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Bu tezin amaci kolorimetrik bakteri tayini yapmaktir. Kolorimetrik biyosensor
olusturmak, daha kesin veriler elde etmeye olanak saglar. Biyosensorler dusuk
maliyet, kisa analiz suresi, yuksek segicilik ve kolaylik agisindan geleneksel

yontemlere kiyasla daha avantajhdir.

Analit olarak p-galaktosidaz (B-gal) secilmistir. Bu enzim, laktoz fermantasyonu
yapan bakterilerde bulunur ve 6nemli bir fekal bakteri indikatoridir. Bakteriler
karbon kaynagi olarak glikoz kullanirlar. Fakat glikozun bulunmadigi ortamlarda
bakteri karbon kayna@i olarak laktozu kullanir. Bakterinin laktozu metabolize
etmesi i¢cin pB-gal enzimine ihtiyaci vardir. p-gal enziminin varliginin
saptanabilmesi ve kolorimetrik bir okuma yapilabilmesi icin kromojenik substrat
kullaniimigtir. Laktozun vyapisina benzerligi yuzinden substrat olarak O-
Nitrofenol-B-D-galaktopironozid (ONPG) kullaniimistir.  ONPG renksiz olup,
ONPG’nin  B-gal ile hidrolizi sonucunda galaktoz ve 2-nitrofenol acgiga
ctkmaktadir. 2-nitrofenol sari renkli olup B-gal'in varliginin ve aktivitesinin gorsel

kaniti olmaktadir.

Kolorimetrik okumanin yaninda verilerimiz SERS ol¢gimleri ile desteklenmisgtir.

SERS dlgimleri sirasinda 2-nitrofenol hedef molekul olarak segilmis ve 2-



nitrofenol sinyalleri saptanmistir. 2-nitrofenol, 1380 cm™de karakteristik Raman
sinyaline sahiptir. Bu sinyal kullanilarak kalibrasyon grafigi (R> = 0,9103)

olusturulmustur.

Uretilen sistem gercek orneklere uygulanmistir. Gergek ornek olarak peynir
secilmis ve peynir érnegine E. coli eklenmistir. Toplam analiz suresi 2 saatten az
surmektedir. Gergeklegtirilen deneyler sonucunda geligtirilen yontemin duguk E.

coli konsantrasyonunu tespit edilebildigi gozlemlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Kolorimetrik, Biyosensor, Bakteri Tayini
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The objective of the project is to provide colorimetric bacteria detection. Creating
colorimetric biosensors gives us an opportunity to get more precise data.
Biosensors have advantages over traditional ones such as low cost, short time of

analysis, high selectivity and simplicity.

Our analyte was chosen as B-gal. This enzyme is present in lactose fermented
bacteria and it is a great fecal bacteria indicator. Bacteria use glucose as their
carbon sources but in some cases, like in environments where glucose is not
found, bacteria use lactose. In order to metabolize lactose bacteria needs p-gal
enzyme. To detect B-gal presence and to create colorimetric change a
chromogenic substrate was used. O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG)
was used as a substrate due to structural similarities with lactose. ONPG is
colorless. Hydrolysis of ONPG with B-gal causes to produce galactose and 2-
Nitrophenol. 2-nitrophenol is the compound which is yellow and provides visual

evidence of B-gal presence and activity.

Besides colorimetric reading, our data is supported with SERS. During SERS 2-
nitrophenol is chosen as the target molecule and 2-Nitrophenol signals are



detected. 2-Nitrophenol has characteristic Raman signal at the wavelength 1380

cm™. Calibration graph (R?= 0,9103) is drawn focusing on that point.

The system produced was applied to real samples. Cheese was chosen as a real
sample and E. coli was spiked with cheese. Total time of analysis completed less
than 2 hours. The results that were obtained from both spiked and not-spiked
samples show promising results where the developed biosensor can detect even

the lowest concentrations of E. coli.

Key Words: Colorimetric, Biosensor, Detection of Bacteria
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1. Girig
Cogu bakteri insanlara zararsiz ya da hatta yararl olabilecegi halde bir kismi
patojeniktir. insanla simbiyotik bir iligki icinde olan ve insan bagirsaklarinda
konaklayan pek cok bakteri de mevcuttur. Bulagici ve hastaliklara sebep olan

bakteri turlerinin yaklasik sayisi 100’den az olarak tahmin edilmektedir.

Tip, gida guvenligi, toplumsal saglik ve guvenlik agisindan bakteriyel patojenlerin
tespit edilmesi 6nem arz etmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlar pek ¢ok hastalik ve
olime sebebiyet vermektedir. Dinya Saghk Orgiti (The World Health
Organization, WHO), 2004’te enfeksiyon ve parazit kaynakh hastaliklardan
kaynakli 6lumleri en ylksek ikinci 6lim nedeni olarak belirlemistir [1, 2]. Bunu alt
solunum yolu hastaliklari ve diyareik hastaliklar takip etmistir. Antibiyotiklere
erisim oldugu halde enfeksiyonlarin, patojenlerin yanhs tespiti veya tanilarin geg
yapilmasi guinimuzin en buyuk sorunudur [1]. Bakteri enfeksiyonu tanisi
yapllmasina ragmen bakteri tayinin hizli yapilmamasi ve dolayisiyla uygun
antibiyotik kullanilmamasi sonucu pek ¢ok hasta sepsise maruz kalmakta ve bu

durum olumle sonug bulmaktadir [3].

Bakterilerin patojenik olan suslari tetanoz, tifo, difteri, frengi ya da clizzam gibi
pek ¢ok hastalia sebep olmakta ve dlume sebebiyet vermektedir. Kan dolasima
bulasmig bir bakteri hayati tehlike olugsmasina sebep olur. Hizli patojen tayini en
iyi ve uygun anti-enfektif tedavinin uygulanmasina yardimci olacaktir. Kan
dolagimina bakteri karismis bir hastanin kan orneklerinde ki bakteri orani
dusuktur ve bakterilerin tespit edilmesi zor olmaktadir. Bu yuzden klinikte hizl bir
tayin hayati 6nem tasimaktadir. Bu ylzden dusik konsantrasyondaki bakterilerin

hizli tayinin yapilmasi gerekmektedir.

En c¢ok bilinen ve fekal bir bulagsma gostergesi olan E. coli’nin patojenik susu
mevcut olup, hem insanlar icin hem de evcil hayvanlari igin oldurtcuadar.
insanlarda gastroenterit, idrar yolu enfeksiyonlari ve neonatal menenjite sebep
olmaktadir. Ayrica bazi nadir durumlarda hemolitik Gremik sendrom olusmasina

da neden olur.

Endustride Uretim sonrasi Urdnun bakteri kontaminasyonuna maruz kalip
kalmadigi, 6zellikle gida sektdriinde, kati bir kontrol surecine tabi tutulur. Cesitli
bakteri tayin metotlari laboratuvarlarda kullanilimaktadir. Bunlardan bazilari;



kiultire ederek, immunolojik yaklagsimlarla, microarray, kitle spektrometresi vb.
Batun bu sistemlerin kendi icinde avantajlari olsa da yuksek maliyet ve uzman bir

operatore ihtiyag duyulmasi buylk bir dezavantaj olugturmaktadir.

Daha hizli ve ideal bir analiz saglamak icin biyosensorler gelistiriimektedir.
Biyosensorler; analitik cihazlar olup, varolan biyomatrikslerinin (enzim, antikor,
mikroorganizmalar) Uzerinde fiziksel ya da kimyasal modifikasyonlar yapip
okuma yapilmasini saglayacak bagka bir sinyal turine donusturen yapilardir [4].
Yapilan okumalar sinyal buyUkligu kullanilan analite baglidir. Spesifik biyolojik
bir element, 6rnegin enzim, spesifik bir analiti tanir ve tepkime sonrasi olusan

biyomolekilin okumasi tercih edilen donusturicu sayesinde yapilir.

Beta-galaktosidaz (B-gal), bir hidroliz enzimi olup glikozit baglarini kirarak
monosakkarit olusumunu saglar. B-gal, laktozun galaktoz ve glikoza
parcalanmasini ve boylelikle enerji Uretiminin saglanmasinda rolu vardir.
Organizmalar i¢in dnemli bir enzimdir. E. coli gibi laktoz fermantasyonu yapabilen
bakterilerde gézlemlenen bir enzimdir. E. coli kromozomu Uzerinde bulunan lacZ

geni tarafindan kodlanir.

Ortho-Nitrofenil-B-galaktozid (ONPG); kolorimetrik ve spektrometrik bir substrat
olup B-gal enziminin aktivitesini belirlemek icin kullanilanir. Ortamda p-gal
mevcut ise ONPG'yi hidrolize eder ve galaktoz ve ortho-nitrofenol (2-nitrofenol,
ONP) olugur. ONPG renksiz bir madde olmasina karsin; B-gal tarafindan

yikildiginda sari renkli olan ortho-nitrofenolt olusturur.

Tez kapsaminda en dusuk konsantrasyonlardaki E. coli’lerin kolorimetrik olarak
tayininin yapilmasi hedeflenmistir. Kolorimetrik tayinler SERS (Yuzeyde
Guclendiriimis Raman Spektroskopisi) ile desteklenmesi hedeflenmigtir.
Calismada SERS ile ONPG’nin yikim drind olan 2-nitrofenol sinyallerine

bakiimistir. Bu sayede B-gal varligi saptanmistir.

Yapilan bu calisma ile daha hassas ve hizl tayin yapmaya uygun bir yontem

geligtiriimesi hedeflenmistir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Bakteri
Bakteriler prokaryotik hicre yapisina sahip tek hicreli mikroorganizmalardir. Bu
canlilarda sitoplazma hucre duvari ile gevrelenir. NUkleotid gekirdek zari i¢inde
olmadan serbest bir sekilde igin sitoplazma iginde bulunur ve mitokondri ya da
membran ile ¢evirili olan higbir organel icermezler [5]. Kiglk boyutlara sahip olan

bakteriler; 1-5 mikrometre(um) uzunlugunda olup, yaklasik 1 um enine sahiptirler
[6].

