken polimerlerin  yiizeylerinde  biyoafinite
etkilesimlerini arastirmak icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir ve impedimetrik
transdiiksiyon yoluyla analitlerin etiketsiz tespitini arastirmak i¢in de kullanilmaktadir.
EIS, amperometrik veya potansiyometrik biyosensorler ile karsilastirildiginda etiketsiz
algilama sunmasi agisindan avantajli olsa da algilama limitleri geleneksel yontemlere

gore daha diigiiktiir.

1.4.4.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler, duyarliliklar1 ve segicilikleri nedeniyle bakteriyel patojen tespiti
icin biyiik ilgi gormiistiir. Bu sensorler, biyokimyasal reaksiyonun bir sonucu olarak

emilen veya yayilan 15181n dl¢ililmesi prensibi ile ¢aligmaktadir.

Optik teknikler, bir¢cok biyolojik ve kimyasal maddenin dogrudan, gercek zamanl ve
etiketsiz algilanmasin1 sagladigindan geleneksel tekniklere gore biiylik avantajlar

sumaktadir [91].

Optik biyosensdr, optik doniistiiriicii sistemi ile entegre edilmis bir biyotanima elemani
iceren kompakt bir analiz cihazidir. Bu biyosensorlerin temel amaci, Olgiilen bir

maddenin (analit) konsantrasyonuyla orantili bir sinyal tiretmektir. Optik biyosensorler;


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biochemical-reaction
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enzim, antikor, antijen, niikleik asit, biitlin hiicreler ve dokular dahil olmak {izere gesitli

biyolojik materyalleri biyotanima elementleri olarak kullanabilir.

1.4.4.2.1. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensorler

SPR'nin fiziksel fenomeni, ilk olarak 1902 yilinda gézlenmistir. Y1illar boyunca bu olgu
tizerinden yiizey plazmon fiziginin tam olarak anlagilmasi i¢in ¢aligmalar yapilmis ve
1983 yilinda SPR ilk olarak biyomolekiiler etkilesimleri tespit etmek igcin SPR temelli

bir sensor olarak kullanilmistir [92].

Patojen tespiti icin yansitma spektroskopisini kullanan yaygin bir yontem, yiizey
plazmon rezonansidir (SPR). SPR, metal yiizeye yakin kirilma indisindeki degisimi
Olgerek basit ve dogrudan dlgilim yapan bir tekniktir. SPR yonteminde gegirgen ve farkli
kirtlma indisli iki ortam arasinda (Cam prizma ve ¢ozelti) ince metal bir film kullanilir.
Metal film genellikle altin veya glimiistiir. Diizlem polarize 151k, belirli bir ag1 ile daha
yiiksek kirilma indisli bir ortama girdiginde i¢ yansimaya ugrar. Bu kosullarda
kendiliginden séntimlii dalga adi verilen 151k, metal filmin i¢ine niifuz eder. Belirli bir
kirilma acisinda bu dalga, metal yiizeyindeki serbest elektronlarin ylizey plazmonlari
olusturmasina sebep olur ve yansiyan 1s181in yogunlugu diiser. Bu olaya yilizey plazmon
rezonans denir. Bu yontem kullanilarak patojenlerin dogrudan etiketsiz tespiti de

miimkiindiir. Sekil 1.11.‘da bir SPR cihazinin ¢alisma prensibi verilmistir.

Isik Kaynagt
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Sekil 1.11. SPR’1n ¢aligma prensibini ve analitik dongiiniin adimlarin1 gosteren SPR
grafigi [92]
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SPR temelli biyosensorler, gida kaynakli patojenlerin tespiti i¢in bir¢ok arastirmact
tarafindan rapor edilmistir. Waswa ve arkadaslari, SPR temelli biyosensor kullanarak E.
coli O157: H7 patojeninin tespit edilebilecegini gostermistir [93]. Bu biyosensorde, bir
LED'den gelen 1s1k, altin bir ylizeyden yansitilmakta ve minimum SPR'ye karsilik gelen
ac1 ve yogunluk oOlgiilmektedir. 30 dakikada gergek zamanli olarak gergeklestirildigi
savunulan E. coli 0157: H7 tespitinin duyarliligi 10°-10° CFU/mL olarak belirtilmistir.

1.4.4.2.2. Optik Fiber Biyosensorler

Optik fiberler, optik algilama cihazlarindaki potansiyelleri i¢in arastirilmis ve fiber
optik kimyasal algilama ile biyoalgilama alanlarinda son on yilda ¢ok sayida basar1 elde
edilmistir. Uzaktan ve gercek zamanl izleme i¢in kii¢lik boyutlu sensorlere olan talep
nedeniyle optik fiberler maliyeti, kiigiik boyutu, hafifligi, uzaktan algilama yetenegi ve
esnekligi gibi ayirt edici avantajlari sayesinde kimyasal sensorlerin ve biyosensorlerin

tiretimi i¢in ¢ok yonlii ve mitkemmel bir platform haline gelmistir [95].

Toplam i¢ yansima ilkesine dayanarak, optik fiberler 15181 iletir. Fiber optik
biyosensorler, algilama yiizeyine uyarma lazer 15181 gondermek ve yayilan 15181 almak
icin konik fiber kullanir. Bir fiber veya dalga kilavuzu yoluyla 15181n yayilmasi, ¢evreye
karst ¢ok hassas olabilir. Bu durum optik fiberleri, patojenlerin tanimlanmasi1 ve
saptanmas1 gibi gidalardaki ¢esitli uygulamalar icin miikemmel dedektorler

yapmaktadir.

Simpson ve arkadaglar1 tarafindan, fiber optik biyosensorlerin diger optik tekniklerle
kombinasyonlu kullanilmas1 sonucunda Listeria, Salmonell, E. coli 0157: H7
ve Clostridium botulinum gibi gida kaynaklar1 patojenlerin tespit edildigi bildirilmistir
[94].

1.4.4.3. Piezoelektrik Biyosensorler
1.4.4.3.1. Piezoelektrigin Tarihcesi

Piezoelektrik, baz1 malzemelerin mekanik deformasyon nedeniyle elektrik yiikii tiretme
kabiliyeti olarak tanimlanir. Adi, basing anlamina gelen eski bir Yunanca kelime olan

“piezein” kelimesinden tiiretilmistir. Kristal fizigin bir arastirma alant olan
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piezoelektrigin ¢alismalari, Jacques Curie ve Pierre Curie kardesler tarafindan

baslatilmistir.

Ik olarak 1880 yilinda turmalin, seker kamisi ve kuvars dahil olmak iizere gesitli
kristallerin piezoelektrik 6zellik gosterdigi Pierre ve Jacques Curie kardesler tarafindan
kesfedildi [96]. Jacques ve Pierre Curie kardesler 2 Agustos 1880 yilinda Fransiz Bilim
Akademisi'nde piezoelektrik etki kesfettiklerini agikladilar. Piezoelektrigin temelleri bu
bir yil i¢inde Lippmann tarafindan termodinamigin ilkeleri ile ortaya ¢ikarildi.
Lippmann tarafindan ortaya c¢ikarilan piezoelektrigin matematiksel temeli ile Curie

kardesler piezoelektrigin varligin1 kanitlayarak caligmalarina devam ettiler.

I. Diinya Savasi sirasinda, piezoelektrik cihazlari kullanilarak bu alandaki ilk biiyiik
adim atilmigtir. Savas sirasinda batik biiyiikk nakliye gemilerin bulunmasi igin bir arag
gelistirilmesi gerekti. Radyo dalgalar1 deniz suyunu gegemedigi i¢in akustik dalgalarin
gelistirilecek arag icin daha uygun olabilecegi kanisina varildi. Bu ¢alismada yer alan
Fizik¢i Paul Langevin, 1918 yilinda kuvars temelli piezoelektrik doniistiiriici
kullanarak ultrasonik bir denizalt1 algilama teknigi gelistirdi. Sonar olarak bilinen bu
yaklagim daha sonra her iki diinya savasinda da kullanildi. Langevin’in icad: ultrasonik
transdiiserler, mikrofonlar ve ivmeodlcerler gibi piezoelektrik ile yapilabilecek baska

caligmalar i¢in firsatlar yaratti.

1945 yilinda karisik oksit bilesik baryum titanat BaTiO3'in kesfi sayesinde
piezoelektrik kiiresel pazara sunuldu. Bu bilesik kolay imal edilebilen, diisiik fiyat ile
sekillendirilebilen ve piezoelektrik ozellikler gosteren ferroelektrik seramik bir
malzemedir. 1950'lerde kursun zirkonat titanat (PZT) ailesinin kesfi ile modern
piezoelektriklik tarihi basladi. Bugiine kadar, PZT malzemesi en yaygin kullanilan
piezoelektrik malzemelerden biridir [97].

Piezoelektrik dondstiiriictiler ile ultrasonik gecikme hatlari, ultrasonik tibbi teshis ve
tedavi cihazlari, fiziksel ve kimyasal madde 6zelliklerinin devamli endiistriyel kontrolii
i¢cin kullanilabilecek cihazlar ve daha fazlasi kesfedildi. Aym1 zamanda daha etkili

elektro akustik transdiserler kullanima sunuldu.
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Gilinlimiizde piezoelektrik doniistiiriiciiler; ultrasonik tomografi, nabiz 6lgiimleri, ton
Olctimleri, iiroloji, oftalmoloji, tip ve biyomiihendislik dahil ancak bunlarla sinirh

olmamak {izere endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmaktadir.

1.4.4.3.2. Ferroelektrik Ozellik

Ferroelektrik , piroelektriklik ve piezoelektrikligin bir alt kiimesidir. 1921 yilinda
Rochelle tuzunda bulunan ferroelektrikligin, ilk kesfinden bu yana suda ¢oziiniir
kristallerden oksitlere, polimerlere, seramiklere ve hatta sivi kristallere kadar ¢ok

cesitli malzemelerde ferroelektrik etki gézlemlenmistir.

Ferroelektik malzemeler, kristal yapisi yiiksek elektrik alan altinda ani olarak
kutuplanabilme yetenegine sahip olan malzemeler olarak tanimlanabilirler. Bir
ferroelektrikte spontan (dogal) dipol moment, harici bir elektrik alani uygulayarak
yeniden yonlendirilebilir. Bu grubun en bilinen iyeleri, baryum titanat (BaTiO3) ve
lityum niobattir (LiNbOg3). Ferroelektriklerin yaygin olarak kullanilmasinin temelini
olusturan en belirgin 6zellikleri, son derece yiiksek dielektrik gecgirgenlik, sicakliga ve
elektrik alanina ¢ok giiclii bagimliliklaridir [98]. Bu 6zellikteki malzemeler sensorler,
sicaklik diizenleyiciler/stabilizatorler, dogrusal olmayan kondansatorler,
elektromagnetik radyasyon alicilar1 ve radyo dalgalarindan goriiniir 1518a kadar frekans

araliginda calisan cihazlarda kullanilmaktadir.

1.4.4.3.3. Piezoelektrik Ozellik

Piezoelektrik ozellik, kristal simetriye sahip olmayan (anizotropik) malzemelerde
gbozlenen ve gerilme veya deformasyonun elektrik alanla olan iligskisi olarak
tanimlanabilir. Piezoelektrik malzemelerin iki ana islevi vardir. ilk islevi, mekanik
gerilime maruz kalan piezoelektrik malzemenin elektrik yiikii iiretmesidir. Diiz
piezoelektrik etki olarak adlandirilan bu davranisin tersi de gegerlidir. Yani elektrik
potansiyeli uygulanan malzeme mekanik degisime ugrar. Bu davranig piezoelektrik
malzemelerin ikinci islevi olan ters piezoelektrik etki olarak adlandirilmaktadir [99].

Her iki etkinin sematik gosterimi Sekil 1.12.”de verilmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/pyroelectricity
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Sekil 1.12. Piezoelektrik etki, a) polarizasyon, b), ¢) diiz piezoelektrik etki ve d), e), f)
ters piezoelektrik etki [99]

1.4.4.3.4. Polarizasyon

“Poling”, yeterince yiiksek elektrik alan1 uygulanarak malzemede polarizasyonun
tiretilmesi islemidir. Ferroelektrik bir malzemeye elektrik alani uygulandiginda,
mikroskobik ferroelektrik alanlar uygulanan alanin yoniinde kendilerini yonlendirirler.
Elektrik alan arttikga daha fazla alan yonlendirilir ve elektrik alan yeterince
yiikseldiginde neredeyse tiim alanlar aymi yonde olur. Bu durumdaki malzemeler
maksimum polarizasyona sahiptir [99]. Elektrik alan1 uygulanirken malzeme yiiksek bir
sicaklikta(gecis sicakligina yakin) tutulursa, alanlarin yonlendirilmesi kolaylastirilir.