Bakteriler eseysiz Ureme sonucu urerler. Bolunme bagladiktan sonra hucresel
bilesenler iki bakteriye de yetecek miktarda uretilir [7]. Genetik materyali (DNA,
Deoksiribo Nukleik Asit) ikilenir ve her bir kopya hucre duvarinin farkli noktalarina
baglanirlar. Bu siire boyunca hiicre bilyiimeye ve uzamaya baslar. iki DNA
arasindaki mesafe artar ve bakteri orijinal boyutuna ulastiktan sonra hicre duvari
merkezden boélunmeye baslar [6, 8]. Bu kosullar saglandiktan sonra bdlinme
gerceklesir ve her bolinme sonrasi 2 yeni bakteri olur. Bu iki bakteri genetik
acidan birbirlerinin aynisidirlar. Bakterilerde Ureme suresi genetik ve stres

etkenlerine (besin, sicaklik vb.) gére degdiskenlik gosterir [8, 9].

Bakterilerde kendi i¢clerinde sekillerine, beslenmelerine, solunum sekillerine ya da

gram boyasina goére siniflandirilirlar (Sekil 2.1) [5, 6].

BAKTERILERIN SINIFLANDIRILMASI

§EKLiNE GORE GRAM BOYASINA GORE BESLENMESINE GORE SOLUMUNA GORE
— Kire — Gram-pozitif — Foto-sentetik — Aerob (Oksijenli) solunum
— Cubuk — Gram-negatif —+ Kemo-sentetik [— Anaerob (Oksijenli) solunum
— Virg Fakultatif (Hem oksijenli
l— Saprofit hem oksijensiz) solunum
—— Spiral .
— Farazit

— Mutaalist

Sekil 2.1. Bakterilerin 6zelliklerine gore siniflandiriimasi



2.1.1. Hucre Duvarlan

Hucre duvari; hucrenin seklinin olugsmasini ve bir arada kalmasini saglayan,
dayaniklihk saglayan bir yapidir. Bakterilerin yaklasik % 90’1 hicre duvarina
sahiptiler [10]. Bakteriler hicre duvari yapisina gore iki alt baslikta siniflandirilir.

Bunlar gram-pozitif ve gram-negatiftir.

Hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakteriler hticre duvarlarinda polisakkarit
olan peptidoglikan vardir. Bu yapi N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik
asit (NAM) gibi iki seker tlrevinden olusur ve ayni zamanda yapisinda 4 cesit
amino asit vardir [5, 6, 11]. Bunlar L-alanin, D-alanin, D-glutamik asit ve
diaminopimelik asit (DAP) capraz badlar kurarak peptidoglikan yapisini
olustururlar. Peptidoglikan gram-pozitif bakterilerde daha kalin gdézlemlenir.
Gram-negatif bakterilerde hicre duvari gram-pozitif bakterilere goére daha c¢ok
katmandan olusur (Sekil 2.2) [12]. Gram-negatif bakteriler peptidoglikana ek

olarak sitoplazmik zar ve dis zara da sahiptirler.

2.1.2. Sitoplazmik zar

Sitoplazma jelsi yapiya sahip olup iginde agirlikh olarak sudan olusur. Iginde
ribozom, nukleotid, plazmid, enzimler, cesitli tuzlar ve organik molekuller icerirler.
Sitoplazma sitoplazmik zar tarafindan gevrelenir. Bu yapi yaklasik 8 nanometre
(nm) kalinligindadir ve hasar olusmasi durumunda hdcrenin butunligl bozulur

[6]. Sitoplazma dagilir. Bu yap1 gram-negatif bakterilerde gézlemlenir.
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Sekil 2.2. Gram-pozitif (a) ve Gram-negatif (b)
bakterilerinin gsematik hticre duvari gizimleri

Gram boyama yontemiyle bakterinin hiicre duvari yapisina goére siniflandirma
saglanir. Boyanin hucre iginde kalip kalmamasina goére gram-pozitif ya da gram-
negatif oldugu anlasilir. Boyama esnasinda kristal viyole boyasi kullanilir [5, 6].
Boya bakteriye damlatildiktan sonra hucre igerisinde kristal viyole-iyot yapisi
olusur. Kristal viyole-iyot ¢b6zUnmeyen bir yapiya sahiptir ve alkol yilkamasi
akabinde bu yapi gram-negatif bakterilerde ortamdan uzaklasabilir [6, 13]. Fakat
gram-pozitif bakteriler alkol ylkamasi sonrasi hicre duvarlarinda su kaybi
gerceklesir. Bu su kaybi sonrasi duvar Uzerindeki porlar kapanir ve boya
uzaklastirilamaz. Boya hiicre disina ¢ikamaz. islem sonunda elde edilen renge

bagh olarak siniflandiriima saglanir.

Eger bakteri gram-pozitif ise mor-mavi renk, gram-negatif ise pembe-kirmizi renk

gozlemlenir [14].

Filogenetik olarak ribozomal RNA (rRNA) siralanmasina gore 3 farkli soy hatt
tanimlanmistir [6, 15]. Bakteriler evrimsel surecte bilinen en eski canli grubu olup,
diger prokaryot turlerine gore bu surecte farkhlik géstermislerdir (Sekil 2.3) (6, 15,
16). Bakteri domaini morfolojik ve fizyolojik acidan farkli pek c¢ok alt grubu



blnyesinde bulundurur. Bakteriler dogal ortamlarindan alinip izole edilerek rRNA
dizi analizine gore tanimlanmalari yapilmigtir ve bu tanimlama sonucu bakteriler
cinslerine ayristirilmistir [17]. Bunlardan en bilineni ve Uzerine en ¢ok calisilani

enterik bir bakteri olan Escherichia coli’'dir [18].
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Sekil 2.3. rRNA siralanmasina gore olusturulmus filogenetik evrim agaci.
3 temel domainden olusan agag; bakteri, arkeleri ve Okaryotlar
gostermektedir. Her domainde birka¢ organizma grubu gosterilmistir.

2.1.3. Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasindan olan Escherichia coli (E. coli) bugine kadar en
iyi tanimlanan mikroorganizmadir. E. coli gubuk sekilli, spor olusturmayan gram-
negatif bakterilerdir [19]. Yaklasik 2 ym uzunlugunda ve 0.25-1.0 ym c¢apa
sahiptir [20]. E. coli fakultatif anaerob olmasindan dolayr hem daha hizli hem de
her ortamda rahat bir gekilde Ureyebilirler. Bu bakteri oksijenin tukeltimesini
saglayarak bagirsak iginin oksijensiz olmasini saglar [6]. E. coli sekil olarak
cubuk bir sekle sahip oldugu i¢in uzunluklari iki katina ¢ikararak ve uygun olglye
gelince ortadan bdllinerek c¢ogalirlar (Sekil 2.4) [21]. Bu dénglyl uygun bir
ortamda yaklasik olarak 20 dakikada tamamlayabilirler. Yani 7 saatte yaklasik
2,097,152 bakteri Uretilebilen E.coli birka¢ saat sonra bu sayiyi ikiye katlayip
patojenik bir tGrantn butin vicuda yayilmasini ve istila etmesine yetecek kadar

bakteri Uretebilir [22]. Enterik bir bakteri olan Escherichia coli insan ve diger
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sicakkanli memelerin bagirsaginda bulunurlar. Bagirsak florasinda 500 cesitten
fazla bakteri yasamakta olup yaklasik gram basina 10'°-10'* hiicre diismektedir

[23]. E.coli sindirim kanali boyunca dominant olarak gézlemlenir.

Normal kosullar altinda E.coli gekumda baslayarak kolon boyunca bulunur, bu
floranin bir pargasidir. Patojenik olmayan pek ¢ok E. coli susu ayni anda burada
bulunur ve kommensal olarak bagirsakta yasar. Fakat enterotoksik susglari ince
bagirsakta kolonize olur [6, 24]. Burada kolonizasyon faktor antijenleri (CFA,
Colonization Factor Antigen) sayesinde tutunarak fimbriyal proteinleri Uretir. Bu
bdlgede E. coli ¢ogalir ve basta diyare olmak Uzere c¢esitli hastaliklara sebebiyet

verir.
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Sekil 2.4. E. col’'nin bélinmesinin sematik diyagrami [21]

E. col’nin pek c¢cok susu olup arasinda patojenik 6zellige sahip suslari da
mevcuttur. Bu patojenik suslar 2011'de 5 yas alti 6.9 milyon ¢ocuktan ishal

kaynakli diinya ¢apinda %9.9’'unun dlimune sebebiyet vermistir [24].

E. coli hacre diginda bir muddet hayatta kalabilme 6zelligine sahip oldugu igin
fekal bir kirlilik tespiti icin indikator 6zelligi tagiyan bir bakteridir [25, 26]. E. coli

tayini yapmak icin pek ¢ok yéntem mevcuttur. indol, metil kirmizisi, glukozdan



gaz cikisl, B-galaktosidaz, mukat kullanimi, fenil, tartarat kullanimi testleri ile
tespit edilebilirler [6, 27].

2.1.4. Bakteri Tayin Yontemleri

2.1.4.1. Kiltur ile Tayin

Bu yOontem altin standart olarak kabul goren bir yontemdir. Kullanilan en eski
metottur. Dogruluk orani yuksek olan bir metot olmasina ragmen sure yonunden
sikintili olan bir yontemdir. Kultirden istenilen sonucu elde etmek icin yaklagik 18
ile 24 saat arasi beklenilmek zorundadir [27]. Kati ya da sivi besi ortaminda
kultar yapilabilir. Kati besi yerinde yapilan tayinler agarli besi yerinde ekimi
yapilan canlilarin koloni olusumunun gozlemlenmesi Uzerine dayanir. Her canli
trd icin 1 koloninin olusmasi beklenir. Fakat eger ornegimizde bulundugu halde
sonradan hasar alip koloni olusturamayan canlilarda olabilir. Bu yuzden tim
mikroorganizmalarin tespiti saglanamamis olur. Sivi besi yeri ise kullanimi da
yani en muhtemel sayl (EMS) ile tayin de koliform grup bakterilerin tayinin de
Ozellikle tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemde 3 sivi besi yerine ardigik olarak
seyreltiimis 3 seyreltiden ekim gergeklestirilir. Akabinde elde edilen sonucun

istatistiksel olarak olusturulmus cizelgeden okunmasi esasina dayanir [28].

2.1.4.2. Membran Filtrasyon Yontemi

Bu teknik ozellikle su ve diger sivi orneklerinin analizini gerceklestirirken
kullanilir. Eldeki sivi 6rnek membran filtreden gecirilir ve bu filtrasyon sonrasi
mikroorganizmalar filtre Uzerinde kalir. Akabinde filtre besi yerinin igine
yerlestirilir. Burada uygun kosullar saglandiginda koloni olugsur ve tayin
gerceklestirilir. Bu yontem ile yaklasik olarak filtre 24 saat inkibasyona birakilir.

Yavas bir tayin yontemidir.

2.1.4.3. Mikroskobik Sayimlar

Bu yontem ile 6zel lamlarin Uzerinde direk mikroskop altinda sayim yapilir. Bu
yontem ile hem canli hem de cansiz butun organizmalar sayilir. Bu yontemin
tercih edilmemesindeki en blyuk dezavantajdir bu. Thoma, Howard ya da Breed
lamlari ile sayim gergeklestirilir [29]. Her birinin kullanim amaci farklidir. Ornegin;
Breed lami ile ¢i§g sutteki mikroorganizma sayisi belirlenirken Howard kuf

incelemeleri icin tercih edilir.



2.1.4.4. immiinolojik Yéntem

Bu yontem daha kuiltire kiyasla daha hizli ve daha az pahali bir yontemdir.
Polimeraz zincir tepkimesine (Polymerase Chain Reaction - PCR) gecilmeden
once kullanilan bir yontemdir [30]. En bilinen immunoserolojik yontem iste
ELISA’dir (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Antijen-antikor etkilesimine
dayanan bir analiz yontemidir. Ornegin igine eklenen bir antijen, érnek igindeki
0zgul antikor ile etkilesime girer. Boylelikle tayin yapilir. Tam tersi sekilde de igler.
Antikor ile antijen tayini de yapilabilir. Antikor ve antijen etkilesimi spesifik bir olay
olmasina ragmen bazen birbirine benzeyen gruplar arasinda da birlesme olabilir
[30, 31]. Buna ¢apraz reaksiyon denir. Bu ydntemin en 6nemli dezavantaji ¢capraz

reaksiyonun gergeklesmesidir. Yani daha hassas bir tayin yapilamayabilir.

2.1.4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Tayin

PCR ile pek cok patojenin genleri ¢ogaltilabilir. Her gen igin spesifik primer
bdlgesi gelistirilir ve bu primerler ile agoroz jel tGzerinde yluratme yapilir. PCR’in
en buyuk avantaji kultir ve immunoserolojik yontemlere gore daha hizl
olmasidir. Capraz kontaminasyon, hucre tahribi, nukleik asit ekstaksiyonunda
olusabilecek sorunlar ya da inhibitor icerikleri yuzunden gerceklesemeyen

reaksiyonlar dolayisiyla bu yéntemde ¢ok basaril kabul edilmez [31].

2.1.4.6. Biyosensorler

Bakteriler cesitli cevrelerde bulunabilirler. Ornegin; Toprak, su, atik su ya da
hayvan bagirsaginda vb. Bakterilerin patojenik suslarinin varligi insan/hayvan
sagligi, gida guvenligi ve cevre guvenligi agisindan zararlidir [1,4]. Bu ylzden
hizli ve guvenilir bakteri tayini 6nem arz etmektedir. Pek ¢ok bakteri tayin metodu
vardir. Diger metotlara kiyasla daha ucuz, segiciligi yuksek, daha hassas ve hizli
sonu¢ elde edilebilen bir segenektir [19]. Biyosensorlerin kullaniminin kolay
olmasinin yani sira nukleik asit temelli ya da immunolojik sistemlerin aksine
numuneyi ¢ogaltmaya ya da zenginlestirmeye ihtiya¢c duymaz. Biyosensorler ile
PCR'In olusturdugu bazi sorunlarin Ustesinden gelinebilinir [31]. Ozellikle son

yillarda gida guvenligi uygulamalari kullaniminda yayinlasan bir sistemdir.

Hedef bazli calismayl saglayan bir metottur. Biyosensorler blnyesinde bir
mikroorganizma, doku, hlicre, enzim, antikor, nikleik asit ya da bakteriyofaj gibi



bir biyoreseptdr element icerir ve bu sayede hedef analitin elektrokimyasal ya da
optik tayini saglanir [32, 33] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Biyosensorlerin genel ¢caligma mekanizmasi

Biyosensorler analitik bir cihaz olup 2 temel elementten olugsmaktadir. Bunlar
biyoreseptorler ve donusturtcudir. Hedef analitin  tanimlamasindasindan
sorumlu olan biyoreseptorler; biyolojik mateyal olan enzim, antikor, nukleik asit ya
da hicre reseptorleri vb. olabilir [4,19]. Ayrica biyolojik olarak Uretilen materyal
olan aptamer ya da rekombinant antikorlar olabilirler. Son olarak bu
biyoreseptorler sentetik ve sistemi mimik edebilecek baskili polimerler ya da

sentetik katalizorler olabilir.

Biyoreseptorler tarafindan algilanan analit bir donusturicu ile elektrik sinyaline
donasturulir ve okuma optik, elektrokimyasal ya da manyetik vb. olarak
Olcllebilinir [30, 31].

Biyosensorlerin galisma prensibi hedef molekull yani analiti tanimak Uzerine
kuruludur. Hedef biyolojik materyal (6rnegin; peptitler, lektin, antikor ya da
aptamerler vb.) taninir ve okunabilir bir sinyale donustarutlir [30]. Biyosensorler
biyolojik materyali saptayacak bir sensor-algilayici, donustiricu, sinyal yukseltici
ve sinyal isleyici sisteminin birlesmesiyle olusturulan bir sistemdir. Sinyaller analit
konsantrasyonu ile orantilidir. Biyosensorlerin performansi tepki suresi, algilama
limiti, garalta orani ile iligkilidir. Performansi etkileyen bu parametreler biyolojik
elementi saptayan algilayici - sensor, donustlricu ve sinyal yukseltici ile iligkili
olup, geligtirilen sistemde ilk dikkat edilip gelistirimesi gereken o6nemili
bilesenlerdir [27, 30, 31].
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Biyosensorler sayesinde pahali laboratuvar ekipmanlarina ihtiya¢ ortadan kalkar.
Ayrica diger pek ¢ok deneysel basamak ortadan kalktigi icin zamandan tasarruf
saglanmaktadir. Dasuk hacimli orneklerle galismaya imkan saglar ve daha az
kimyasalla galisarak maliyetin dismesini de saglar. En 6énemli faydasi ise es
zamanl sonug alinabilir bir sistem olmasidir. Diger sistemlere kiyasla, ornegin;

kultar, beklemeden sonug alinabilir.

2.2. Beta - Galaktosidaz

Beta - Galaktosidaz (B-gal) yani bir diger adiyla laktaz, p-D-galaktozitin su
varliginda galaktoz ve alkole hidrolizini katalize eder (Sekil 2.6) [34, 35]. Bu
hidroliz tepkimesi sirasinda glikozit baglar kirihr ve monosakkarit elde edilmis
olur. Bu enzim birgok mikroorganizmada, bitkide ve hayvanda mevcuttur. -gal
farkli substratlar tGizerinde etkisi vardir. Ornegin; laktoz, gangliozid GM1 ve gesitli

glikoproteinler bulunur.

Beta - Galaktosidaz

oH oH
G HaOH » G HaOH
+H.0 +  R—0OH
H o—F H oH Alkaol
H H
oH oH
H H H H

[O- Galaktoz

p-0- Galaktozit

Sekil 2.6. B-gal reaksiyonu

Laktoz dissakkarittir. Sadece sutte bulunur. pB-gal ile laktoz monosakkaritlerine
yani glikoz ve galaktoze hidrolize olur [36]. Vicudumuzda laktozu
kullanabilmemiz igin laktozun hidrolizine ihtiya¢g duyariz. Laktoz direk olarak ince
bagirsaktan emilimi saglanamaz. B-gal ile ince bagirsakta glikoze ve galaktoz
yikimi saglanir ve akabinde ince bagirsaktan bu monosakkaritlerin emilimi yapilir
[37]. Bu yikim bagirsaklarimizda bulunan probiyotik bakteriler ve ince bagirsak
yuzeyindeki B-galaktosidazlar tarafindan saglanmaktadir [38, 39]. Bu enzimin
eksikliginde ya da islevini tam gerceklestiremedigi durumda kisi laktoz intoleransi

geligtirir yani laktoz sindirilemez [40].

B-galin molekuler agirhgr 540,000°dir ve her biri bagimsiz bir aktif bdlge olan
135,000 molekuler agirliga sahip olan 4 alt birimden olusmustur (Sekil 2.7) [41,
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42]. B-gal, 4 6zdes polipeptit zincirinden olugsan bir tetrameridir ve bu zincirlerin
her biri 1023 amino asit igerir [43, 44]. Her bir monomer i¢inde; 1023 amino asit,

5 domain olusturur [45].

Sekil 2.7. B-galaktosidaz, 4 alt biriminin birlesmis halinin gosterimi [45]

B-gal 3 enzimatik aktiviteye sahiptir. Laktozu hidrolize edip glikoz ve galaktoz
olusturmaktir. Ayrica laktozun izomeri olan allolaktoza donusturilmesini saglar.
Son olarak bu allolaktoz monosakkaritlere ayrilabilir. Allolaktoz, Lac Z
represorune baglanir ve hicrelerin igerisindeki p-gal oranini ayarlayacak pozitif
bir geri bildirim déngusu yaratir (Sekil 2.8) [36, 46].

p-Galaktosidaz'in Fonksiyonu
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Sekil 2.8. B-galaksidozun hucre igindeki aktivitelerin sematik gosterimi. Bu
enzim ile laktoz, galaktoz ve glikoza hidrolize edilir. Ayni zamanda allolaktoz
olusumu saglanabilir. Laktozun varliginda allolaktoz sentezlenir ve bdylelikle
allolaktoz lac represére baglanir. Lac operonunun afinitesi azalir. Boylelikle
lacZ geninin Urinu olan B-galaktosidazin sentezi mamkun kilinir. [36]
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Laktoz tek basina lac operonunu ekspresyonunu baslatamaz. Bunu laktozun
izomeri olan allolaktoz saglar. Allolaktoz, glikoz ve galaktozun o-1,4’teki
baglantisi yerine a-1,6 baglantisinin olusmasiyla olusur [46, 47]. Allolaktoz lac
operonun indukleyicisidir. Allolaktoz, indiksiyondan once ortamda bulunan B-gal
molekulu tarafindan dugsuk seviyelerde Uretilen p-gal reaksiyonunun yan
aranadar. Laboratuvar ortaminda B-gal ekspresyonunu induklemek igin iste

izopropiltiogalaktozid (IPTG) gibi uyaricilardan yararlanihr [47].