Polarizasyon islemi asagidaki adimlari igerir:

1. Malzeme, gegis sicakligindan biraz daha diisiik bir sicakliga isitilir ve 0
sicaklikta tutulur.

2. Malzemeye yaklagik 2-3 saat boyunca yiiksek bir elektrik alan uygulanir. Tim
ferroelektrik alanlar elektrik alani yoniinde yonlendirilir ve malzeme doygunluk
polarizasyonuna ulasir.

3. Malzeme, elektrik alan agik tutularak oda sicakligina gelene kadar sogutulur.

Alanlar, yonlendirilmis durumda dondurulmus olarak kalir.
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4. Elektrik alan kapatilir. Malzeme, alanlarin ¢ogu ayni yonde olacak sekilde
maksimum polarizasyon durumunda kalir. Elektrik alandan ¢ikan malzeme

tekrardan eski haline donemez.

Sekil 1.13. Polarizasyon islemlerinin sematik gosterimi a) polarizasyondan 6nce
alanlarin rastgele yonelimi, b) elektrik alan ile yonlendirilen alanlar, c)
elektrik alandan sonraki kalici polarizasyon [99]

1.4.4.3.5. Piezoelektrik Malzemeler

Piezoelektrik etki sergileyen malzemeler ii¢ ana gruba ayrilir:
e Dogal ve sentetik piezoelektrik malzemeler
e Polarize piezoelektrik seramikler malzemeler

e Polimer piezoelektrik malzemeler

Dogal piezoelektrik malzemeler, kuvars, Rochelle tuzu, Turmalin grubu mineraller,
seker kamisi, emaye, kemik, sa¢ ve kauguk gibi bazi organik maddelerdir. 1935'ten beri
kuvarsin yerini alabilecek piezoelektrik kristaller iiretilmeye caligsildi. Amonyum ve
potasyum tuzlart (NH4H2P04 - ADP, KH2P04 - KDP), etilen diamin tartrat (EDT),
dipotasyum tartrat (DKT) ve lityum siilfat monohidrat (LH) gibi piezoelektrik kristaller
gelistirildi. Bu malzemelerden kuvars hari¢ cogu yapay kuvars, ferroelektrik kristaller
veya piezoelektrik seramiklerin  gelistirilmesi ve {iretimi nedeniyle artik

kullanilmamaktadir.

Ferroelektrik seramiklerin giiglii piezoelektrik ozelliklerinin kesfi, piezoelektrik
uygulamalarinda 6nemli bir adim oldu. Ferroelektrik seramikler gliniimiiz miihendislik

uygulamalarinda en yaygin kullanilan piezoelektrik malzemedir. Bunlar arasinda
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baryum titanat (BaTiO3) ve kursun zirkonat titanat (PZT) gibi polikristalin seramikler,
Ozellikle diisiik tretim maliyetleri ve sekillendirme kolayliklar1 nedeniyle en popiiler
malzemelerdir [100]. Ayrica olaganiistii piezoelektrik ve dielektrik ozellikler

sergilemeleri onlar aktiiator alaninda vazgecilmez kilmaktadir.

Piezoelektrik seramikler genellikle iki gruba ayrilir. “Sert” ve “yumusak™ katkili
piezoelektrik malzemeler, ferroelektrik ozelliklerine yani dipollerin veya alanlarin
hareketliligine, polarizasyon/depolarizasyon davranigina uygun olarak
isimlendirilmistir. “Sert” piezoelektrik malzemeler, sicaklik, elektrik alani ve stres ile
ilgili  o6zellikleri stabil olan malzemelerdir. Yiksek gili¢ ¢alistirma gerektiren
uygulamalarda kullanilirlar. “Yumusak” piezoelektrik malzemeler, algilama, ¢alistirma

veya her ikisi i¢in 6zellikleri gelistirilmis malzemelerdir [100].

En son kesfedilen piezoelektrik malzeme grubu PVDF filmlerdir (poliviniliden floriir).
1969 yilinda Japonya'da kesfedilen PVDF iki tipte olabilir: Piezo-polimer ve iki farkli

seramikten yapilmis kompozit malzemeler olan piezo-kompozitler.

1.4.4.3.6. Piezoelektrik Malzemelerin Kullanildig1 Yerler

Yapilan c¢aligmalarla birlikte gelistirilen piezoelektrik teknolojisi, piezoelektrik
malzemelerin kullanimini yayginlastirmaktadir. Az enerji tiiketimi ve hizli cevap verme
ozellikleri, piezoelektrik malzemelerin tercih edilmelerine neden olmustur.
Otomotivlerdeki hava yastif1 sensoriinden, bilgisayardaki disk siiriiciilere ve tibbi
alanlardaki ultrasonik goriintiileme sistemlerine kadar pek c¢ok yerde kullanilan
piezoelektrik malzemelerin kullanim alanlar1 sensorler, aktiiatorler, iiretegler ve

transdiiserler olarak dort baslik altinda toplanabilir.

1.4.4.3.6.1. Sensor ve Aktiiator

Sensor, 1s1, nem, ses, basing, kuvvet, uzaklik, ivme ve pH gibi fiziksel ya da kimyasal
biyiikliikleri elektrik sinyallerine ¢eviren diizeneklerin genel adidir. Piezoelektrik
sensorler ise basing ve ivmedeki degisiklikleri o6lgmek ve elektriksel sinyale
doniistiirmek icin piezoelektrik etkiyi kullanan cihazlardir. Bu sensdrler mekanik

enerjiyi elektrik enerjisine (dogrudan piezoelektrik etki) doniistiirtirler.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Is%C4%B1
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Mesafe
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Piezoelektrik aktiiatorler, elektrik enerjisini piezoelektrik etkiye dayanan mekanik bir
yer degistirmeye veya strese doniistiiren transdiiserlerdir. Aktiiatorler, ters piezoelektrik

etki ile calisirlar.

P
’A Sensor
@ —
=
- — Aktiiator
@

Sekil 1.14. Sensor ve aktiiator [102]

Piezoelektrik aktiiatorlerin sagladigi hassas hareket kontrolii sayesinde sistemlerde
kullanilan  lensler, aynalar veya diger ekipmanlar hassas bir sekilde
ayarlanabilmektedir. Hidrolik valfleri kontrol etmede, hareket veya kuvvet gerektiren
uygulamalarda, kii¢iik hacimli pompa veya motor kontrollerinde kullanilabilir. Ayrica
piezoelektrik aktiiatorler ¢ok az 1s1 verdiginden ve enerjik bir durumda calisirken
neredeyse hic¢ gii¢ tilketmediginden, otomotiv ve savunma uygulamalarindan bilimsel
enstrimantasyon ve ultrasonik makine kontrollerine kadar genis bir endiistri

yelpazesinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

1.4.4.3.6.2. Uretec

Piezoelektrik tiretegler, mekanik enerjiyi elektrige doniistiirerek gerilim tretirler.
Birgogumuzun giinliik olarak kullandig1 basmali ¢gakmaklar ve gazli barbekii 1zgaralar
piezo iireteglerin iki yaygin uygulamasidir. Bu uygulamalarda bir diigmeye basilmasi,
tek katmanli piezoelektrik seramiklere mekanik bir kuvvet uygulanmasina neden
olur. Seramik eleman, piezoelektrik etkinin bir sonucu olarak yakit kaynagmin
tutusmasina neden olan bir voltaj tiretir. Piezoelektrik atesleme sistemleri kiigiik, basit,

uzun omiirlii ve az bakim gerektirir [103].


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/piezoelectric-effect
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Cok katmanli bir piezo iireteci tarafindan tretilen elektrik enerjisi, tek katmanli bir
piezo iireteci tarafindan iiretilene gore ¢ok daha diisiik voltajdadir. Fakat ¢ok katmanli
bir iirete¢ tarafindan fiiretilen akim, tek katmanli bir piezoelektrik iirete¢ tarafindan
tiretilen akimdan daha yiiksektir. Elektromanyetik girisim olusturmayan ¢ok katmanl
piezo tiretegleri, elektronik devreler igin kati hal pilleri olarak kullanilmaktadir. Ayrica
cephaneler ve otomobillerdeki lastik basincini izleyen sensorler gibi kablosuz sensorler

icin enerji kaynagi olarak piezoelektrik iiretecler tercih edilmektedir.

1.4.4.3.6.3. Trandiiser

Piezoelektrik transdiiserler, elektrik enerjisini mekanik enerjiye ya da mekanik enerjiyi
elektrik enerjisine doniistiir. Piezoelektrik transdiiserler, yiiksek frekans tepkisi,
hassasiyeti, saglamligi ve kii¢iik boyutlarindan 6tiirii avantajlidir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 ivmedlgerlerde, mesafe oGlgerlerde, titresim alicilarinda, sismografta, otomotiv
motor bloklarindaki patlamalar1 tespit etmede, tibbi tedavilerde ve endiistriyel isleme

ekipmanlarinda kullanilmaktadir.

1.5. Kuvars Kristal Mikrodenge

Piezoelektrik temelli tespit platformlarindan birisi de ticari olarak mevcut olan ve klinik
uygulamalarda da kullanilan Kuvars Kristal Mikrodenge (Quartz Crystal Microbalance
(QCM)) sistemidir. QCM, sensor yiizeyine baglanan analitlerin neden oldugu rezonans

frekansindaki degisimlerin (Af) dlciilmesi prensibine gore calisan cihazlardir.

Nanogram seviyesindeki kimyasal bilesikleri tespit edebilen bir kiitle dl¢limii yontemi
olan QCM, piezoelektrik oOzelliktedir. QCM sensorii, 5-30 MHz araligindaki temel
rezonans frekansina sahip olarak iiretilmis kuvars plaka olan bir ¢ekirdek ve bu kuvars
plakay1 saran iki adet elektrottan olugsmaktadir. Bu elektrotlar genellikle hava igerisinde
okside olmayan altin metalinden yapilmaktadir. Kuvars materyalin piezoelektrik
ozelliklerinden dolay1 bu elektrotlar arasindaki alternatif bir voltaj, kristalin mekanik
salinimlarma yol agar. Bu salinimlar ¢ok kararlidir. Bir madde kuvars kristali yiizeyine
yerlestirilirse, titresim frekansi kiitle miktarina orantili olarak degisir [104]. Kuvars
kristali, hibridizasyon isleminden kaynaklanan kiitle degisikliklerini frekans

degisimlerine doniistiiren bir sinyal donistiiriici olarak kullanilmaktadir. Farkl
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kaplamalar ile QCM’in seg¢iciliginin kontrol edilebilmesi bu sensorleri ¢ok yonlii hale

getirmektedir.

Kuvars Plaka

N
=

Altm Elektrot

Baglanti —

Sekil 1.15. QCM sensor [105]

QCM, gercek zamanli izlemeye izin veren, diisiik maliyetli, hacim agisindan kompakt,
kolay tasinabilir, hassasiyeti yiiksek ve nanogram seviyesindeki diisiik algilama limiti

acisindan oldukga avantajhdir.

1.5.1. Kuvars

Kuvars, saf silisyum dioksit kristallerine verilen addir. Kimyasal formiilii SiO; olup, %
46,5 silisyum ve % 53,3 oksijen igermektedir. Hem kimyasal hem de mekanik
ayrismaya karst dayanikli olan kuvars taginin icerisinde kati eriyik halde lityum,
sodyum, magnezyum ve aliminyum elementleri bulunmaktadir. Kuvars genellikle
saydam ve renksiz olsa da farkli maddelerle olan birlesimi sonucu mor, siyah gibi farkh

renklerde de karsimiza ¢ikmaktadir [106].