Dogada yaygin olarak bulunabilen bu enzim gesitli mikroorganizmalardan izole
edilebilmektedir. Bunlarin basinda E. coli gelir. E. coli dogada pek cok farkl
sekerle kargilagir. Bunlardan bazilari laktoz ve glikozdur. E. coli’'nin temel karbon
ve enerji kaynagi glikozdur [48]. Glikozun bulunmadigi ortamlarda laktoz gibi
disakkaritleri karbon kaynagi olarak kullanmak zorunda kalir. Laktozu metabolize

etmesi gerektiginde B-gal enzimini kullanir [47].

E. coli, glikoz ya da gliserol gibi bir karbon kaynagindan yararlanarak besleniyor
ve blyuyorsa bu ortamda 10 molekulden daha az B-gal bulunacaktir. Bu karsilik,
ayni hdcre laktoz igeren bir ortamda yetistirildiginde birka¢ bin B-gal molekuli
olusacaktir. Laktozlu bir ortamda kultire edilmis E. coli’ler p-gal oranini
yukseltecektir (Sekil 2.9) [47, 49].

Laktoz cikarimistir

4 |- .
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Sekil 2.9. Laktozun E. coli kultiriine eklenmesi. Laktoz eklenmesi
B-gal'in artisina neden olur. Enzim miktarindaki artis buylyen
kultardeki hucrelerin sayisindaki artis ile paraleldir. [47]
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E. coli her gekeri metabolize etmek igin farkli enzimlere ihtiyag duyar. Laktoz
metabolizmasi igin 3 farkli enzime ihtiya¢c duyar ve bu enzimlerin hepsi lac
operonunda bulunur. Bunlar lacZ, lacY ve lacA'dir (Sekil 2.10) [50, 51]. LacZ
laktozu hidrolize eden B-gal enzimini kodlar. LacY ise laktozu hicre igine almayi
saglayan permeazlarin sentezinde rol alir. LacA’nin laktoz metabolizmasi
Uzerindeki etkisi tam olarak c¢ozulememigtir. E.coli lac operonunun

transkripsiyonunu sadece laktoz varliginda aktive eder.

lac operon
I |
lacit 03 P O lacZ lacY  lacA
[N N | N B [ |

Sekil 2.10. Lac operonunu igeren bir E. coli kromozomunun diyagrami [50]

2.3. ortho-Nitrofenil-B-galaktozid (ONPG)

ONPG, B-gal aktivitesinin saptamak icin kullanilan bir substrattir. Normalde bu
madde renksizdir. Ama B-gal varliginda, ONPG hidrolize ugrar ve reaksiyon
sonunda galaktoz ve ortho-nitrofenol (ONP) elde edilir (Sekil 2.11) [52, 53].
Reaksiyon sonrasi ortamda sari renk gozlemlenir. Bu rengi veren ortho-
nitrofenolddr. Sari rengin gbézlemlenmesi demek tepkimenin basarili bir sekilde

gerceklestiginin gostergesidir.

HO
ik J;) Hgﬁ C
(@]
+
2 B-Galaktosidaz HO : OH HO
OH NO

OH
| B-D-Galaktoz | ONP

Sekil 2.11. ONPG’nin hidrolizi sonucu galaktoz ve ONP eldesi [52]

ONPG laktoz fermantasyonu yapabilen her bakteri grubu tarafindan yikilabilir.
Eger besi yerinde ya da sivi 6érneginde B-galaktosidaz yéninden pozitif bir bakteri

varsa, bu bakteri ONPG'yi hidrolize eder ve sari ONP’yi Urln olarak goruruz [53].
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ONP bilesigi 15191 420 nm 1$191 absorbe eder [54]. ONPG pozitif bakterilere érnek
olarak E.coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp vb. gosterilebilinir. Bazi bakteri
turleri, laktoz fermantasyonu yapmayan bakteriler, permeaz ve [B-gal’a sahip
olmadiklari icin ONPG vyikilamaz. Dolayisiyla ONPG negatiftirler. Tepkime
sonucu sari renk gozlemlenemez. Bu bakterilerden bazilarr,

Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp, Providencia spp vb. [52].

2.4. Raman Spektroskopisi

Spektroskopi temel olarak molekuldeki titresimleri saptamak igin kullanilan bir
yontem olup, Raman gunumuzde en ¢ok kullanilan spektroskopi yontemlerinden
biridir. Molekilleri olusturan atomlar agilarinin degismesinden 6turl titresim
hareketi goOsterirler. Raman spektroskopisi, monokromatik 1ginlarin elastik
olmayan sagilmalarinin lazer kaynagi olarak kullanilip, sacgilan bu isinlarin
OlcimUne dayanan bir tekniktir [55]. Monokromatik 1sinI absorbe edemeyen
molekuller sagilma gosterirler. Yuksek siddette monokromatik 1sima yapan lazer
numune ile etkilesim igine girince, monokromatik isiktaki fotonlarin frekansinin

degismesi olayina esnek olmayan sagilma denir.

Lazerden c¢ikan fotonlar numune tarafindan absorbe edilir ve daha sonra yeniden
sacilir. Geri yansiyan, sacilan fotonlarin frekansi monokromatik isinin orijinal
haline kiyasla frekansi azalir ya da artar. Buna Raman etkisi denir. Bu frekanstaki
degisim molekullerin titresimi ya da diger dusuk frekansli gegisler hakkinda bilgi
saglar. Raman spektrometresi ile hem kantitatif hem de kalitatif analizler yapmak
icin kullanila bilinir. Raman spektrometresi kati, sivi ya da gaz ornekleri Uzerine

kullana bilinir.

2.4.1. Raman Spektroskopisi

Tipik bir Raman deneyinde, uyarici kaynak lazerdir ve sacilan 1s1gin analizi
spektrometre ve tek foton seviyesine yakin hassasiyetli bir detektor tarafindan
yapilir [19]. Raman spektroskopisi temelini ultraviyole (UV), goérunur ve yakin
kizilotesinin (Near — Infared, NIR) sebep oldugu elektron kutuplasmasiyla
olusturur [56]. Raman etkisi temel olarak elektrik alanda olusan molekuler
polarizasyon sonucu olugsan molekiler deformasyonlardir [55]. Bu periyodik

deformasyonlar sonucu molekul karakteristik titresimler gosterir.
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Raman saciimasi molekuldeki titresimdeki degisime seviyelerine gore degisiklik
gosterir. Belirli bir frekanstaki monokromatik lazer 15191 molekullu harekete gegirir

ve onlari osilasyon yapan dipollere donusturar.

Bir molekul v frekasinda bir ve bir lazerden ¢ikan monokromatik bir 1sik ile
etkilesim icine girer ise, o zaman bu olay i1ginI tarafindan molekulde induklenen
elektron kutuplagsmasi nedeniyle frekans v (Rayleigh Sacilimi) 1s1§1 ve frekans
vtvi (raman sagihmi) dagilr (Sekil 2.12) [55, 57]. Burada vi molekullin titresim

frekansini temsil eder [57].

Numune
Lazer

v=v; Raman Sacimas

W
v Rayleigh Saciimasi

Sekil 2.12. Raman sag¢iimasinin mekanizmasi [57]

Her molekll kendi iginde karakteristik bag yapisina sahip oldugu icin farkli
titresimlere sahiptirler. Raman spektrometresi ile her molekulin parmak izi vardir
[58].

2.4.2. Raman Sinyal Siddetini Arttirma Yollar

Raman sinyalleri genellikle disuk olup, Raman spektroskopisi ¢esitli tekniklerle
geligtirilir. Raman sinyal siddetini arttirmak icin; 6rnek hazirlama, numunenin
aydinlatiimasinin ya da 1s1gin saciliminin tespiti icin degisik yollara gidilmis ve
pek cok farkli yol kesfedilmistir. Ylzeyi glgclendiriimis Raman Spektroskopisi
(Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) bu sebeple gelistiriimis

yontemlerden biridir.
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2.4.3. Yuzeyi Guglendirilmis Raman Spektroskopisi

Yuzeyi guglendiriimis Raman spektroskopisi yuzey duyarli bir tekniktir. Raman
sacilimini metal yuzeye adsorbe olan molekuller veya plazmonik manyetik silika
nanotup gibi yapilari kullanarak Raman sagilimini gu¢lendiren bir tekniktir (Sekil
2.13) [59, 60].

4 4: Giiglendirilmis
Raman sagilmasi

3
()
4 - y
R, \ \ // 3: Analit
2: Cesitli
3 nanopartikiiller

1: Substrat

Sekil 2.13 Ylzeyde glglendiriimis Raman Spektroskopisi [60]

Raman spektrometresinde dusuk Raman sagilmasi ylzunden duguk bir
hassasiyete sahip bir olgim gergeklesir [61]. SERS ile Raman sacgiliminin
kesitinde 10° kati siddet artisi oldugu bilinmektedir [62]. Bu artis 10'° ile 10™e
kadar ¢ikabilir [63, 64]. Yani bu teknik ile tek bir molekul saptanabilir [65, 66]. Bu
artis faktoruni agiklamak icin 2 temel katkinin GrGnUyle anlasilabilir. Bunlar;
elektromanyetik  gucglendirme  mekanizmasi ve kimyasal guglendirme
mekanizmasi. Raman sacilimi indiklenen dipol momentinin karesi ile dogru
orantihdir [67]. Bu durum Raman polarizasyonunun ve elektromanyetik alaninin
baydklagunun Granaddar.