Kuvars dogal olarak olusan ilk piezoelektrik malzemedir. Diiz ve tersinir piezoelektrik
etki Ozelliklerini gosteren kuvars, ilizerine uygulanan basin¢ sonucundan ylizeyinde

elektrik gerilimleri olusturmaktadir.
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Sekil 1.16. Kuvars kristali [107]

Kuvars, kolay bulunabilmesi ve kendisine 6zgii 6zellikleriyle endiistri ve sanayide genis
bir kullanim alanina sahiptir. Endiistride en ¢ok kullanildigi yerler, cam-seramik
hammaddesi olarak, elektronik ve optik endiistrisi olarak siralanabilir. Optik ve
elektronik sanayinde kullanilan kuvars kristallerinin % 99.99 oraninda SiO; igermesi

istenmektedir.

QCM cihazinda, akustik dalganin kristal yilizeyine dik bir yonde ilerleyebilmesi i¢in
kuvars kristal plakanin kristal eksenlerine gore belirli bir yonde kesilmesi gerekir. QCM

uygulamalarinda genel olarak AT kesim kuvars kristali tercih edilmektedir.

Sekil 1.17. a) Kuvars kristalinin eksenlerinin belirlenmesi, b) AT kesim kuvars kristali
[108]


https://www.tesisat.org/aydinlatma-teknolojileri-led-gun-isigi-ve-fiber-optik.html
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1.5.2. QCM’in Calisma Prensibi

Piezoelektrik etki, kristal simetriye sahip olmayan kristallerde olusmaktadir. Kristale
basing uygulandiginda Kristal kafes, kristalin molekiillerinde bir dipol
momenti olusacak sekilde deforme olur. Yani piezoelektrik 6zellikteki kristal mekanik
bir kuvvetle sikistirildiginda veya gerildiginde, yiizeyi elektrik yiikii iiretmektedir.
Mekanik kuvvet geri alindiginda ise kristal denge durumuna doner ve elektrik yiikii yok
olur. Bu duruma piezoelektrik etki denilmektedir. Bunun tersi de miimkiindiir. Kristale

elektriksel yiik uygulandiginda kristalde mekanik degisme goriilmektedir.

Bircok kristal tiirii piezoelektrik etki gosterir fakat kuvarsin elektriksel, mekanik ve
kimyasal 6zellikleri onu analitik uygulamalarda en yaygin kullanilan kristal tiirii haline
getirmektedir. Kuvars kristal yiizeyi, kimyasal bir malzeme ile kaplanarak islevsel hale
getirilir ve kimyasal sensor olarak kullanilabilir. Kuvars c¢ekirdege sahip olan ve
piezoelektrik 6zellik gosteren Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) sensorleri kimyasal

sensOr olarak kullanilmaktadir.

QCM sensorleri, kuvars g¢ekirdeginin her iki tarafinda elektrotlar bulunduran ince
kuvars disklerdir. Kuvars kristali, piezoelektrik madde oldugundan iki elektrot arasina
bir voltaj uygulandiginda kristalde bir yer degistirme meydana gelir. VVoltaj uygulamasi
devam ettikge kristalde rezonans salinimi uyarilabilir. Bu durum, Sekil 1.18. 'de
gosterildigi gibi iist elektrot alt elektroda zit yonde hareket ederek kuvars kristalinde bir
dalga olusturulabilecegi anlamina gelmektedir. Sensdriin yiizeyindeki kiitle artigt devam
ettikge dalga bu katmana yayilir ve rezonans frekansi degisir [109]. Kisacasi QCM,
sensOr yiizeyine baglanan analitlerin neden oldugu rezonans frekansindaki degisimlerin

(Af) dlctilmesi prensibine gore ¢alisan cihazlardir.

Rezonans, tek sayili overtonlara veya harmoniklere karsilik gelen daha yiiksek
frekanslarda da uyarilabilir. 5 MHZ'lik bir kristalin ayrica 15 MHz, 25 MHz, 35 MHz'de
tonlar1 vardir. Kuvarstaki akustik dalganin hizi sabit oldugundan, yiizeysel yer
degistirme her ardisik ton igin azalir. Bu farkli harmonikler, sensor yiizeyindeki ince

tabaka hakkinda farkli bilgiler edinmemizi saglamaktadir.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/dipole-moment
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/dipole-moment
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Meatwork
| Analyser

Sekil 1.18. Temel ve 3. harmonik frekansinda rezonans salinim yapan bir kuvars kristal
Sensoriiniin sematik diyagrami [109]

QCM kristaline, yliksek akimli ve alternatif elektrik alan uygulandiginda rezonans
frekansinda salinim yapmaktadir. QCM sistemindeki kiitle degisimini algilama
hassasiyeti, kristaldeki toplam kiitle izerinde meydana gelen osilasyon frekansina bagl
olarak ortaya ¢ikar. Sistemde elektronik bir devreye bagli olan kuvars rezonatorii, bir
numune c¢ozeltisi ile etkilestiginde rezonans frekansinda kiitle degisiminden
kaynaklanan bir degisim meydana gelir. Kiitle degisiminin neden oldugu frekans
degisikligi Sauerbrey tarafindan ag¢iklanmistir. Sauerbrey, QCM teknolojisinin
potansiyel kullanigliligint  tantyan ve QCM elektrotlarinin  yiizeyindeki Kkiitle
degisikliklerine kars1 son derece hassas oldugunu gosteren ilk kisidir. Sauerbrey, yaptigi
calismalar sonucunda QCM celektrot yiizeyindeki birim alan bagina kiitle degisimini,
kristalin salimim frekansinda goézlenen degisiklikle iliskilendirmis ve bu dogrultuda
Sauerbrey denklemini olusturmustur [110].

Sauerbrey denklemi:

—24mf,°>  —=2f2
Af =240 - Z 2o Ap
AJpPqlq  AJPqlq

Burada,
fo = kristalin temel rezonant frekansi,

A = clektrotlar arasinda kalan aktif kristalin alan,



pq = kuvars yogunlugu,
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Ug = AT-kesim kristal igin kuvarsin kayma genligi,

Af = Frekans degisimi,

Am = Kiitle degisimidir.

Sauerbrey denklemi, sensér yiizeyine baglanan malzemenin kiitlesi kuvars kristalinin

kiitlesinden ¢ok daha kiiciik oldugunda ve malzeme rijit, elastik ve sensér yiizeyi

tizerinde esit olarak dagildiginda gecerlidir.

1.5.3. QCM Uygulamalari ve Piezoelektrik Sensorler ile Yapilan Calismalar

QCM sistemlerin, taniyict boliimiinlin ucuz ve kiiciik olmasi, kullanim kolayligi, ¢cok

kiigiik konsantrasyonlarda 6rnek ile calismaya izin vermesi, spesifikligi, yerinde 6l¢iim

olanag saglamasi, tekrarlanabilirligi ve yliksek hassasiyeti gibi avantajlarindan dolay:

farkli sektdrlerde kullanilabilmektedir. Ozellikle son zamanlarda QCM sitemlerin

kullanimi oldukca artmastir.

Tablo 1.5. Kuvars kristal mikroterazinin kullanim alanlari

Kullanim Alam

Kullanim Sekli

Biyoteknoloji

Yiizeylerin biyo-uyumlulugunda

DNA ve RNA’nin tamamlayici dizilerle
etkilesimi

Bakteri, viriis, memeli hiicresi tespitinde
Immobilize edilmis reseptdrler tarafindan

protein ligandlar1 tanimada

Islevsel Hale  Getirilmis

Yiizeyler

Lipit membranlar
Polimer kaplamalar
Ince film olusumu
Reaktif yiizeyler

Gaz sensorler

[la¢ Arastirmalar

[lacin dagitiminda
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e Polimer kaplamalarin eritilmesinde

e Ilaclarin molekiiler etkilesimde

Elektrot Yiizeyleri e Yiizeyler arasi islemlerin elektrokimyasi

Piezoelektrik kristallerin, ilk analitik uygulamasi 1964 yilinda King tarafindan rapor
edilmistir [111]. Yapilan ¢alismada, buharlarin ve gazlarin bilesimini tespit etmek ve
O0lecmek icin kaplanmis piezoelektrik kuvars kristallerinin kullanimi hakkinda bilgi
sunulmaktadir. Bu ¢alismadan sonra hidrokarbonlar1 tespit edebilen bir piezoelektrik
dedektor gelistirilerek ticarilestirilmis, organik buharlar, ¢evre Kkirleticileri ve

kromatografi dedektdrleri i¢in birgok gaz fazi detektoriiniin gelistirilmesini saglamistir.

Ilk piezoelektrik immiinosensdr, Shons ve arkadaslari tarafindan 1972 yilinda
gelistirilmistir [112]. Cozeltideki antikor aktivitesinin belirlenmesi igin tasarladiklar
sensoriin, yiizeyinde gergeklestirdikleri islemleri frekans kaymasi ile takip etmisler ve
Kristalin frekans kaymasi ile Ol¢iilen antikor katmanmin kalinliginin, ¢ozeltideki
spesifik antikorun konsantrasyonu ile orantili oldugu sonucuna ulagmislardir.
Gelistirdikleri  bu teknik, antikor aktivitesinin analizinin hizli bir sekilde

gerceklestirilmesini saglamistir.

Fawcett ve arkadaslari, tek sarmalli DNA’y1 kuvars kristalleri iizerine immobilize
etmisler ve hibridizasyon isleminden sonra kristal yiizeyindeki kiitle degisimini takip
etmislerdir. DNA tespiti i¢in ilk piezoelektrik biyosensdr kullanimi bu ¢aligma ile
gerceklestirilmigtir [113]. Yapilan bu ¢alismadan yaklasik 10 yi1l sonra kuvars kristali
mikroterazi (QCM) sensor kullanilarak DNA ve RNA tespiti {izerine yapilan

arastirmalar artmuistir.

1996 yilinda Ito ve arkadaslari, DNA hibridizasyon reaksiyonlarinda QCM'nin
kullanilmasini ve hareketsizlestirilmis prob miktari ile hibridize hedef arasindaki iliskiyi
incelemislerdir [114]. Hem hareketsizlestirilmis prob miktarinin hem de hibridize hedef
miktarinin pH durumuna bagli oldugunu savunan arastirmacilar, QCM iizerindeki

problarin yogunlugunun da etkili hibridizasyon i¢in 6nemli oldugunu ifade etmislerdir.

Xiao-Li Su ve arkadasi, Salmonella Typhimurium patojeninin tespit edilmesi igin

rezonans frekansi ve hareket direncinin eszamanli Ol¢limlerini alan kuvars kristal
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mikroterazi (QCM) immiinosensorii gelistirmiglerdir [115]. Calisma sonucunda,
QCM'in rezonans frekans1 ve hareket direncindeki (A Fve AR) degisikliklerin
Salmonella Typhimurium patojeninin tespiti i¢in 6nemli oldugu, statik kapasitans,
hareket  kapasitanst ~ ve  hareket  endiiktansindaki  degisikliklerin ise

Salmonella Typhimurium patojeninin tespiti i¢in dnemsiz oldugu goriilmiistiir.

Vivian CH Wu ve arkadaslari, E. coli O157: H7 patojeninin gercek zamanli tespiti i¢in
bir DNA piezoelektrik biyosensorii tasarlamiglardir. Gelistirdikleri QCM sistemini,
PCR ile c¢ogaltilmis gergek Orneklere ait DNA'lar1 tespit etmek igin kullanan
arastirmacilar, tasarladiklar1 DNA piezoelektrik sensoriiniin, E. coli O157: H7
patojeninin  tespitinin yan1 sira gida, su ve klinik numunelerdeki diger

mikroorganizmalarin tespit edilmesinde de kullanilabilecegi savunmaktadirlar [116].

Bagka bir ¢alismada arastirmacilar, 11-merkaptoundekanoik asit (MUA) ve 1-dekanetiol
(DCT) modifiye edilen altin nanopartikiillerin (AuUNP) yiizeylerindeki degisimleri takip
etmek icin QCM ile bir model gelistirmisler [117] ve bu gelistirdikleri QCM
sistemini, plazma-optik emisyon spektrometrisi ve mikro bilgisayarli tomografi ile

karsilastirmislardir.

Yanbin Li ve arkadasi, E. coli O157: H7'nin hizli ve hassas tespiti {izerine yaptigi
caligma sonucunda MHDA-SAM temelli piezoelektrik bir immiinosensor tasarlamistir.
QCM sensor ile gergeklestirdikleri bu ¢alismada, MHDA, EDC / NHS ve antikor i¢in
elde ettikleri yiizey kaplamalarii sirasiyla 0,240, 0,095, ve 0,314 pg/cm 2 olarak
aciklayan arastirmacilar, bu immiinosensoriin, 30 ila 50 dakika i¢inde, 10° -10° CFU /

ml araliginda hedef bakterileri tespit edebildigini ileri siirmiislerdir [118].

Xiaofan ve arkadaslar1 yaptig1 calismada, MHDA, EDC ve NHS ile sensor yiizeyini
modifiye ederek E. coli bakterisinin tespiti igcin QCM aptasensorii gelistirmeye
calistimiglardir [76]. E. coli bakterisinin farkli konsantrasyonlarinda da yiiriitiilen
calisma da tasarlanan sistemin tespit siiresi 50 dakika, tespit limiti ise
1.46 x 10° CFU/ml olarak agiklanmustir.

Soylu ve arkadaslari, genetik tespitte yiizey kaplamasinin etkisini incelemek i¢cin QCM
sensOr kullanmiglardir. Arastirmacilar, yiizey modifikasyonu uyguladiklari kristalin

tDNA tespitindeki basarisi ile ylizey modifikasyonu uygulamadiklar: kristalin tDNA
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tespitindeki basarisin1 karsilagtirarak yiizey modifikasyonu ile yapilan genetik tespitin

daha basarili oldugunu savunmuslardir [126].

1.6. Calismanin Ozgiin Degeri

Yapilan tez calisma ile;

- Escherichia coli bakterisinin, piezoelektrik bir sensér olan QCM ile tiikiiriik
numunesi igerisinde genetik tespiti amaglanmistir.

- DNA izolasyonuna, piirifikasyonuna ve amplifikasyonuna ihtiya¢ duymadan
tespit islemi gergeklestirebilecek sekilde sistem kurgulanmistir.

- Erken teshiste 6nemli bir viicut sivisi olan tiikiiriik numunesi ile hasta ve saglik
personeline bulasabilecek enfeksiyon riskinin azaltilmasi, hasta konforunun da
goreceli olarak artirilmasi planlanmastir.

- Salgimlara ve oliimlere sebep olan E. coli bakterisinin tespit siiresi kisaltilip
erken tani1 ile gerekli tedavi islemlerine ivedilikle baslanabilmesi hedeflenmistir.

- Antibiyotik direnci giin gegtikge artan E. coli bakterisinin, hizli bir sekilde tespit
edilmesi antibiyotik direnglerinin saptanmasi, dogru antibiyotik tedavisinin
Oniinli acarak, enfeksiyondan kaynaklanan morbidite ve mortalite oranlarini
diistirecektir.

- Tasarlanan sistem ile E. coli bakterisinin tespitinde kullanilan hali hazirdaki
ticari yontemler kiyaslandiginda, o yontemlerin maliyeti, zaman alic1 olmasi,
deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi, sigorta kuruluslart veya hastalarin
lizerine yiikledigi mali yiik hususlarinda tez caligmasinda Onerilen sistem
oldukca avantaj saglayacaktir.

- Tasarlanan tespit sisteminin ticari klinik diyagnostik tespit araglarinin hassasiyet
seviyesine ulagmasi, yerinde, hizli ve giivenilir olmasi ile gerek E. coli gerekse
diger mikrobiyolojik  bakterilerin patojenik ve toksijenik tiirlerinin

incelenmesinin Onii agilacaktir.



2. BOLUM

YONTEM ve MATERYAL

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Etil Alkol (Merck: 1117272500)

Saf Su (Erciyes Universitesi Cevre Miihendisligi laboratuvarindan temin edildi.)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Merck: 8220500100)

Hidrojen Peroksit (Merck(% 35): 10860001000)

Potasyum Hidroksit (Merck: 1050331000)

Siilfiirik Asit (Sigma Aldrich: 30743)

7) Biiyiikbas Serum Albiimini (Bovine Serum Albumin (BSA)) (Sigma Aldrich:A2153)

8)

Fosfat Tamponlu Serum (Phosphate Buffered Saline (PBS)) (Chembio)

PBS, insan tiikiiriigiine benzer ortam olusturabilmek i¢in kullanilmustir. Icerisine ek

olarak kalsiyum ve magnezyum ilave edilmis ve pH’1t 7,2 olacak sekilde temin

edilmistir.

9)

11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) (Sigma Aldrich: 450561-5G)

O
HSCHE(CHE)BCHEJJ\OH

Sekil 2.1. MUA yapis1
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Kapal1 Yapis1t = HS(CH3)10CO2H

10) (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPS) (Sigma Aldrich: 175617)

OCHz
OCHg3;

Sekil 2.2. MPS yapis1

Kapal1 Yapist = HS(CH3)3Si(OCHj3)3

11)  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) (Sigma
Aldrich: 03450-5G)

CHg

_N_~__N=C=N__CH;z +HCI
HaC

HsC_+
HaC—N Ccl”
HsC™ >N~ >N
H

Sekil 2.3. EDC yapisi

Kapal1 Yapis1 = CgH17N3 - HCI1

12) N-Hydroxysuccinimide (NHS) (Sigma Aldrich: 130672-5G)



Kapali Yapis1 = C4HsNO3

2.1.2. Sentetik DNA’lar

oA <o

\
OH

Sekil 2.4. NHS yapisi

Sentetik DNA’lar Sentegen firmasindan temin edilmistir.
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Tablo 2.1. Sentetik DNA’lara ait 6zellikler

pDNA tDNA
Baz Sayisi 20 20
Baz Dizilimi 5-ATTGGCGACGTTCATGGTTG-3* | 5-CAACCATGAACGTCGCCAAT-3’
Molekiil Agirhg 6637.1 6055
Modifikasyon Amin Yok

Saklama Kosullari

+4° C’de saf su igerisinde

+4° C’de saf su igerisinde

Erime Sicakhgi

51.8°C

51.8°C

2.1.3. Cihaz ve Ekipmanlar

Yapilan deneyler ve dl¢limler esnasinda kullanilan cihazlar asagidadir.

1) Kauartz Kristal Mikrodenge (QCM) cihazi — Referans Kimya — eQCM 10M
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Sekil 2.5. QCM cihazi

¢QCM cihaz1 3 kisimdan olugsmaktadir. Bunlar flow (akis) modiilii, elektronik {inite,
hiicre platformu dur. Cihazda sensor olarak 5 MHz, 14 mm ¢apli, parlatilmig, AT-

kesimli, altin elektrotlar kullanilmaktadir.

Cihazn sividaki maksimum kiitle hassasiyeti, 0,1 ng/cm? (5 pg/mm?) olarak

katalogunda yer almaktadir.
2) Karistirict (Vorteks) - Stuart

3) Hassas Tart1 — Radwag

4) pH-metre — MilWaukee

5) Peristaltik Pompa — Longer Pump
6) Isitic1 — IKA CMAGHS7

7) Altun Kaplamali Kristal Sensor - Qsense

2.1.4. Kullanilan Deney Diizenegi

Yapilan deneylerde hazirlanan soliisyonlar peristaltik pompa ile hiicreye aktarilmas,
hiicreden ¢ikan soliisyonlar tekrar degerlendirilmek iizere soliisyonun verildigi kaba
aktarilmistir. Deneylerin ¢ogu asamasi (MUA, MPS, EDC/NHS, pDNA, BSA, tDNA
asamalar1) bu sekilde kapali dongii igerisinde gergeklestirilmistir. Baz1 deney asamalari
ise (sensoOr yiizeyinin temizlik asamalar1) agik dongii seklinde gerceklestirilmistir.

Peristaltik pompa araciligiyla hiicreye gonderilen soliisyonlar etkilesim olusturmamasi
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icin soliisyonun olmadigi diger bir kaba aktarilarak bir daha kullanilmamistir.

Deneylerde kullanilan diizenek Sekil 2.6.’de verilmistir.

| ) q

S Peristaltik
Pompa

QCM Tespit |

Hiicresi

Soliisyon

Sekil 2.6. Deney diizenegi

2.2. Metot

Bu tez ¢alismasinda, E. coli bakterisine ait tDNA’lar1 tespit edebilmek i¢in iki farkli

metot denenmistir.

Tablo 2.2. Yiizey modifikasyon metotlari

Metot Tiyol Grup Baglayici Reseptor Analit
Metot 1 MUA EDC/NHS pDNA tDNA
Metot 2 MPS EDC/NHS pDNA tDNA

Metot 1’de sensor yiizeyi 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) kimyasal kaplama
ajanina maruz birakilmis ve sensor yiizeyinde -COOH fonksiyonel gruplari (karboksilik

asit ile islevsellestirilmis SAM'lar) olusturulmustur. Tiyol ile kristalin altin ylizeyinin
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baglantis1 saglandiktan sonra ara baglama ajan1 olarak EDC/NHS (1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]carbodiimidehydrochloride/N-hydroxisuccinimide)  kullanilmis

ve sensOr yiizeyi, amin reaktif pDNA immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

Metot 2’de ise sensor yiizeyi ilk olarak 3-Mercaptopropyltrimethoxysilane (MPS)
kimyasal kaplama ajanina maruz birakilmistir. MPS kaplama isleminden sonra kaplama
tizerinde kalan serbest niikleofilik hidroksil gruplarini, amin reaktif hale getirebilmek
icin EDC/NHS ara baglanma ajan1 kullanilmigtir. EDC’nin elektrofilik karbodiimidleri
kaplama iizerinde kalan serbest niikleofilik hidroksil gruplar1 ile reaksiyona girer [128].
Boylece sensor yiizeyi amin reaktif olarak islevsellestirilmis ve amin aktif pDNA

immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

Bu asamalar1 takiben her iki metot i¢in deney prosediirii ayni sekilde devam ettirilmistir.
Target DNA’y1 (tDNA) tespit edebilmek i¢in sensér yiizeyine immobilize edilen prob
DNA (pDNA) asamasindan sonra spesifik olmayan baglantilari 6nlemek i¢in Biiyiikbas
Serum Albiimini (BSA) soliisyonu uygulanmistir. Son asamada ise model tiikiiriik
icerisinde hazirlanan tDNA soliisyonu, altin yilizeye uygulanarak tespit islemi

tamamlanmuistir.

2.2.1. QCM Sensor Temizligi

Yiiksek kaliteli tiyol altin temelli kendiliginden diizenlenen tabakalar (SAM) elde
edebilmek i¢in altin yiizeyin iyi temizlenmesi gerekmektedir. Bu amagla, oksidatif ve
indirgeyici on temizleme islemleri ile tekrarlanabilir altin ylizeylerin hazirlanmasi i¢in
bazi yontemler Onerilmektedir. Piranha ¢ozeltisi, ultraviyole-ozon, oksijen plazmasi,
elektrokimyasal oksidasyon gibi geleneksellesmis yontemler ile okside edilen altin
yiizey pozitif yiik ile yiiklenmektedir. Oksitlenmis altin yiizeyler etanol igine
daldirildiktan sonra kimyasal olarak sifir duruma (metalik altin) indirgenmektedir
[119].

QCM tespit hiicresi mekanik parcalara ayrilarak temizlendi. Ayirilan her bir parga etil
alkol ve saf su ile yitkandi. QCM sensor temizligi igin her kullanimdan 6nce piranha
soliisyonu (% 33 Saf Su + % 33 Siilfiirik Asit + % 33 Hidrojen Peroksit) hazirlandi.
Belirtilen kimyasallar karisim oraninda eklenerek 1 ml’lik piranha soliisyonu elde

edildi. Daha sonra hazirlanan soliisyon behere alindi ve QCM sensor 5 dakika boyunca
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sollisyona maruz birakildi. Organik temizligi yapilan QCM sensor, once saf su daha

sonra etil alkolden gecirilerek tespit islemine hazir hale getirildi.

2.2.2. Yiizey Modifikasyonu

Calismadaki amacimiz E. coli bakterisinin genetik tespitini saglamaktir. Bunu
gerceklestirmek i¢in QCM sensor yiizeyi genetik tespitine uygun olarak hazirlanmalidir.
Analiz edilecek maddeye spesifik bir kristal yilizeyi olusturmak icin QCM sensoér yiizeyi
cesitli yiizey modifikasyon teknikleri kullanilarak kaplanmaktadir. QCM’e dayali DNA

hibridizasyon ¢alismalarinda kullanabilecegimiz 2 farkli yol mevcuttur:

Bunlardan ydntemlerden biri; altin ylizeye dogrudan tiyol gruplari igeren probun
tutturulmasidir. Tiyol gruplarinin altina olan duyarliligi bilinmektedir. Tiyol ile aktif

edilmis pDNA’lar1 altin yilizeye tutturularak biyosensor olusturabiliriz [120].