Elektromanyetik teori lokalize olmus yuzey plazmonlarinin uyarilmasini onerir.
Kimyasal teori ise yuk-transfer komplekslerinin olusmasini dnerir [68]. Kimyasal
teori sadece ylizeyle kimyasal bag olusturan formlar icin gecerlidir. Yani bu teori

sinyal guclenmesini her durumda agiklayamaz. Fakat elektromanyetik teori
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molekll ylzey tarafindan fiziksel olarak soduruldugu zamanlarda da gegerlidir
[69, 70].

2.5. Kolorimetri

Kolorimetri insanin renk algilamasina denk, fiziksel olarak tanimlamak ve dlgmek
icin kullanilan bir yontemdir [71, 72]. Renk algisi, insanda gozdeki koni hucreleri
tarafindan saglanmaktadir [73]. Isik spektrumunda olan elektromanyetik
radyasyon ile insan gézindeki koni hucrelerinin uyariimasi sonucunda renk algisi
olusur. Isiktaki dalga boyuna gore farkl renkler algilanir. Normal bir gorise sahip
bir insan goéziu 1131 algilayan 3 farkli koni hlcresine sahiptir. 3 farkli spektral
hassasiyet zirvelerini algilar. Bunlar; kisa (“S”, 420 nm — 440 nm), orta (“M”, 530
nm — 540 nm), ve uzun (“L”, 560 nm — 580 nm) (Sekil 2.14) [74].
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Sekil 2.14. Basitlestirilmis insan koni yanit egrileri [74]

Elektromanyetik radyasyon kendi dalga boyu ve yogunlugu ile karakterize edilir
(Cizelge 2.1) [75, 76]. Dalga boyu gorulebilir bir spektrum igerisinde ise, yani 390
nm ile 700 nm arasinda bu gorulebilir bir isiktir [77, 78]. Cogu 1s1k kaynag: farkl
dalga boyunda yayar.
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Renkler Dalga Boyu Araligi

I Kirmizi ~700-635 nm

Turuncu ~635-590 nm
Sari ~590-560 nm

I Yesil ~560-520 nm
Cyan ~ 520-490 nm
Mavi ~490-450 nm
Mor ~450-400 nm

Cizelge 2.1. Gorilebilir 1sik spektrumundaki renkler

CIE (Internation Commision on lllumination; Uluslararasi Aydinlanma Komisyonu)
1931 renk uzaylari renklerin algilanmasinda tanimlanmis ilk numerik olugum
olup, elektromanyetik gorunur spektrumlardaki temel renklerin insan gorugsuinde
algilanmasiyla renklerin tanimlanmasina dayanan bir kantitatif olarak tanimlama

yapan bir olugsumdur [79].

RGB renk modeli eklemeli bir renk modeli olup kirmizi, mavi ve yesil renklerinin
farkli kombinasyonlarinin bir araya getirilerek Uretilen genis bir renk yelpazesinin
olusturulmasina dayanir [80]. RGB (red — green - blue, kirmizi — yesil — mavi)
modelinin 3 temel rengin bas harflerinin birlestiriimesiyle adlandiriimistir. RGB
renk modelinin temek amaci algilamak, simgeleme — gosterme ve elektronik
sistemlerdeki sekilllerin gosterimi saglamaktir [81, 82, 83]. RGB’nin eklemeli
modellemesi kirmizi, yesil ve mavi i1sik huzmelerini ve 1sik spektrumlarini bir
araya getirerek final renk spektrumunu olusturur [84, 85]. RGB renk modeli ile

renge ne kadar kirmizi, yesil ve mavi dahil oldugu saptanir.

CIELAB renk olgcedi tek formlu bir renk olgegidir. Tek renk Olgeginde, renk
uzayinda ¢izilen noktalar arasindaki farklar gizilen renkler arasindaki goérsel
farklilklara karsilik gelir. CIELAB renk alani kip seklinde duzenlenmigtir. L*
ekseni yukaridan asagiya dogru gosterilmistir. a* ve b* ise yatay dizlemde
gosterilmigtir. L* ekseni icin maksimum degder 100 ve minimum deger 0’dir. 100,

muikemmel yansitma difizorini oldugunu belirtirken; O degeri siyahi temsil eder.

19



A* ve b* eksenleri i¢in belirli bir sayisal sinir yoktur. Pozitif a* degeri kirmizi
rengini temsil eder; negatif a* degeri ise yesili sembolize eder. Pozitif b* degeri

ise sariyi; negatif b* degeri ise maviyi sembolize eder. (87)

CIE sistemi tritimulus degerini kullanarak renklerdeki koyuluk oranini, renk
oranini ve saturasyon belirlenebilir. Sistem bunu belirlemek igin L*, a* ve b*
seklinde 3 koordinath bir sistem olusturmustur [51]. Nesnenin koyuluk orani L*
koordinati ile kromatik bilesenleri ise a* ve b* kartezyenleri ile belirlenmektedir

(Sekil 2.15) [87]. Rengin saptanmasi i¢in AEq* esitligi (esitlik 1) kullanilir.

AEq* =V (L% = L*o)* + (@% — a%)” + (b*— b%)’ Esitlik (1)

Black

Sekil 2.15. CIE renk uzayi [52]
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3. Materyal ve Yontem
3.1. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kimyasal olarak;

- Sigma — Aldrich (St. Lois, A.B.D)'den 2-Nitrofenol B-D-Galaktopiranozid,
Tavuk yumurtasindan elde edilmis lizozim, Sodyum klorir (NaCl),
Disodyum fosfat (Na;HPO,), Potasyum fosfat (KH,PO,), Potasyum KlorUr
(KCI), Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,4), Sodyum bikarbonat (NaHCO3),
Kalsiyum Klorar (CaCl,) ve Beta — merkaptoetanol (C,HsOS) (BME) temin
edilmistir.

- Merck (Darmstadt, Almanya)ten Tollen (C6H5CH3), Sodyum fosfat
monobazik (NaH,PO4) ve Magnezyum sulfat (MgSO,) temin edilmigtir.

- Butdn gozeltiler, ultra saf su (18 MQ, cm ) ile hazirlanip kullaniimistir.

3.2. Cozeltiler
Fosfat tamponu (PBS) hazirlamak igin once; 0,1 M Na;HPO, ve KH;PO4
cOzeltileri karigtinlarak pH’si 7,4 olan PB tamponu hazirlanmistir. Daha sonra

tampon icerisine 8 g/L NaCl ve 0,2 g/L KCI olacak sekilde tuz ilavesi yapilmistir.

Z tamponu hazirlamak igin; 850 mg Na,HPO, 620 mg NaH,PO,, 75 mg KClI,
120.36 mg MgSO;, sirasiyla eklenmigtir. Cozeltiyi tamamlamak icin ve p-gal
enzimini stabilize etmesi i¢in 350 ul BME eklenmistir. pH 7.0 olacak sekilde

ayarlanmigtir.

Ringer solusyonu hazirlanmak igin; 4,45 gr NaCl, 0,15 gr KCl, 0,3 gr CaCl, ve 0,1
gr NaHCOg3 sirasiyla eklenmigtir. pH 7.2 olarak ayarlanmigtir.

ONPG ¢ozeltisi icin; 50 mg ONPG 1 mL Z tamponunun icinde ¢ézulmustir.

Lizozim c¢ozeltisi igin; 25 mg lizozim pH1 8 olan 1 mL PBS ¢ozeltisi iginde

¢ozdurulmustdr.

3.3. Kullanilan Mikroorganizmalar
E. coli (K12) Gazi Universitesi Biyoloji Bolumi'nden temin edilmistir. Deneyler
suresince kullanilan E. coli’ler Refik Saydam Hifzissihha Enstitisi’den temin

edilmistir. Bakteriler laktozlu besi yerinde gogaltiimistir.
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E. coli K12 inokilumu 18-24 saatlik inkiibasyonun ardindan +4 °C'da muhafaza
edilmekte olan petriye tek diismis bir koloniden (veya -80 °C stogundan wire
loop ile) alinarak, tercihen kapakli falcon tup igerisinde bulunan oda
sicakhdindaki sivi besiyeri icerisinde suspanse edilir. Stspansiyon 16-18 saat
slreyle 37 °C'da galkalayicili su banyosunda inkilbe edilir, bu siire ardindan 1’e
10 seyreltilerek hucre konsantrasyonu UV spektrofotometre ile fotometrik olarak
tespit edilir. 600nm’deki OD (optik yogunluk, optical density) degeri ~ 0.4 - 0.6
arali§inda olan siispansiyondan (1 OD = 1x10° kob) sivi besiyeri ile seyreltme
yoluyla, 1x10° kob/ImL (kob: koloni olusturan birim) konsantrasyonda ekime

hazir E. coli sispansiyonlari hazirlanir.

Besiyerleri, tercihnen 90 mm'lik tek kullanimlik steril petriler icerisine hazirlanir.
Besiyeri 13 gram laktoz besi yeri 1 litre distile su igerisinden ¢ozdurtlerek
hazirlanmistir. Bir manyetik karistirici ile besiyerinin gerekli tartiminin oda
sicakhdinda distile su igerisinde tamamen dagiimasi saglandiktan sonra, ¢ozelti
otoklavda su buhari ile doyurulmus ortamda, 121 °C ve 1 atmosfer basingta 15
dakika sure ile sterilize edilir. Otoklavdan alinan besiyeri 40 — 45 °C’a kadar
manyetik karigtiricida karigtirilarak sogutulduktan sonra, steril petriler icerisine 25
mL/petri olarak dokullr, steril ortamda petri kapaklari agik sekilde besiyerinin
soguyarak katllagmasi saglanir. Kapaklari kapatilan ve sirinklenen besiyerleri

kullanima kadar +4 °C’da muhafaza edilir.

Bakteriler 1 gecelik kultiurden sonra PBS tamponunun igerisine alinarak 0,5 Mc
Farland yogunluguna (1,5x108 kob/mL) getirilmistir. Elde edilen siispansiyonun,

PBS ile 3 kere yikandiktan sonra 10den 10%e seri diliisyonlari hazirlanmistir.