Diger yol ise sensor yiizeyini bir kaplama ajaniyla kaplayarak aktive edilmis DNA’ya
uygun bir ylizey saglamaktir [121]. Bu tabakanin olusturulmasi i¢in farkli kimyasal

kaplama ajanlari kullanilabilmektedir.

2.2.2.1. MUA ve MPS Kaplama

Spesifik olmayan etkilesimlerin en aza indirilmesi, DNA tespitinin kalitesi ve
hassasiyeti icin kristal ylizeyin kendiliginden diizenlenen tabakalarla (SAM) diizgiin bir
sekilde islevsellestirilmesi oldukca Onemlidir.  Altin yilizeylerde kararli baglar
olusturmast ile bilinen tiyol (-SH) gruplar1 yiizey modifikasyonlarinda siklikla tercih

edilmektedir.

Tiyol gruplar1 altina olan duyarliliklar: ile bilinmektedir. Bir tiyol grubu, substrat ile
giiclii bir kovalent bag olusturan kiikiirt u¢ grubu, Van der Waals etkilesimleri ile
SAM’i stabilize eden hidrokarbon zinciri ve farkli islevlere sahip olabilen (-COOH, -
OH, -NHy) son gruptan olusmaktadir [122]. Bu tez ¢alismasinda sensor yiizeyinin
modifikasyonu i¢in 11-Merkaptoundekanoik asit (MUA) ile 3-Mercaptopropyl-

trimethoxysilane (MPS) kimyasal kaplama ajanlar1 kullanilmastir.

MUA kimyasal kaplama ajaninin igerdigi tiyol gruplart (-SH) altin elektrot ile
etkilesime girerek elektrot yiizeyinde karboksilik asit (-COOH) ile islevsellestirilmis
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SAM'lar olusturulmustur. Karboksilik asit ile islevsellestirilmis kendiliginden
diizenlenen tabakalarin olusumu, Sekil 2.7.’de verildigi gibi ilk olarak S-H baginin
kirilmas1 daha sonra ise Au (altin)-S baginin olusmast seklinde iki adimda

gerceklesmektedir [119].
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Sekil 2.7. MUA kaplamanin yiizey ile etkilesimi (Metot 1)

Iki fonksiyonel gruba sahip MPS kimyasal kaplama ajaninin, altin yiizeye kaplanmasi
hidroliz ve yogunlasma olmak iizere iki basamakta gerceklesmektedir. Ilk asama olan
hidroliz reaksiyonu, silan grubunun bir silanol ile yer degistirmesine, ikinci agama olan
yogunlagma reaksiyonu ise iki silanoliin bir Si-O-Si bagi olusturmasina dayanmaktadir
[127]. pH’a olduk¢a duyarli olan MPS, diisiik pH’ta hidroliz reaksiyonunu, yiiksek
pH’ta ise yogunlagma reaksiyonunu gergeklestirmektedir. Bu iki reaksiyonun basarisi,

MPS’in konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir.
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Sekil 2.8. MPS kaplamanin yiizey ile etkilesimi (Metot 2)

2.2.2.1.1. MUA ve MPS Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlarinin, muhafaza kosullar1 2-8°C oldugu i¢in
deney anma kadar buzdolabinda muhafaza edildi. Soliisyon hazirlamadan Once

kimyasallar, dolaptan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi i¢in beklenildi.

Metot 1 igin, 1 ml etil alkoliin igerisine 0,7 mg MUA eklendi ve 1 dakika boyunca
karistirict (Vorteks—Stuart) ile karistirilarak MUA soliisyonu hazirlandi. Metot 2 igin, 1
ml etil alkoliin igerisine 5 ul MPS eklendi ve 1 dakika boyunca karigtirilarak MPS
soliisyonu (pH=4,5) hazir hale getirildi.

MUA ve MPS prosediiri uygulanmadan Once yiizeyleri piranha soliisyonu ile
temizlenen sensorlerin ilk frekanslar1 kaydedildi. Daha sonra sensor yiizeyleri,
hazirlanan MUA ve MPS soliisyonlar1 icerisinde bir gece boyunca, oda sicakliginda
bekletilerek ylizey modifikasyonlar: gergeklestirildi. Sensor yiizeylerinin MUA ve MPS
kaplama sonundaki frekanslar1 kaydedildikten sonra sensor yiizeyleri ilk once etil alkol
ile daha sonra saf su ile yikandi. Altin ylizeye baglanmayan MUA ve MPS, yikama
asamasinda sensor yiizeylerinden temizlendi. Bu islemlerin ardindan, karboksilik asit

ve hidroksil gruplart ile islevsellestirilmis kristaller elde edildi.

Sensor yiizeylerinin MUA ve MPS kaplama islemindeki, rezonans frekans degisimini
belirlemek i¢in soliisyon uygulanmadan Once alinan frekans degerleri ile sollisyon
uygulandiktan sonra alinan frekans degerleri karsilastirildi. Bu iki deger arasindaki fark

incelendiginde rezonans frekansinda, MUA ve MPS kaplamadan kaynaklanan azalma
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gozlemlenmistir. Bu durum yiizey modifikasyonunun ilk asamalarinin basar1 ile

gergeklestigini gostermektedir.

Iki metot igin ayr1 ayr1 gerceklestirilen deney prosediirleri ii¢ tekrarli olarak yapilmis ve
teyit edilmistir. Yiizey modifikasyon asamasina ait MUA ve MPS kaplama verilerinin
ortalamalar1 alindiktan sonra olusturulan veri setlerine uygun egri uydurma islemi
yapilmistir. Egri uydurma islemi ile veri setlerindeki aykir1 veriler ve giiriiltii verileri

bastirilmistir.

Metot 1 ve Metot 2 olarak yiiriitiilen iki farkli deney prosediirii icin MUA ve MPS

kaplamadan sonra ger¢eklestirilen tiim deney prosediirleri ayni sekilde yliriitiilmiistiir.

2.2.2.2. EDC / NHS Kaplama

Amin gruplariyla kovalent bag olusturmak icin karboksil gruplarinin aktivasyonunda en

yaygin kullanilan ve kabul edilen yontem, EDC/NHS kimyasidir.

1-Etil-3- (3-Dimetilaminopropil) Karbodiimid (EDC), kullanimi1 kolay, nispeten ucuz ve
suda ¢oOziinen bir c¢apraz baglayicidir. Karboksil ve hidroksil gruplarini, birincil
aminlerle birlestirmek icin ¢esitli birlesme tekniklerinde kullanilmaktadir. EDC, ilk
olarak birincil aminleri, bir aktif ester ara maddesi (O- asilisourea) olusturarak
karboksilik asit ve hidroksil grubu ile birlestirir. Daha sonra olusan aktif ester ara
maddesi dogrudan amin ile reaksiyona girerek karboksilik asit ve hidroksil grubu ile

amid bagi olusturur ve yan iiriin olarak bir iire tiirevi ortaya ¢ikar [123].

N- hidroksisiiksinimid (NHS), verimliligi artirmak ve kararli (aminle reaktif) ara {iriinler
olusturmak igin genellikle EDC birlestirme protokollerine dahil edilir. NHS, birincil
aminler ile karboksilatlarin aktivasyonunu i¢ceren EDC ¢apraz baglama reaksiyonlarinin

kontroliinii saglar.

EDC ve NHS capraz baglayicilar1 ile gerceklesen reaksiyonlar, hazirlanan soliisyonun
pH degerine kars1 duyarlidir. Capraz baglama reaksiyonlari, en verimli olarak pH 4 ila 6
arasinda asidik kosullarda gergeklesmektedir. Bu nedenle ¢oziicii olarak genellikle
morfolinetansiilfonik asit (MES) tampon ¢6zeltisi tercih edilmektedir. Fosfat tamponlart

ve notr pH (7,2'ye kadar) kosullari, reaksiyon kimyasiyla, diisiik verimlilikle de olsa


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/covalent-attachment
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uyumludur [124]. Reaksiyon ¢ozeltisindeki EDC miktarmin arttirilmasi, azaltilmis
etkinligi telafi edebilmektedir.
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Sekil 2.9. EDC/NHS’in MUA ile etkilesimi (Metot 1)
cr Cr
N/ N/
NH" NH™
) Q)
I I NN ) N,
AN A Y
OH OH EDC o N o MH NHS 0 0
- I k I k >
. —91—0—31—0 Ww0—8 —0—=58 —0.. —SL—O—SL—O

Altm Yuzey Altin Yiizey Altm Yuzey

Sekil 2.10. EDC/NHS’in MPS ile etkilesimi (Metot 2)

2.2.2.2.1. EDC / NHS Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

EDC soliisyonu, 1 ml saf su igerisine 5 mg EDC eklenerek hazirlandi. pH 5,5 olarak
hazirlanan soliisyon 1 dakika karistirilarak, 30 dakika boyunca sensor yiizeyine kapali
dongili olacak sekilde peristaltik pompa araciligiyla verildi. Peristaltik pompanin hiz1
100 pl/sn olacak sekilde ayarlandi. 30 dakika boyunca QCM cihazindan 6l¢iim alinarak
EDC immobilizasyonuna ait frekans kaymasi kaydedildi. Daha sonra sensdr yiizeyi saf

su ile temizlendi.
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NHS soliisyonu, 1 ml saf su i¢erisine 5 mg NHS ilave edilerek hazirlandi. pH 5,5 olarak
hazirlanan soliisyon 1 dakika karistirildiktan sonra, 30 dakika boyunca MUA ve EDC
kapli sensor yiizeyine peristaltik pompa araciligiyla verildi. Peristaltik pompanin hizi
100 pl/sn olacak sekilde ayarlandi. 30 dakika boyunca QCM cihazindan 6l¢iim alinarak
NHS immobilizasyonuna ait frekans kaymasi kaydedildi ve sensor yiizeyi ilk olarak saf
su ile temizlendi. Daha sonra peristaltik pompa hiz1 100 pl/sn’ye ayarlanarak sensor
yiizeyinden PBS ¢d6zeltisi gecirildi. Bu yapilan islem ile sensor yiizeyi bir sonraki deney

asamasi i¢in hazir hale getirildi.

Yiizey modifikasyon i¢cin MUA ve MPS kaplamadan sonra EDC/NHS c¢apraz
baglayicilar1  kullamilmis ve bu baglayicilar ile sensor yilizeyine prob DNA
baglanabilmesi ig¢in uygun ortam olusturulmustur. Toplam 60 dakika siiren EDC / NHS
asamasinda belirgin bir sekilde frekans kaymasi gozlemlenmistir. Frekans kaymasi bize
MUA ve MPS kaplamalarmin  gerceklestigini  gOstermektedir.  Ciinkil
immobilizasyonunun gergeklesmesi icin EDC/NHS’in  yiizeyde baglanabilecegi
kimyasal ajan olmasi gerekmektedir. Kisacas1 kullanilan ¢apraz baglayicilar hem MUA
ve MPS kaplamasinin gergeklesip ger¢eklesmediginin teyit edilmesini saglamis, hem de

prob DNA’nin immobilizasyonu i¢in istenilen baglantilar1 gergeklestirmistir.

EDC/NHS deney prosediirii ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Kaydedilen frekans
kaymalarinin ortalamalar1 alinmis ve olusturulan veri setine egri uydurma islemi
yaptlmistir. Egri uydurma iglemi igin 7. dereceden polinom kullanilmistir. Egri uydurma
islemi, verilen noktalardan minimum hata ile gegebilecek egrinin uydurulmasi islemidir.
Bu islemler MATLAB programinda yapilmistir. Egri uydurma ile veri setinde bulunan

aykir veriler ve giiriiltii verileri bastirilmugtir.

2.2.2.3. pDNA immobilizasyonu

Antikor gibi peptitler ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi veya etiketlemesi igin en basit
ve en yaygin yontem, birincil aminler (—NHy) ile reaksiyona giren kimyasal gruplarin
kullanilmasidir. Birincil aminler ile kimyasal baglar olusturacak ¢ok sayida kimyasal
grup bulunmaktadir [125]. Bunlar; zotiyosiyanatlar, izosiyanatlar, asil azidler, NHS
esterler, siilfonil kloriirler, aldehitler, glikokalslar, epoksitler, oksiranlar, karbonatlar,

aril halojentirler, imidoesterler, karbodiimitler, anhidritler ve florofenil esterlerdir. Bu
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kimyasal gruplar arasindan NHS esterleri ve imidoesterler, protein ¢apraz baglama ve

etiketleme i¢in kullanilan en popiiler amine 6zgii fonksiyonel gruplardir.

NHS ester ile aktive edilen ¢apraz baglayicilar, kararli amid baglar1 olusturmak tizere
birincil aminler ile hafif bazik kosullarda reaksiyona girer ve reaksiyon sonunda N-
hidroksisiiksinimidi (NHS) serbest kalir.

NHS esterlerinin aminler ile reaksiyonu pH'a baghdir. Diigik pH'ta tepkime
gerceklesmezken optimalden daha yiiksek pH'da NHS esterin hizli hidrolizi
modifikasyonun verimi disiiriilebilir. Modifikasyon i¢in en ideal pH degeri 7 ile 9
arasidir [125].
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Sekil 2.11. pDNA’nin EDC/NHS ile etkilesimi (Metot 1)
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Sekil 2.12. pDNA’nin EDC/NHS ile etkilesimi (Metot 2)
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2.2.2.3.1. pDNA Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

E. coli bakterisine ait pDNA amin (NH) ile aktive edilmis olarak satin alindi. pPDNA
dizayni, E.coli bakterisi ATCC 25922 susunun apaH gen bolgesini hedef alacak sekilde
yapilmistir. Alinan pDNA’ya ilk olarak 1 ml saf su ilave edilerek stok soliisyon haline
getirildi ve 10" kopya/ml pDNA stok soliisyonu elde edilene kadar saf su ile asamali
olarak acildi. Muhafaza kosullart dogrultusunda deney siiresine kadar 2-8°C’de

saklandi.

Stok olarak kullanilan pDNA tiipii her kullanimdan o6nce vorteks edildi. 1 ml PBS
icerisine 10™ kopya/ml stok soliisyonundan 100 pl eklendikten sonra 1 dakika boyunca
karistirllarak pDNA soliisyonu kullanima hazir hale getirildi. Gergeklestirilen tiim

deney asamalarinda pDNA konsantrasyonu 10™ kopya/ml olarak kullanild:.

Hazirlanan soliisyon 60 dakika boyunca peristaltik pompa ile sensor yilizeyine verildi.
Kapali dongii ile verilen pDNA soliisyonu i¢in peristaltik pompa hiz1 100 pl/sn olarak
ayarlandi. 60 dakika boyunca deney sisteminden anlik olarak alinan veri sonuglarina
baktigimizda rezonans frekansinda azalma gozlenmistir. Bu durum, amin ile aktive
edilmis sentetik E. coli pDNA’sinin, NHS ile tepkimeye girerek kararli amit bag: ile
sensor ylizeyine kovalent olarak baglandigini gostermektedir. pPDNA immobilizasyonu
gerceklestirildikten sonra sensor yiizeyi PBS ile temizlendi. Bu yapilan islem ile sensor

yiizeyi bir sonraki deney asamasi i¢in hazir hale getirildi.

10" kopya/ml pDNA immobilizasyonunu ait deney asamasi 3 kez gerceklestirildi ve
her deney sonucunda elde edilen frekans bilgileri kayit altina alindi. Ham veri setlerinin
ortalamasi1 alinarak elde edilen yeni veri setine egri uydurma islemi yapildi. Egri

uydurma islemi ile veri setindeki istenmeyen veriler bastirildi.

2.2.2.4. Model Tiikiiriik

Bu tez ¢aligmasinda gergek tiikiiriik numunesi kullanilmamig ve E. coli bakterisine ait
genetik materyalin model tiikiiriik igerisinde tespiti amaglanmistir. Model tiikiiriik
kullanilmasinin nihai amaci genetik tespitin  model tlkiiriikkte gergeklesip
gerceklesmedigini tespit etmek ve ileri ¢aligmalarda gercek tiikiiriik numuneleri ile E.

coli bakterisinin genetik tespitini gergeklestirmektir.
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Model tiikiiriik olusturmak igin kullanilan temel kimyasal PBS’dir. PBS, biyolojik
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan pH’1 yaklasik olarak 7 olan bir tampon
¢ozeltidir [129]. PBS ile hazirlanan ¢ozeltilerin ozmolalitesi ve iyon konsantrasyonlari
insan viicudu (izotonik) i¢in uygun olmakta beraber ¢ogu hiicre i¢in toksik de degildir.
Tikiirik konulu boliimde de anlatildigl ilizere insan tiikiirigiinde ¢esitli mineraller
bulunmaktadir. PBS ¢d6zeltisini insan tlikiiriigiine benzetmek icin ¢dzeltinin igerisine
magnezyum ve kalsiyum ilave edilmistir. Bunun yaninda tiikiiriikte bulunan proteinlerin
g6z ard1 edilmemesi ig¢in % 5 oraninda biiyiikbag serum albiimini (BSA) (10 ml PBS
icinde 0,5 mg BSA) kullanilmustir [130].

2.2.2.5. BSA Bloklama

Bloke edici ajan olan biiyiikbas serum albiimini (-BSA-), antijen ve antikorlarin spesifik
olmayan baglanmasini 6nlemek igin siklikla kullanilmaktadir. BSA, yaklasik 583 amino
asitten olusan ve karbonhidrat igermeyen bir polipeptit zinciridir. Stabilitesi nedeniyle
biyolojik reaksiyonlarda tercih edilen bu proteinin molekiiler agirh@gi yaklasik olarak
66,000 gram/mol’diir [130].

Insan  tiikiiriigiinde ~ bulunan  proteinler  spesifik  olmayan  baglantilar
gerceklestirebilmektedir. Bunu 6nlemek ve yiizey modifikasyonunun gergeklestiginden
emin olmak i¢in pDNA immobilizasyonundan sonra BSA ile bloklama yapilmistir. Bir
protein olan BSA’nin {izerinde Kkarboksilik asit, tiyol ve amin fonksiyonel gruplari
bulunmaktadir. Metot 1’de, MUA kaplamanin SAM olustururken yogunlasma
tepkimesine maruz kalmamasi ve molekiiller arasinda olusan bosluk nedeni ile BSA,
hem altin yilizeye (igerdigi tiyol gruplari ile) hem de pDNA baglanmayan amin reaktif
gruplara (icerdigi amin gruplar ile) baglanmaktadir. Metot 2’de ise MPS kaplamanin
yogunlagsma tepkimesi gergeklestirmesinden Otiirii yiizeydeki molekiiller arasindan
bosluk olusmaz. Bu nedenle, BSA yalnizca pDNA baglanmayan amin reaktif gruplara
(icerdigi amin gruplar ile) baglanmaktadir. Bu yapilan islem ile bir sonraki agsamada
gerceklestirilecek olan tDNA tespiti i¢in ortam hazirlanmig ve tDNA'nin yapabilecegi

spesifik olmayan baglantilar dnlenmistir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Buffer_solution
https://en.wikipedia.org/wiki/Buffer_solution
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Altmn Yiizey Altin Yiizey
Sekil 2.13. BSA’nin altin yiizey ile etkilesimi (Metot 1)

—El -O_SI_D_SI — 0.

‘uz RS

Altin Yii?_e'-,r Altin Yuze‘;r

Sekil 2.14. BSA’nin altin yiizey ile etkilesimi (Metot 2)

2.2.2.5.1. BSA Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

BSA soliisyonu, 10 ml PBS igerisine 0,5 mg BSA eklenerek hazirlandi. BSA 6lgtimii
icin hassas terazi kullanildi. Molekiil agirlig1r biiyilk olan BSA’nin, PBS ¢ozeltisi
icerisinde homojen bir sekilde dagildigindan emin olana kadar karistirildi. 60 dakika
boyunca sensor yilizeyine kapali dongii olacak sekilde peristaltik pompa araciligiyla

verildi. Peristaltik pompanin hiz1 100 pl/sn olacak sekilde ayarlandi.
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60 dakika olarak gergeklestirilen BSA bloklama islemi boyunca QCM cihazindan anlik
olarak Ol¢iim alindi. Elde edilen frekans bilgileri kaydedildi. Bu islem sonunda sensor
yiizeyi, % 5 oraninda hazirlanan BSA (10 ml PBS iginde 0,5 mg BSA) ile proteine

doyurulmustur.

BSA bloklama islemi 3 kez tekrarlanmistir. Her deney sonucunda elde edilen frekans
bilgileri QCM sistemi iizerinden kayit altina alinarak ham veri setlerinin ortalamasi
alinmistir. Elde edilen yeni veri setine egri uydurma islemi yapilmis ve veri setindeki
istenmeyen veriler bastirilmistir. Bu asamalarin sonunda elde edilen sonug¢ grafigine
bakildiginda rezonans frekansinda kayma gozlenmistir. Bu durum bize BSA bloklama
asamasinin basari ile gerceklestigini ve sensor yiizeyinin tDNA tespiti i¢in hazir oldugu

gostermektedir.

2.2.3. tDNA Tespiti

E. coli bakterisine ait satin alinan sentetik tDNA’lar pDNA ile tamamlayici 6zelliktedir.
Tez ¢alismasinin amaci, model tiikiiriik igerisinde E. coli bakterisinin genetik tespitini
gerceklestirmektir. Bu ama¢ dogrultusunda, MUA-EDC-NHS-pDNA-BSA ve MPS-
EDC-NHS-pDNA-BSA asamalar ile gergeklestirilen iki farkli metot i¢inde sensor
ylizeyinin modifikasyonu gergeklestirilmis ve tDNA tespiti i¢in uygun ortam

olusturulmustur.

pDNA ile tDNA birbirini tamamlayan iki DNA zinciridir. Sensor yiizeyine dnceden
baglantis1 gerceklestirilen pDNA ile bu asamada sensor ylizeyine verilecek olan tDNA
ikili sarmal bigiminde bir araya gelerek hibridizasyona ugrayacaktir. Hibridizasyon
sonunca pDNA ile tDNA arasinda hidrojen baglar1 kurulacak ve sensor yiizeyinin
agirh@ini degistirecektir. Sensor ylizeyindeki agirligin artmasi sonucunda rezonans
frekansinda olusan degisim, tDNA tespitinin gergeklesip gerceklesmedigini ortaya
koyacaktir.
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Sekil 2.15. Hibridizasyon reaksiyonu (Metot 1)

_Sl—O—Sl_O_Sl—O —SI—O—SI—O—SI—O
Altin Yuzev Altin Yuzev

Sekil 2.16. Hibridizasyon reaksiyonu (Metot 2)

2.2.3.1. tDNA Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Analitin konsantrasyonunun, tespite etkisini arastirmak icin Metot 1°de, 10* kopya/ml,
10" kopya/ml ve 10® kopya/ml olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda tDNA
soliisyonlar1 hazirlanarak sensor ylizeyine verilmistir. Yiizey modifikasyonunun tespite
etkisini arastirmak icin ise Metot 2’de, 10" kopya/ml konsantrasyonu icin tDNA

soliisyonu hazirlanmis ve sensor yiizeyine verilmistir.
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Satin alinan E. coli bakterisine ait sentetik tDNA, ilk olarak 1 ml saf su ile acildi ve 10"’
kopya/ml stok soliisyonu elde edildi. Bu stok soliisyonu ile kademeli olarak 103

kopya/ml, 10*° kopya/ml ve 10® kopya/ml tDNA soliisyonlari hazirlandi.