3.4. Cihazlar ve Geregler
- Raman spektroskopisi (DeltaNu ExamineR Inc. Laramie, WY, A.B.D &
Qimaging MicroPublisher-RTV-5.0, Kanada): Raman mikroskopu 785 nm
lazer kaynagi, numune icin hareketli lamel haznesi ve CDD dedektori
ONPG’nin yikim darunu olan 2-nitrofenol (ortho — nitrophenol, 2 — nitrofenol,
ONP) tespiti icin kullaniimistir. Olglim siiresi 35 saniye olup, 10X objektif,

30 um lazer spot alani, 150 mW lazer gucu ayarlanmigtir.
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- Vakumlu etiv (SHANGHAI YIHENG TECHNICAL Co, LTD, DZF — 6030A,
Sangay, Cin): 37 °C, 0.09 MPa basingta yaklasik 1 saat boyunca bakterili
¢Ozeltideki etanolt ugurmak igin kullaniimigtir.

- Ultrasonik banyo (SONOREX RK 156, BANTELIN Electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Almanya): Cozeltileri hazirlarken homojen bir karisim
saglamak amaciyla kullanilmistir.

- pH metre (SENOVA LABTECH Co.,Ltd.,, PEN TYPE SX-610, Sangay,
Cin): Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda kullaniimigtir.

- Santrifij aleti (SIGMA, 2-16P, Osterode, Almanya): Bakterilerin
¢Okturalmesi icin kullaniimistir.

- Eppendorf Isitici (TECHNE, DB-2D, ingiltere): ONPG igeren bakteri olan
cozeltilerin renk dontsimi sirasinda optimum sicaklikta, 37 °C, tutmak
icin kullanilmistir.

- Hassas terazi (SHIMADZU Inc., Kyoto, Japonya)

- ITK silika jel (60, F254, Merck, Darmstadt, Almanya): Orneklerin (zerine
damlatiip SERS olgtimlerinin yapildigi ylizey

- Deiyonize su cihazi (MILLIPORE SIMPLICITY 185, Merck Millipore, Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya)

- Mikropipet (1-10, 10-100, 100-1000 pl)

3.5. Yontem

Calismada laktoz fermente edebilen bakterilerin tespiti icin hizh ve dusuk
konsantrasyonlarda kolorimetrik tespit yapilmasi igin yontem sunulmustur.
ONPG’nin E. coli'de bulunan beta-galaktosidaz enzimi ile ONP’ye yikimini
saglayip; kolorimetrik bir degisim gozlenilmesi hedeflenmisgtir.

Bakterilerin, laktozu fermantasyon kabiliyeti B-gal enziminin varligina baghdir.
Eger ortamda B-gal pozitif yani laktoz fermantasyonu yapabilen bir bakteri varsa
bakteri ONPG substratini yikacak ve Urun olarak sari renkli 2 — nitrofenol elde
edilecektir.

ilk asamada 10¥den 10%e kadar olan biitiin E. coli konsantrasyonlari santrifij ile
10000 rpm’de 10 dakika c¢okturalmustur. Supernatant geriye sadece 500 ul
bakterili ¢ozelti kalana kadar atilimistir. Bakteri duvarini parcalamak ve pB-gal

enzimi agiga ¢ikartmak igin tolien kullaniimistir. Tupler vortekslenmistir. Bakteri
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ve tolUen ¢ozeltisi iyice karistirildiktan sonra tolienin ugmasi igin vakumilu etlve
konulmustur. Bakteri — tollen ¢ozeltisi 37 °C’de 1 saat tutulmustur.

Son olarak butun bakteri konsantrasyonlarina ONPG (50 mg/mL; 0,17 M)
sollisyonu eklenmistir. Renk degisimi gézlenene kadar bakteri ve ONPG iceren
eppendorflar  isitici  blok  Gzerinde 37 °C'de  bekletilmistir.  Butln

konsantrasyonlarda 2 saatten az bir sirede renk degisimi gézlenmisgtir.

3.5.1. Optimizasyon Deneyleri

3.5.1.1. ONPG Optimizasyonu

Deneyler suresince kromojenik substrat olarak ONPG kullaniimistir. ONPG’nin
yikimi ile 2-NP elde edilir. Deneyler slresince ONPG, Z tampon igersinde
¢Ozdurulmustar. Tum konsantrasyonlarda renk degisiminin gorulmesi ve SERS
siddetlerinin gozlemlenebilmesi i¢in kullanilan igin tercih edilen tercih edilen
ONPG konsantrasyonlari 4 (0,01 M), 15 (0,04 M), 20 (0,06 M), 30 (0,09 M), 40
(0,13 M) ve 50 (0,17 M) mg/mL'dir. Optimizasyon siiresince 1,5x10%
konsantrasyonundaki E. coli kullaniimigtir. Bakteriler tollien ile parcalandiktan

sonra sirasiyla batiin ONPG konsantrasyonlari eklenmigtir.

3.5.1.2. Cozicu Optimizasyonu

Beta-galaktosidaz enziminin agiga ¢ikmasi icin bakteri duvarinin pargalanmasi
gerekmektedir. Bakteri duvarinin pargalanmasi i¢in en uygun ¢o6zicunin
secilmesi icin optimizasyon vyapilmistir. Deneyler siresince 1,5x108
konsantrasyonundaki E. coli kullanilmistir. Lizozim enziminin en iyi pH ¢alisma
aralgr 8.0’'dir. Lizozimi ¢ézdurmek igin pH’1 8.0 olan PBS kullaniimigtir. 25 mg
lizozim 1 mL PBS igerisinden c¢dzdurilmistir. 10® konsantrasyonundaki
bakterilerden birine lizozim ve digerine toluen eklenmigtir. Tupler vortekslenmistir.
Eklendikten sonra Uzerine optimizasyonlar sonucu elde edilen ONPG oranina
gore (0,17 M), ONPG eklenmistir.

3.5.2. SERS

10'-10® arasindaki bakteri konsantrasyonlari 10000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilmigtir. Supernatant 500 upl kalana kadar atilmigtir. Akabinde tollene
eklenmigtir. Ortamdan tolUeni uzaklastirmak igin 37 °C’deki vakumla etlve
konulmustur. Bakteri-tolien ¢ozeltisi yaklasik 1 saat etlve tutulmustur. Daha

sonra optimizasyonlar sonucu belirlenen ONPG miktari, 0,17 M, butin bakteri
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konsantrasyonuna eklenmistir. Renk degisimi gerceklesene kadar eppendorflar
Isitict  blok Uzerinde 37 °C'de bekletilmistir. Orneklerin okumasi SERS’te
gerceklestirilmigtir.

Sekil 3.1. Raman cihazi (solda) ve ITK (ince tabaka
kromatografi) plaka Uzerinde SERS &rnekleri (sagda)

Raman ile ONPG’nin yikim drinud olan 2-NP sinyalleri saptanmistir. Renk
degisimi gerceklesen drneklerden ince tabaka kromatografi plakasi (ITK plaka)
Uzerine 5 ul damlatiimistir. Raman olgumundn yapildigi program NuSpec ve
mikroskop igin kullanilan gorintuleme programi ise QCapture Pro 6.0’dir. Raman
dlgimleri sirasinda 10X objektif kullanilmistir. Olgim siresi olarak 35 saniye
olarak belirlenmistir. Olglimlerde 30 um lazer spot alani ve 150 mW lazer giici

ayarlanmigtir.

3.5.3. Kolorimetrik

Isitict blok {izerinden alinan 10*-10® arasindaki bakteri konsantrasyonlarini igeren
orneklerin renk degisimi esitlik 1 kullanilarak hesaplanmigstir. Kolorimetrik okuma
ON Color Measure programi kullanilarak RGB degerleri dlgilmus ve tritimulus

degerleri saptanmistir.

3.5.4. Gergek Ornek Denemesi

Gergek ornek Uzerinde de deneme yapilmistir. Gergek 6rnek denemelerinde
peynir kullaniimigtir. Peynir ekstrakte edilmistir. 10 gramlik peynir numunesi ve
steril 100 mL ringer solUsyonu ile steril Stomacher posetinin igine konulur.
Stomacher cihazi ile karisim 5 dakika boyunca homojen olana kadar pargalanir

(Sekil 3.2). Homojen hale gelen karigim steril bir tipe aktarilir.
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Sekil 3.2. Stomacher Cihazi (solda), ringer solusyonu igerisinde
homojenize edilmis peynir (sagda)

Gergek ornek Uzerine bakteri spike (bakteri eklenmesi) edilmistir. Gergek ornek
denemeleri 10° ve 10° konsantrasyonundaki bakterilerle gerceklestiriimistir. 103
ve 10° konsantrasyonundaki bakteriler 10 dakika 10000 rpm devirde
cOkturilmustar. Supernatant atiimistir. Bakterilerin UGzerine homojenize olmus
peynir ¢cozeltisi eklenmigtir. Elde edilen bakterili peynir ¢ozeltisine optimizasyonlar
sonucu belirlenen oranda, 50 mg/mL (0,17 M), ONPG eklenmistir. Kolorimetrik

g6zlem ON Color Measure ile yapilmis ve SERS o6lgtimleri alinmistir.
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4. Bulgular
4.1. Optimizasyon Caligmalari
4.1.1. Deneyesel Maddelerin Optimizasyonu
Deneyler suresince kromojenik substrat olarak ONPG kullaniimistir. Bakterilerde
bulunun B-gal enzimi araciligi ile bu substrat hidrolize olur, yikilir. Yikilmanin
sonucunda renk degisimi gozlemlenir Bu hidroliz tepkimesinin Grunu olan 2 -
nitrofenol sari renge sebep olan maddemiz ve hedef analittir. ONPG miktarinin

belirlenmesi i¢in optimizasyon ¢aligmalari yapiimigtir.

4.1.1.1. ONPG Optimizasyonu

B-gal enzimi bakterilerde laktozun ve basit galaktozidlerin yikimini saglayan bir
enzimdir. pB-gal varhdr laktoz fermantasyonu yapan bakterilerin varhiginin
gOstergesidir. Bu enzimin varliginin tayini icin ONPG substrat olarak segcilmigtir.
ONPG, B-gal enzimi tarafindan hidrolize edilen substrat olup; yikimi sonucu sari
renkli 2-NP gdzlemlenir.