Her iki prosediir i¢inde peristaltik pompa hiz1 100 pl/sn ayarlanarak 60 dakika boyunca
kapali dongii ile sensor yiizeyine verilmistir. Bu ii¢ konsantrasyonun disinda kontrol
amacli olarak 0 kopya/ml iceren tDNA soliisyonu hazirlanarak peristaltik pompa ile
sensdr yiizeyine uygulandi. Boylelikle 10™ kopya/ml, 10" kopya/ml ve 10® kopya/ml
konsantrasyonlarinda gerceklesen frekans kaymalarinin soliisyonlarin igerisinde

bulunan tDNA’dan kaynaklandig1 tespit edilmistir.

tDNA soliisyonu i¢in ilk olarak, 1 ml PBS igerisine 0,05 mg BSA eklenerek model
tiikiiriik ortami olusturuldu. 10** kopya/ml konsantrasyonuna sahip tDNA soliisyonunu
icin, hazirlanan ¢ozelti (1 ml PBS igerisine 0,05 mg BSA ilave edilerek hazirlanan
¢ozelti ) icerisine 0,1 pl tDNA, 10™ kopya/ml tDNA soliisyonu i¢in, 0,0001 pl tDNA,
10® kopya/ml tDNA soliisyonunu i¢in, 0,000001 ul tDNA ilave edildi. 10° kopya/ml
konsantrasyonuna sahip tDNA soliisyonu i¢in 1 ml PBS igerisine 0,05 mg BSA ilave

edilerek hazirlanan soliisyon kullanildu.

Hazirlanan soliisyonlar karigtirildiktan sonra 60 dakika boyunca peristaltik pompa ile
sensOr ylizeyine verildi. Kapali dongii ile verilen tDNA soliisyonlar: igin peristaltik
pompa hiz1 100 pl/sn olarak ayarlandi. 60 dakika boyunca deney sisteminden anlik
olarak alinan frekans bilgileri kaydedildi.

tDNA tespiti i¢in belirlenen tiim konsantrasyonlar i¢in deney prosediirii, en az ii¢ kere
tekrarlanmigtir. Her deney sonucunda elde edilen her bir konsantrasyona ait frekans
bilgileri QCM sistemi iizerinden kayit altina alinarak ham veri setlerinin ortalamasi
alinmistir. Elde edilen yeni veri setlerine egri uydurma islemi yapilmis ve veri setindeki
istenmeyen veriler bastirilmistir. Bu asamalarin sonunda elde edilen sonug¢ grafiklerine
(10" kopya/ml, 10 kopya/ml ve 10° kopya/ml ) ayri ayri bakildiginda rezonans
frekanslarinda azalma gozlenmistir. Fakat 10° kopya/ml konsantrasyonuna sahip tDNA
deneylerinin sonuglarinda belirgin bir kayma gozlemlenememistir. Bu durum bize
sistemin sadece icerisinde tDNA numunesi bulunan soliisyona cevap verdigini, PBS ve

BSA ile hazirlanan ¢ozeltiye cevap vermedigini gostermistir.



3. BOLUM

BULGULAR ve SONUCLAR

3.1. Deney Asamalarinin Frekans Analizi
3.1.1. 30 Dakikada Gergeklestirilen Yiizey Modifikasyonlarinin QCM ile Takibi

Escherichia coli bakterisinin, genetik tespiti igin en uygun yiizey modifikasyonunu
belirlemek amaciyla yapilan galismalar, Tablo 2.2.’de verildigi lizere Metot 1 ve Metot
2 olarak ayrigtirillmistir. Bu iki metodun temel farki, yiizey modifikasyon asamasinin
Metot 1’de MUA kimyasal kaplama ajan1 ile Metot 2°de ise MPS kimyasal kaplama
ajan1 ile yiritiilmesidir. Genetik tespitin basarili bir sekilde gergeklestirilmesine olanak
saglayacak en uygun yilizey modifikasyon prosediiriiniin belirlenmesi i¢in ilk olarak,
MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlar1 30 dakika boyunca peristaltik pompa araciligi

ile sensor ylizeyine verilmistir.

—+— 10" kopya/ml tDNA (30 dakika MUA)

_6 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Dakika)

Sekil 3.1. tDNA (30 dakika MUA) tespitinin QCM ile takibi
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—+— 10'? kopya/ml tDNA (30 dakika MPS)
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Zaman (Dakika)

Sekil 3.2. tDNA (30 dakika MPS) tespitinin QCM ile takibi

MUA (30 dakika) > EDC/NHS > pDNA > BSA > tDNA (10" kopya/ml) prosediiriiniin
son ve en dnemli agamasi1 olan tDNA tespitinin, sensor yiizeyinde olusturdugu rezonans
frekansindaki degisim Sekil 3.1.°de verilmistir. Grafige bakildiginda 10" kopya/ml
tDNA’nin (30 dakika MUA) sensor ylizeyine uygulanmasi sonucunda rezonans

frekansinda 4.6 Hz’liik azalma goriilmiistiir.

MPS (30 dakika) > EDC/NHS > pDNA > BSA > tDNA (10*2 kopya/ml) prosediiriiniin
son ve en dnemli asamasi1 olan tDNA tespitinin, sensor yiizeyinde olusturdugu rezonans
frekansindaki degisim Sekil 3.2.°de verilmistir. Grafige bakildiginda 10" kopya/ml
tDNA’nin (30 dakika MPS), sensér yiizeyine uygulanmasi sonucunda rezonans

frekansinda 9 Hz’liik artis gbzlemlenmistir.

Iki prosediir sonucunda elde edilen verilere bakildiginda, MUA ile gerceklestirilen ilk
prosediirde tDNA’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 10% kopya/ml i¢in rezonans
frekansinda gergeklesen kaymanin yetersiz olmasi ve MPS ile gerceklestirilen ikinci
prosediirde ise rezonans frekansinda ters kayma gozlemlenmesi sonucunda MUA ve
MPS kimyasal kaplama ajanlarinin sensor yiizeyine uygulanma siirelerinin yetersiz

oldugu goriilmistiir. Literatiirdeki ¢aligmalar da gézden gegirilerek [124,76] MUA ve
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MPS kimyasal kaplama ajanlarinin sensor yiizeyine uygulanma siireleri bir gece olacak

sekilde degistirilmistir.

3.1.2. Metot 1 ve Metot 2 Deney Sonuclari

Oﬂh |

-10+- -
s e 7
2 ~—

S —
G0p — EDC .
NHS
7Y pDNA BSA tDNA i

501 == {DNA (10" kopya/ml) \,

=== Kontrol (0 kopya/ml)

-60 ‘
0 30 60 90 120 150
Zaman (Dakika)
Sekil 3.3. Metot 1’e ait deney asamalarinin QCM ile takibi
0 EDC I
10 R
20 -
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R0 B EDC DNA i
< NHS P
-S0F — pDNA ]
60 F === BSA
sl = tDNA (10" kopya/ml)
=== Kontrol (0 kopya/ml)
-80 :
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Sekil 3.4. Metot 2’e ait deney agsamalarinin QCM ile takibi
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Metot 1 ve Metot 2’ye ait deneylerin birinci basamagi, sirasi ile MUA ve MPS kimyasal
ajanlar1 ile sensor ylizeyinin kaplanma islemidir. MUA kimyasal kaplama ajaninin
igerdigi tiyol gruplar1 (-SH) altin elektrot ile etkilesime girerek altin yiizeyde
karboksilik asit (-COOH) ile islevsellestirilmis SAM'lar olusturur [119] iken MPS
kimyasal kaplama ajani ise hidroksil gruplart (-OH) ile islevsellestirilmis SAM'lar
olusturmaktadir [127]. Bir gece boyunca bekletilerek gerceklestirilen yiizey kaplama
isleminde, anlik 6l¢tim alimmadigr i¢in MUA ve MPS yiizey modifikasyon sonuglari
yukarida verilen grafiklerde yer almamaktadir. Fakat gerceklestirilen tiim deney
basamaklar1 birbirleri ile baglantili olduklar1 i¢in bir sonraki basamak bir dnceki islemi
dogrular niteliktedir. Bu nedenle Metot 1 ve Metot 2’ye ait EDC sonuglarinda gézlenen
frekans kaymast MUA ve MPS kaplama iglemlerini dogrulamaktadir.

Ikinci ve iiciincii basamakta, 30 dakikalik siireler ile EDC/NHS kaplama islemi
gerceklestirilmistir. Bu siire boyunca QCM sistemi ile alinan anlik frekans bilgileri
neticesinde rezonans frekansinda, Metot 1’de EDC igin 6.5 Hz, NHS i¢in 9.75 Hz,
Metot 2°de ise EDC i¢in 19.8 Hz, NHS i¢in 14.2 Hz frekans kaymasi gézlemlenmistir.
EDC/NHS kaplama islemi neticesinde altin yiizey, amin reaktif olarak islevsellestirilmis

ve amin aktif pPDNA immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

Dordiincti basamakta, pDNA immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Yukaridaki veriler
analiz edildiginde pDNA immobilizasyonu sonucunda rezonans frekansinda Metot 1°de
7.7 Hz, Metot 2’de 19.6 Hz frekans kaymas1 gerceklestigi goriilmektedir.
Gergeklestirilen immobilizasyonun sonucunda amin (NH,) ile aktive edilmis sentetik
PDNA, NHS ester ile tepkimeye girerek kararli amid baglari olusturmustur [125].
pDNA’nin altin yiizeye baglanmasi sonucunda rezonans frekansinda azalma
gbzlemlenmesi altin yiizeyde, NHS esterinin varligin1 ve EDC/NHS kaplama isleminin

basari ile gerceklestigini ortaya koymaktadir.

Besinci basamakta, BSA bloklama islemi yapilmistir. Bloklama sonucunda altin
yilizeyin rezonans frekansinda, Metot 1’de 19.3 Hz, Metot 2’de 11.9 Hz’liik azalma
gerceklesmistir. BSA bloklama islemi, insan tiikiiriigiinde bulunan proteinlerin spesifik
olmayan baglantilar ger¢eklestirmemesi i¢in yapilmistir. Bu yapilan islem ile bir sonraki
asamada gerceklestirilecek olan tDNA tespiti i¢in ortam hazirlanmis ve tDNA'nin

yapabilecegi spesifik olmayan baglantilar 6nlenmistir.
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Altinc1 basamakta ise kontrol deneyi gerceklestirilmistir. Bu deney igin sisteme,
icerisinde tDNA bulunmayan soliisyon (1 mL PBS igerisine 0,05 mg BSA) hazirlanarak
uygulandi. Kontrol basamagi sonucunda rezonans frekansinda goriilen azalma, Metot
1’de 0.1 Hz, Metot 2’de ise 0.5 Hz’diir. Bu sonuglar bize altin ylizeyin, i¢erisinde tDNA
numunesi  bulunmayan, PBS ve BSA ile hazirlanan ¢ozeltiye doydugunu

gostermektedir.

Yedinci basamakta ise tDNA tespiti yapilmistir. Mililitrede 10" tane tDNA kopyasi
iceren soliisyon, altin ylizeye verilmistir. Altin ylizeye Onceden baglantisi
gerceklestirilen pDNA ile pDNA’nin tamamlayicist olan ve bu agamada altin ylizeye
verilen tDNA, pDNA ile ikili sarmal bigiminde bir araya gelerek hibridizasyon islemi
gerceklesmistir. Hibridizasyon ile altin ylizeydeki agirligin artmasi sonucunda rezonans
frekansinda Metot 1°de 6.95 Hz, Metot 2°de 4.25 Hz azalma gergeklesmistir. Her iki
sonug da en yiiksek konsantrasyonda (10" kopya/ml) gerceklestirilen tDNA tespitinin

basari ile tamamlandigini ortaya koymaktadir.