ONPG Sigma’dan temin edilmis olup, Z tampon iginde ¢6zdurualmustir.
Ependorflarin igine konulan ONPG ve Z tamponu sonikator kullanilarak homojen
hale getirilmistir. Optimizasyon calismalari siiresince 10® kob/mL’deki bakteriler
kullanilmigtir.  Butun  bakteri  konsantrasyonlarinda renk donugumunun
gozlemlenmesi ve anlamli SERS sinyallerinin gdzlemlenebilecegi ONPG miktari
optimize edilmistir. Optimizasyon igin tercih edilen ONPG konsantrasyonlari 4
(0,01 M), 15 (0,04 M), 20 (0,06 M), 30 (0,09 M), 40 (0,23 M) ve 50 (0,17)
mg/mL’dir. ONPG optimizasyonuna ait SERS spektrumlari sekil 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli derisimlerde (0,01 — 0,17 M), ONPG varliginda elde edilen
SERS spektrumu

Elde edilen verilerin sonucunda, ONPG miktari arttikca SERS sinyallerinde de
artis oldugu gozlemlenmistir. Gurultulerin azaldigi gézlemlenmis ve yikim tranad
olan 2-NP’Un sinyalleri net bir sekilde gézlemlenmistir. 50 mg ONPG, 1 mL Z
tamponu icinde ¢ozdurilmustiar. Uygun ONPG miktari 50 mg/mL yani 0,17 molar
(M) olarak belirlenmistir. 10¥den 10%e kadar olan bitin bakteri
konsantrasyonlarinda renk degisimi gdzlemlenmistir ve 2-NP SERS sinyalleri

g6zlemlenebilmistir.

4.1.1.2. Gozucu Optimizasyonu

B-galaktosidaz laktoz, gangliozid GM1 ve gesitli glikoproteinlerin yikimini
saglayan bir hidroliz enzimidir. E. coli laktozun bulundudu ortamlarda laktozu
metabolize etmek i¢in B-gal enzimini Uretir. Bakterinin enziminin agida ¢ikmasi
icin bakteri duvarinin parcalanmasi gerekmektedir. p-galun yapisinin
bozulmamasi ve hucre duvarinin pargalanip ortamda B-gal gézlenebilmesi icin
uygun ¢o6zlicunun bulunmasi gerekmektedir. Beta-galaktosidazi agiga ¢ikarmak
icin bakterinin hicre duvarinin parcalanmasi gerekmektedir. Bu pargalamayi

saglamak igin lizozim ve toluen kullaniimigtir. Lizozim ve tolUen kiyasi yapilmigtir.
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Sekil 4.2. TollGen ve lizozime ait SERS spektrumlari

Deneyler siiresince 1,5x10® konsatrasyonunda ki E. coli kullaniimistir. E. coli
cozeltisi 10000 rpm’de 10 dakika santriflj edilmistir. TUplerin dibinde pellet
gozlemlenilmistir. Pelletlere dokunmadan, supernatant 500 ul kalincaya kalana
kadar atilmigtir. Akabinde bir tlpe tolien ve digerine lizozim ¢dzeltisi eklenmigtir.
ONPG optimizasyonu sonucu elde edilmis ONPG konsantrasyonu, 0,17 M,

kullaniimigtir.

Lizozim ve tolUen kullanilarak hazirlanan 2-NP’ye ait SERS spektrumlarinda
onemli bir farklihk gozlenmemistir (Sekil 4.2). Bu iki ¢ozelti ile hazirlanan
orneklerde AE* degerleri esitlik 1 kullanilarak toluen ile hazirlanan ornek igin
245.32, lizozim ile hazirlanan ornek igin 246.27 olarak hesaplanmigtir. Elde
edilen sonugclara gore olugan urun renginde énemli bir farklilik gdzlemlenmemistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Lizozim ve tollene ait renk degisimleri

4.2. SERS Sonuglar

Deneyler suresince E. coli (K12) kullaniimistir. E. coli B-gal enzimine sahiptir ve
ONPG pozitifti. ONPG yikimi bir hidroliz tepkimesi sayesinde gergeklesir. ONPG
renksiz bir birlesimdir. B-gal’'un ONPG ile tepkimeye girmesi sonucu iki Urtn elde
edilir. Bu Urunlerden biri galaktoz ve bize gdzle gorulebilir bir tayin yapmamizi
saglayan renkli bir Grtin olan 2-NP’dar.

10" — 108 arasindaki biitiin E. coli konsantrasyonlari icin SERS &l¢limii alinmistir.
Batun bakteri konstrasyonlari optimizasyon sonucu elde edilen ONPG oraniyla
yani 0,17 M ile tepkimeye sokulmustur. Tepkime sonucu olugsan, ONPG yikim
ardnd olan 2-NP’Un SERS sinyallerine bakilmistir. SERS spektrumlari sekil 4.4’te

verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkh bakteri derisimlerinden elde edilmis 2 — Nitrofenole
ait SERS spektrumlari

Optimizasyon c¢alismasi tamamlandiktan sonra yontemin dogrusal arahiginin,
duyarlilk ve teshis siniri gibi analitik performans verilerinin tespiti icin SERS
OlcimU sonucu elde edilen veriler ile kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Veriler
sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi sekil 4.5’te verilmistir. Kalibrasyon noktasi
olarak 1380 cm™ noktasi secilmis, bu noktada dogrusal kalibrasyon grafigi
(R?=0,9103) elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Farkh bakteri konsantrasyon derigsimlerinden elde
edilen kalibrasyon egrisi

4.3. Kolorimetrik Bulgular
Sekil 4.6'da farkh konsantrasyonlarda bulunan E. coli bakterisinin B-gal enzimi

araciligi ile ONPG’nin hidrolizinin indukledigi renk gecislerini gosteriimektedir.

Sekil 4.6. B-gal tarafindan induklenmis renk degisimi
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Deneyler suresince kullanilan E. coli’'ler laktozlu besi yerine ekilmistir. Ortamdaki
laktoz varligi E. coli’nin B-gal enzimi miktarinin artmasini saglamistir. Farkl
dilisyonlarda bulunan bakterilerde farkli oranlarda B-gal enziminin bulunmasi
beklenmektedir. B-gal enzimindeki farklilik kolorimetrik olarak gézlenebilmektedir.
YUksek derisimlerdeki ONPG’li ¢ozeltide turuncuya yakin bir renk gézlemlenirken
dugsuk konsantrasyonlarda acgik sari rengi gozlemlenmektedir.

ilk ve en hizli renk degisimi 107 ve 10®de gdzlemlenmistir. ONPG eklenmesi ile
bu iki konsantrasyonda renk degisimi aninda gd6zlenebilmektedir. Diger
konsantrasyonda daha yavas renk degisimi  gozlenmistir.  Bltln
konsantrasyonlarda renk degisimi gozlenmis ve en geg¢ donusen
konsantrasyonun 10% oldugu saptanmistir. Biitiin renk degisimi yaklasik 2
saatten once tamamlanmaktadir.

Kolorimetrik datalar ON Color Measure programi kullanilarak dogrulanmistir.
Program ile RGB degerleri elde edilmigtir. Programin galisma prensibi hedef
bolgedeki kirmizi, yesil ve mavi oranini belilemeye ve her bir renk igin deger
vermek Uzerine kuruludur.

Renk farki bos (blank) ¢ozelti ve numeninin kiyasi ile gerceklestirilir. Bos ¢ozelti
olarak PBS kullaniimistir. AE*, numunenin ve standardin L*, a* ve b* farklarini
hesaba katan bir degerdir. Toplam renk farki esitlik 1'deki denklem ile
hesaplanmistir. Elde edilen degerler ile kalibrasyon grafigi (R?= 0,9099) elde
edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkl dilusyonlardaki E. coli’lere ait AE* degeri

4.4. Yontemin Gergek Orneklere Uygulanmasi

Gergek ornek denemelerinde peynir kullanilmistir.  Peynir ekstrasyonunu
sirasinda ringer solusyonu kullaniimistir. 1:10 oraninda peynir - ringer soltiisyonu
kullaniimigtir. Pargalamak ve o6rnedi homojen hale getirmek igin Stocmacher
cihazi kullanmigtir. 10 gram peynir 6rnedi 100 mL ringer solisyonu Stomacher
posetine konulmustir. 5 dakika boyunca Stomacher cihazinda birakilan numune
islem sonrasinda homojen hale gelmistir. islem siiresinde steril ortamda

cahsiimigtir. Kullanilan solUsyonlar ve Stochmacher poseti sterildir.

Kullanilan E. coli’ler ekim ve sayimi Gazi Universitesi biyoloji bélimi tarafindan
gerceklestiriimistir. Temin edilen bakteriler laktozlu besiyerine ekilmistir. Gergek
érnek denemeleri siiresince 10° ve 10° konsantrasyonlari kullaniimistir. Bakteriler
10000 rpm’de 10 dakika cevrilmigtir ve Ustte kalan supernatant uzaklastiriimistir.
Bakterilerin Uzerine Stomacher ile homojenize edilmis peynir ekstrasyonu
eklenmistir. Bakteri duvarinin pargalanmasi igin toliene eklenmistir. Bu sayede
bakterinin pargalanmasi ve B-gal’'un agiga ¢ikmasi saglanmigtir. Toluenin ugmasi
igin tlpler vakumlu etive konmustur. Tolien ortamdan uzaklastiktan sonra
ONPG karigimi eklenmistir. Daha onceki 6rneklerde oldugu gibi 0,17 M ONPG

kullaniimigtir.
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ONPG eklendikten sonra renk degisimi 20 dakika iginde gézlemlenmistir. Renk
degisiminin tampon ortamina kiyasla daha hizli bir renk dondsimunidn
gOzlenmesi matriks etkisi yuzinden oldugu tahmin edilmektedir. Ayni zamanda
tampon ortamina kiyasla 10 ve 10”te daha yodun bir renk degisimi

g6zlemlenmektedir (sekil 4.8).

Sekil 4.8. Peynir ekstraksyonu sonucunda olusan renk degisimi

peynir 103

PBS 103
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Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 4.9. 10%e ait PBS ve peynir drneklerine ait SERS
karsilastirmasi
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Sekil 4.10. 10”e ait PBS ve peynir dérneklerine ait SERS
karsilagtirmasi

SERS yéntemi icin; 10° kob/mL bakteri icin PBS tamponunda gerceklestirdigimiz
deneyde 1380 cm™ dalga sayisinda bulunan SERS siddetlerinin ortalamasi (n=3)
3422 cm™ iken peynir érneklerindeki sinyal siddeti ortalamasi 3084,724 cm™
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9). 10° kob/mL bakteri icin PBS tamponunda
gerceklestirdigimiz deneyde ise sinyal siddetlerinin ortalamasi (n=3) 3878,333
cm™ iken peynir drneklerindeki sinyal siddeti ortalamasi 3896,768 cm™ olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.10).