3.1.3. tDNA Tespitinde Yiizey Kaplama Siirelerinin Karsilastirilmasi

Af (Hz)

8t i
—P— Bir Gece MUA 10" kopya/mL tDNA
—P— 30 dakika MUA 10" kopya/mL tDNA
_10 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Dakika)
Sekil 3.5. tDNA tespitinde MUA vyiizey kaplama siirelerinin karsilagtirilmasi
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Af (Hz)
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Sekil 3.6. tDNA tespitinde MPS yiizey kaplama siirelerinin karsilagtiriimasi

MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlari, ilk olarak 30 dakika boyunca sensor yiizeyine
verildi. Fakat Sekil 3.1., Sekil 3.2.°de verilen grafiklere ve literatiir arastirmalarina
dayanarak yilizey modifikasyonu i¢in uygulanan siirenin bir gece olarak uzatilmasina
karar verilmistir. Sekil 3.5.’daki grafige bakildiginda MUA kaplamanin 30 dakika
olarak uygulandigi deney prosediiriinde, tDNA (1013 kopya/ml) tespit asamasinda,
rezonans frekansinda 4.6 Hz azalma gortliirken bir gece olarak gergeklestirilen deney
prosediiriinde, 6.95 Hz azalma goriilmustiir. Sekil 3.6.’deki grafige baktigimizda ise
MPS kaplamamin 30 dakika olarak uygulandigi deney prosediiriinde, tDNA (10*2
kopya/ml) tespit asamasinda, rezonans frekansinda 9 Hz artis gergeklesirken bir gece
olarak gergeklestirilen deney prosediiriinde 4.25 Hz azalma goriilmiistiir. Elde edilen
karsilastirmali sonuglar incelendiginde deney prosediiriiniin ylizey modifikasyon
asamasinda yapilan degisikligin tDNA tespiti i¢in en uygun siire oldugunu

gostermektedir.
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Af (Hz)

—+—10"3 kopya/ml tDNA (Metot 1)
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9| —%—10" kopya/ml tDNA (Metot 2) |
==K ontrol 0 kopya/ml tDNA (Metot 2)

-10 : -
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Dakika)

Sekil 3.7. Metot 1 ve Metot 2’deki tDNA (1013 kopya/ml) frekans kaymalarinin
karsilastirilmasi

Sekil 3.3., Sekil 3.4. ve Sekil 3.7°de verilen grafikler ve yukari belirtilen agiklamalar
incelendiginde MPS yiizey modifikasyonunu kapsayan Metot 2’nin en yiiksek
konsantrasyon olan 10" kopya/ml konsantrasyonunda gergeklestirilen tDNA tespiti
sonucunda rezonans frekansindaki azalma, MUA yiizey modifikasyonunu kapsayan
Metot 1’e oranla istenilen seviyede gerceklesmemistir. Bunun yani sira 0 kopya/ml
konsantrasyonunda gergeklestirilen kontrol deneylerinde Metot 1’in Metot 2’ye oranla
daha kararli cevap verdigi Sekil 3.7.’de goriilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1
tDNA konsantrasyon deneyleri kapsaminda gergeklestirilmesi planlanan 10" kopya/ml

ve 10° kopya/ml konsantrasyonlarina Metot 1 ile devam edilmeye karar verilmistir.
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3.1.4. Farkh tDNA Konsantrasyonlarinin Frekans Analizi
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Sekil 3.8. Metot 1’e ait tDNA frekans kaymalarinin karsilagtirilmasi

Sekil 3.8.°de farkli tDNA konsantrasyonlarinda hazirlanan soliisyon, altin yiizeye
uygulandifinda rezonans frekansinda gerceklesen degisimler verilmistir. Icerisinde
tDNA kopyast icermeyen kontrol deneyi sonucunda rezonans frekansindaki azalma 0.1
Hz’diir. Biyosensorler ile basarili bir tespit islemi gergeklestirebilmek i¢in kisaca SNR
olarak belirtilen sinyal giiriiltii oraninin 3’ten biiyiik olmas1 gerekmektedir. En kiiclik
konsantrasyonda gergeklesen kayma miktar1 ve kontrol konsantrasyonunun standart
sapmasl1 ile hesaplanan SNR orani, yapilan ¢aligma icin 5.1 olarak hesaplanmigtir.
Buradan kullanilan tespit sisteminin, biyosensor alaninda kullanilabilecek sinyal giiriiltii

kalitesine sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Diger konsantrasyonlarda gerceklestirilen deney sonuglarinda, 10® kopya/ml tDNA igin
1.27 Hz, 10'° kopya/ml tDNA icin 3.67 Hz ve 10" kopya/ml tDNA i¢in 6.95 Hz frekans

kaymasi1 gortilmuistiir.
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10® kopya/ml konsantrasyonu sonucunda gerceklesen rezonans frekansindaki azalmanin,
kontrol asamasinda gerceklesen rezonans frekansindaki azalmadan fazla olmasi altin
ylizeyin, yalnizca igerisinde pDNA’nin tamamlayicist olan tDNA’ya cevap verdigini
ortaya koymaktadir. Sekil 3.8.’de de agikga goriildiigli gibi her konsantrasyon artiginda
rezonans frekansinda gerceklesen kayma miktar1 da sayisal olarak artmistir. Bu durum

elde edilen sonuglarin mantiksal ¢cercevede oldugunu gostermektedir.

10

- Af(Hz)

{} b 1 4 4 - L -l
108 101? 101

Konsantrasvon (kopva/ml)

Sekil 3.9. Kalibrasyon egrisi

Sekil 3.9.’da 3 farkli konsantrasyon i¢in rezonans frekansinda elde edilen Ol¢iim
degerleri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Mililitredeki tDNA konsantrasyonun

artmasi sonucunda elde edilen egride de bir artis gozlemlenmektedir.

3.2. Istatiksel Analiz

Yapilan tez ¢alismasinda, Metot 1’e ait kontrol deneyleri ile mililitrede 108 kopyaya
sahip en kiiciik konsantrasyon deneyleri sonucunda elde edilen frekans kaymalari
Microsoft Excel programi ile t-Teste tabi tutulmustur. Iki veri setine ait deney
sonuglarinin birbirinden anlamli derecede farklilik icerdigini gbérmek amaciyla g¢ift
tarafli ve 2 degisken bagimsiz t-Testi kullanilmistir. t-Test sonucunda p degeri,
0.000001 olarak elde edilmistir. p degeri, 0.05’den oldukca kiiclik oldugu igin

degiskenler arasinda anlamli bir fark oldugu istatiksel olarak ortaya konmustur.



4. BOLUM

TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Insan saghgini tehdit eden, biiyiik salginlarda admi duydugumuz ve diinya capindaki
oliim oranlarinin biiyiik bir kismini kapsayan gastrointestinal enfeksiyonlara sebep olan
E. coli bakterisi, gosterdigi antibiyotik direncinden 6tiirii bagisiklik sistemi baskilanmis,
birden fazla antibiyotik kullanimina maruz kalan kisilerde ve hijyen problemleri
yasanan Yyerlerde onemli bir risk olusturmaktadir. Sonucu 6liime kadar giden basta kanli
diyare olmak {iizere cesitli hastaliklara sebep olan bu patojenik bakterinin tespit
siiresinin kisaltilmasi, erken tani sayesinde gerekli tedavi islemlerine ivedilikle
baslanabilmesi amaciyla bu tez calismasinda, QCM sensor ile model tiikiiriikte
Escherichia coli bakterisi ATCC 25922 susunun genetik tespiti yapilmaya caligilmistir.
QCM sensorii ile Escherichia coli bakterisinin genetik tespitinin, herhangi bir DNA
izolasyonu, plirifikasyonu ve amplifikasyonuna ihtiya¢ duymadan, klinik test araclarinin
hassasiyet seviyesinde, hizli ve yerinde gerceklestirilebilmesi amaglanmistir. Yapilan
genetik tespit igleminin, tiikiiriik sivisi ile saglanmasi ise hem hasta konforu hem islem
maliyeti hem de saglik personel ihtiyacinin olusmamasi agisindan oldukca avantaj

saglamaktadir.

Bu tez calismasinda ilk olarak, literatiir ¢alismasi yapilmistir. Kapsamli bir sekilde
yiriitillen bu literatiir ¢alismasinda ilk olarak E. coli bakterisi ve bakteri tespiti i¢in
kullanilan yontemler aragtirilmistir. Elde edilen bilgiler neticesinde olumlu ve olumsuz
yonleri bulunan, hali hazirda kullanilan yontemlere karsi alternatif bir yontemin nasil
olabilecegi {lizerine tekrar arastirmalar yapildi. Tamamlanan literatiir arastirmalar
sonucunda, ozellikle DNA izolasyonu, piirifikasyonu ve amplifikasyonuna
gerekmemesi, giivenilir ve hassasiyetinin yiiksek olmasi, uzman personel
gerektirmemesi, yerinde ve hizli tespit yapabilmesi gibi pek cok sebepten otiirii QCM

sensor ile calismaya karar verilmistir.
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Escherichia coli bakterisi ATCC 25922 susunun genetik tespitini en hassas ve kararli
bir sekilde gergeklestirebilmek icin MPS, MUA ve diger kullanilan kimyasallarin etkisi
incelendi. DNA tespitinin kalitesini ve hassasiyeti, altin yiizeyin kimyasal ve morfolojik
ozellikleri ile dogrudan iliskilidir. Bu dogrultuda temelde 2, toplamda 4 farkli yontem
denenerek DNA tespiti i¢in un uygun yiizey modifikasyonu ve bu yiizey modifikasyonu
icin en uygun siire belirlenmeye calisilmistir. Yiizey islevsellestirmesi i¢in MUA ve
MPS kimyasal kaplama ajanlar1 ile ilk olarak yiizey modifikasyon siiresinin
belirlenmesi yoniinde ¢alismalar yapildi. Bu dogrultuda, 30 dakika ve bir gece olacak
sekilde iki yilizey modifikasyon siiresi karsilagtirildi. 3. Boliimde verilen grafikler ve
aciklamalar ile MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlarinin, sensor yiizeyine 30 dakika
uygulanma siirelerinin yetersiz oldugu, bir gece uygulanma siiresinde daha basarili
sonuglar elde edildigi ortaya konmus ve MUA, MPS kimyasal kaplama ajanlarinin
sensOr ylizeyine uygulanma siireleri bir gece olacak sekilde degistirilmistir. Sonuglar
neticesinde belirlenen yiizey modifikasyon siiresi literatiirde yer alan calismalar ile
bagdasmaktadir [124,76]

DNA tespiti i¢in en uygun ylizey modifikasyonunu belirleme ¢aligmalari, MUA ve MPS
kimyasal ajanlar1 ile sensor yiizeyinin bir gece boyunca kaplanmasina dayanmaktadir.
Yapilan deney sonuglarinda elde edilen veriler incelendiginde MUA ylizey
modifikasyonun, MPS yiizey modifikasyonuna nazaran DNA tespit isleminde daha
basarili ve negatif kontrol deneylerinde daha kararli oldugu sonucuna varilmistir. Bu

nedenle tDNA konsantrasyon deneyleri, Metot 1 ile gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen tim deneyler en az 3 tekrarli olarak yapilmis, elde edilen frekans
kaymalar1 analiz edilerek sinyal isleme islemlerinden sonra 3. Boliimde grafikler

halinde sunulmus ve yorumlanmastir.

Calismanin en kiiciik konsantrasyonu olan 10° kopya/ml tDNA ile yiiriitiillen deneyler
sonucunda sistemin rezonans frekansinda gézlemlenen kaymalar, kontrol deneyleri baz
alindiginda en kiiglik konsantrasyon i¢in dahi E. coli bakterisinin genetik tespitinin
basarili bir gergeklestigini ortaya koymustur. Elde edilen DNA algilama hassasiyeti,
literatiirde yapilan benzer ¢aligmalar ile kiyaslanirsa: Xiaofan ve arkadaslar1 yaptig
calismada, MHDA, EDC ve NHS ile sensor yiizeyini modifiye ederek E. coli
bakterisinin tespiti igin tespit limiti 1.46 x 10° CFU/ml olan QCM aptasensdrii
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gelistirmeye ¢alismislardir [126]. Xiaole Mao ve arkadaslari, QCM sistem ile E. coli
bakterisini tespit etmek icin DNA sensdrii gelistirmis ve tespit limitini 102 M (1 pM)
olarak agiklamislardir [131]. Dingzhong Wang ve arkadaslari, tek bazli DNA igin
yeniden kullanilabilir ve tespit limiti 0.8 nM olan QCM biyosensorii gelistirilmiglerdir
[132]. Baska bir ¢aligmada ise arastirmacilar, QCM sisteminden farkli bir yontem
kullanarak 3 pM hassasiyette DNA tespiti yapmislardir [133]. Bu tez ¢alismasinda ise
10® kopya/ml (0.2 pM) hassasiyette DNA tespiti gerceklestirilmis.

E. coli bakterisinin hizli ve dogru tespiti, morbidite ve mortalite oranlarini1 oldukca
etkileyecektir. Bu tez ¢alismasinda, gelecekte bir kisinin, tiikiiriik numunesine bakilarak
QCM sensor araciligt ile hizli bir sekilde birgok genetik tespitin gerceklestirilmesine

yardimc1 olacak ¢alisma ve sonuglar sunulmustur.
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