Kolorimetrik ydntemde ise; 10° kob/mL bakteri icin PBS tamponunda
gerceklestirdigimiz deneyde AE* ortalamasi (n=3) 91,1566 iken peynir
orneklerindeki AE* 221.221 olarak hesaplanmistir. 10° kob/mL bakteri icin PBS
tamponunda gergeklestirdigimiz deneyde ise AE* ortalamasi (n=3) 116,4613 iken
peynir érneklerindeki AE* 227.192 olarak hesaplanmisgtir.
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SERS siddeti (a.u) AE* (1,5x10° SERS siddeti (a.u.) AE*

(1,5x10° kob/mL) kob/mL) (1,5x10° kob/mL) (1,5x10°

kob/mL)

Peynir 3422 91,156 3878,333 116,461
PBS 3084,724 221,221 3896,768 227,192

Gizelge 4.1 Peynir ve PBS &rneklerine ait 1380 cm™ dalga sayisinda
bulunan SERS siddeti ve AE* (toplam renk farki) degerleri

Yukarida verilen sinyallerden hareketle SERS ve AE*ye ait kalibrasyon
denklemleri kullanilarak geri kazanim degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.2°de

gosterilmisgtir.

E. coli (kob/mL)

Yontem Eklenen Bulunan Eklenen Bulunan
Peynir SERS 3,7x10° 1,5x10°  0,1x10°  9x10°
Peynir Kolorimetrik 3,7x10° 3,72x10°  0,1x10° 5,75x10°

Cizelge 4.2 Gergek Orneklerde elde edilmis geri kazanim
degerleri

4.5. Validasyon Deneyleri

Gelistirilen yontemin seciciligi tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri ile
tespit edilmigtir. LOD ve LOQ degerleri; 0,17 M ONPG igeren bakterili
orneklerdeki 2-NP’e ait (Sekil 4.3), 1380 cm™ noktasindan elde edilmis bagil
SERS siddetinin  kalibrasyon egrisinin  regresyon esitligini  kullanarak

hesaplanmistir.

LOD ve LOQ degerleri agagida verilmis olan esitlikleri kullanarak hesaplanmigtir.

LOD = (ky x sb) /b Esitlik (2)
LOQ = (k2 xsb)/b Esitlik (3)
Esitlik 2 ve esitlik 2’de kullanilan sb degeri regresyon bagimsiz teriminin standart
sapmasini, b deg@eri ise kalibrasyon egrisin egimini ifade etmektedir. k; degeri 3
ve k; degeri ise 10 alinarak hesaplamalar yapilmisgtir. Egitlik 2 ve esitlik 3 sonucu

elde edilen LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 10 ve 10° olarak hesaplanmistir.
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5. Sonug¢ ve Tartigsma
Bakterilerin hizli ve dogru bir sekilde tayin edilmesi ginimizde 6nem arz eden
bir konudur. E. col’'nin pek ¢ok susu oldugu bilinmektedir. Patojenik olan ve
olmayan suslarinin hepsi hayatta kalma konusunda diger bakterilere kiyasla
daha dayanaklidirlar. Ornegin; E. colinin patojenik O157 : H7 susu en tehlikeli
susudur. Kanl ishale ve sonunda hemolitik Gremik sendromuna, 6lime sebep
olur [89]. Direnci ylUksektir. O157 : H7 pH’1 2.5 olan ortamlarda bile hayatta
kalabilen bir sustur [89]. Konak olmaksizin hayatta kalma potansiyeli yuksek olan
bu organizma, ayni zamanda fekal kirlilik indikatort olma 6zelligi tagimaktadir. Bu
calismada E. coli tespiti kapsaminda calisiimis ve tayin suresinin kisaltilmasi,
ayni zamanda butin bakteri konsantrasyonlarinda bakterinin tespit edilebilinmesi

hedeflenmisgtir.

Patojen tayininde 2 temel olgut vardir. Birincisi, ¢cevre testlerinde ya da klinik
uygulamalarda bir algilama siniri (limit of detection, LOD) gereklidir. ikinci en

onemli kistas ise okumanin yapilacagi arag pahali olmamalidir [90].

Gunumuzde bakteri tayininde en ¢ok tercih edilen kultur ile bakteri tayini hassas
olmasina karsin ¢ok basamakl ve uzun bir metottur. Bakterinin ¢ogaltiimasi igin
besi yerlerine ihtiya¢ duyulur ve minimum 8 ile 24 saat arasi sureye ihtiya¢
duyulur [31]. Bunlara ek olarak ortama ekilen bakterilerin Grememesi sebebiyle
tam tespit edilememesi gibi handikaplari olan bir metottur. islem siresini
kisaltmaya ve uzman yardimina ihtiyagc duyulmadan yapilan tayinlere ihtiyag

artmakta ve bu alanda gelistirilen uygulamalar artmaktadir.

Calismanin amaci kolorimetrik bir okuma saglayarak bakteri tayini saglamaktir.
Kolorimetrik okuma yapilabilmesi ic¢in renksiz bir madde olan ONPG’nin B-gal
enzimi tarafindan hidrolize olmasi gerekmektedir. ONPG’nin hidrolizi sonucu sari
renkli olan 2-NP olusur. Cozeltide var olan bakterinin B-gal enzimi ile kolorimetrik
tayin yapilmasi ve butun bakteri konsantrasyonlarinda gozle gorulebilir renkli bir
degdisim yakalanmasi igin ONPG optimizasyonu yapilmistir. 0,01 M, 0,04 M, 0,06
M, 0,09 M, 0,13 M ve 0,177 M ONPG derisimi denenmistir. En dusik
konsantrasyon olan 0,01 M’'de sadece 10’ ve 10%de renk degisimi gdzlenmistir.
Diger konsantrasyonlarda renk degisimi goézlenememistir. Gdzlemlenen renk

degisimi yavas olusmakta ve rengi acik sari olmaktadir. Renk degisimi
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g6zlemlenmedigi gibi SERS’te de yanit alinamamis ve 2-NP saptanamamistir.
0,17 M ONPG'de butun konsantrasyonlarda renk degisimi gozlenmis ve
maksimum renk degisimi 2 saati agsmadigi gozlemlenmistir. Renk degisimi, diger
konsantrasyonlardaki renk degisimine kiyasla daha koyu sari rengin olustugu
gozlemlenmistir. 10” ve 10%de turuncuya yakin renk gdzlemlenmis ve ONPG
eklendikten sonra aninda renk gozlemlenmistir. 0,17 M ONPG ile SERS sinyali

batin konsantrasyonlarda gozlemlenebilmistir.

Beta-galaktosidazi aciga c¢ikartmak igin bakteri duvarinin pargalanmasi
gerekmektedir. Uygun ¢ozicunun belirlenebilmesi igin optimizasyon galigmalari
yapiimigtir.  Lizozim ve tollende denemeler yapilmistir. ki ¢ozicl
kiyaslandiginda renk doéndsiminde ve SERS sinyallerinde bir farklihk

gozlemlenmemisgtir.

Belirlenen ONPG miktari ile butliin bakteri konsantrasyonlarinda renk degisimi
g6zlenmistir. Renk degisimini belirlemek icin ON Color Measure programi
kullaniimig ve bu program ile RGB oranlari saptanmigtir. Buradan elde edilen
RGB degerleriyle toplam renk farki, AE*, belirlenmigtir. Elde edilen datalarin
dogrulugu SERS 6lgimu ile teyit edilmistir. Optimize edilen ve elde edilen ONPG
konsantrasyonuna goére yontemin analitik performansi karakterize edilmigtir.

Geligtirilen analiz yonteminin peynir érneklerinde de kullanilabilirligi test edilmistir.

Bakteri tayininde 6nemli parametrelerden bir tanesi de analiz suresi ve tayin
edilen bakterinin miktaridir. Gelistirilen yontem ile yuksek konsantrasyondaki
bakteriler aninda tespit edilebilinmistir. Bunlara ek olarak 10'-10® arasindaki
batin bakteriler maksimum 2 saat icinde tespit edilebilmigtir. Gergek oOrnek
denemelerinde daha hizli bir renk degisimi gdzlemlenmistir. 20 dakika icinde renk
degisiminin net bir sekilde basladigi gériilmistir. Diger calismalara kiyasla 10*
gibi duslk konsantrasyonlarda bile bakterinin tespit edilebildigi gdsterilmistir.
Ornegin; Ji ve arkadaslari pozitif yiiklii amin-uglu polyamidoamine dendrimerlerini
kullanarak bakterileri yakaladiklarini ve 1x10* hiicre/mL tespit edebildiklerini
gOstermigtir [91].

Kromojenik substrat olarak literatlirde klorofenol kirmizi B-D galaktopiranozid
(chlorophenol red B-D-galactopyranoside, CRPG) kullanildigi ve sistemin tlpte
degdil kagitta yapildigi da gézlemlenilmigtir [90]. Gelistirilen sistemde [-gal’'un
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partikul ile etkilestiriimesinin gerektigi gosterilmistir. Bu nanopartikul, pB-gal’a
tersinir olarak baglanir ve denaturasyon olmaksizin enzimi inhibe eder [90].
Kolorimetrik okuma bu sayede gerceklestirilir. Sistemin 10%-10° arasinda
denendigi gozlemlenmistir. Gelistirdigimiz sistemde bakterinin partikile ihtiyag

duyulmaksizin ve 10”e kadar rahatlikla tespit edilebildigi gdsterilmistir.

Geligtirilen yontemin bakteri tayininde kullanilan diger duzeneklere kiyasla, genel
olarak degerlendirildiginde, diuzenegin olduk¢a basit oldugu sdylenebilinir.
Planlanan calismalarda yéntemin daha verimli ve gercek numunelerde etkili
olabilmesi kosullarinin arastirimasi hedeflenmektedir. Ayrica daha dusuk
hacimlerdeki orneklerle ve daha dusuk ONPG konsantrasyonuyla yeni bir

sistemin geligtiriimesi planlanmaktadir.
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