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ÖZET 

 

 

Yüzey Plazmon Rezonans Biyosensör Sistemleri 

Kullanılarak Metisiline Dirençli Staphylococcus aureus ve 

Vankomisine Dirençli Enterokok Bakterileri ile Kanser 

Biyomarkerlarının Hızlı Tespit Edilmesi 

Gülsüm UÇAK ÖZKAYA 

 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

Doktora Tezi 

 

Danışman: Doç. Dr. Muhammed Zeki DURAK 

 

Bu çalışmada, yüzey plazmon rezonans yöntemi (SPR) kullanılarak çoklu kanallar 

yardımıyla metisiline dirençli ve duyarlı Staphylococcus aureus (MRSA ve MSSA) ve 

vankomisine dirençli ve duyarlı Enterococcus (VRE ve VSE) ve kanser 

biyomarkerlarının tespiti araştırılmıştır. S. aureus suşlarının sefoksitin ve 

Enterococcus suşlarının vankomisine karşı ilaç direncinin belirlenmesinde tek ve 

çoklu kanallarla donatılmış SPR sistemi kullanılmıştır. MRSA ve MSSA’nın MİK 

değerleri sırasıyla 32->128 µg/mL ve 1-4 µg/mL arasında değişmiştir. VRE ve 

VSE’nin MİK değerleri sırasıyla 64->128 µg/mL ve 2-4 µg/mL aralığında tespit 

edilmiştir. Çok kanallı sistemde MRSA, MSSA, VRE ve VSE’nin açı kaymaları sırasıyla 

−0,030° ve −0,260°, −0,010° ve −0,090° olarak bulunmuştur.  

MRSA suşlarının, spesifik monoklonal antikor ile etkileşimini incelemek için protein 

G tabanlı sensör yüzey saptama sistemi geliştirilmiştir. Geliştirilen sistem ile 4-7 log 

KOB/mL konsantrasyonda MRSA saptanabilmiştir. Çapraz reaktivite için kullanılan 

E. coli ATCC 25922, SPR açısında önemli bir değişim meydana getirmemiştir. Çok 
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kanallı sistemde pozitif kontrol olarak MRSA (~6 log KOB/mL) ve negatif kontrol 

olarak S. aureus subsp. aureus ATCC 29213 (~6 log KOB/mL) sisteme 

gönderilmiştir. Referans kanalda ise PBS kullanılmıştır. Staphylococcus aureus 

subsp. aureus ATCC 29213 SPR açısında bir değişim meydana getirmezken, MRSA 

0,150°’lik bir açı kayması meydana getirmiştir.  

Prostat spesifik antijeni (PSA), insülin benzeri büyüme faktörü I (IGF-I), vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF-D) ve monosit yüzey antijeni (CD14) 

biyomarkerlarının çoklu ve hassas tespiti için SPR imager kullanılmıştır. PSA, CD14, 

IGF-I ve VEGF-D’nin dinamik aralıkları sırasıyla 10 fg/mL-100 pg/mL, 1-100 pg/mL, 

1,1-110 pg/mL ve 0,5-100 pg/mL arasında bulunmuştur. Çoklu tespit için tespit 

limiti (LOD) 0,625 pg/mL olarak bulunmuştur. Çoklu algılama için sistemin dinamik 

aralığı 0,625 ve 125 pg/mL arasında tespit edilmiştir. Sonuç olarak SPR sistemi ile 

patojen bakterilerin ve kanser biyomarkerlarının çoklu akışkan kanallar 

kullanılarak tespit edilebileceği belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: SPR, dirençli bakteri, antimikrobiyal duyarlılık, kanser 

biyomarkerı, çoklu tespit 
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ABSTRACT 

 

 
Rapid Detection of Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus and Vancomycin-Resistant Enterococci Bacteria, 

and Cancer Biomarkers by Using Surface Plasmon 

Resonance Systems 

Gülsüm UÇAK ÖZKAYA 

 

Department of Food Engineering 

Doctor of Philosophy Thesis 

 

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammed Zeki DURAK 

 

In this study, it was investigated the determination of pathogen bacteria and cancer 

biomarkers using surface plasmon resonance (SPR) equipped with multiple 

microfluidic channels. Drug resistance of S. aureus strains against cefoxitin and 

Enterococcus strains against vancomycin were investigated with the SPR system. 

The MIC values of MRSA and MSSA ranged from 32 µg/mL to >128 µg/mL and from 

1 µg/mL to 4 µg/mL, respectively. The MIC values of VRE and VSE were between 64 

to >128 µg/mL and 2-4 µg/mL, respectively. The angle shifts of MRSA, MSSA, VRE, 

and VSE were found to be −0.030° and −0.260°, −0.010°, and −0.090°, respectively.  

A protein G-based sensor surface detection system was developed to investigate the 

interaction of MRSA strains with a specific monoclonal antibody. The developed 

system allowed MRSA to be detected at a concentration of 4-7 log CFU/mL. E. coli 

ATCC 25922 used for cross-reactivity did not cause a significant change in the SPR 

angle. MRSA (~6 log CFU/mL), Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213 

(~6 log CFU/mL) and PBS were injected into the system as a positive, negative, and 
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reference control, respectively. While S. aureus ATCC 29213 did not cause any 

change in the SPR angle, MRSA produced a 0.150° angle shift. 

The SPR imager was used for multiple and sensitive detections of prostate-specific 

antigen (PSA), insulin-like growth factor I (IGF-I), vascular endothelial growth factor 

(VEGF-D), and monocyte surface antigen (CD14). The dynamic ranges of PSA, CD14, 

IGF-I and VEGF-D were between 10 fg/mL-100 pg/mL, 1-100 pg/mL, 1.1-110 

pg/mL and 0.5-100 pg/mL, respectively. The detection limit (LOD) for multiple 

detections was 0.625 pg/mL. The dynamic range of the system for multiple sensing 

was between 0.625 and 125 pg/mL. It was determined that pathogen bacteria and 

cancer biomarkers can be detected by using multiple microfluidic channels with the 

SPR system. 

Keywords: SPR, resistant bacteria, antimicrobial susceptibility, cancer biomarker, 

multiple detection 
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1  
GİRİŞ 

 

1.1 Literatür Özeti 

Vücuttaki patojenik ve fizyolojik olarak ilgili molekülleri yüksek hassasiyet ve 

özgüllükle algılama yeteneği, hastalıkların erken teşhisi ve tedavisinde güçlü bir 

fırsat sunmaktadır. Erken teşhis ve tanı teknikleri, birçok hastalığın ileri evreleri ile 

ilişkili hasta bakım maliyetini büyük ölçüde azaltmak için kullanılabilir. Bununla 

birlikte, yaygın klinik kullanımlarına rağmen, bu tekniklerin bir dizi potansiyel 

sınırlaması vardır. Örneğin, bir takım teşhis cihazlarının yanıt süreleri yavaştır ve 

hastalar için külfetlidir. Ayrıca, bazı analizler pahalıdır ve sağlık sektörüne her yıl 

milyarlarca dolara mal olmaktadır. Bu nedenle, daha verimli ve güvenilir algılama 

teknolojilerini geliştirmeye ihtiyaç vardır [1, 2]. 

Patojenin ve kanser türünün saptanması, tanı sürecinin en önemli kısımlarından 

biridir. Patojenlerde suş varyasyonu ve ilaç direnci daha yaygın hale geldiğinden, 

enfeksiyonun önlenmesi ve kontrolü son yıllarda ciddi bir sorun olmuştur. Hastalık 

Kontrol ve Önleme Merkezleri (CDC), Amerika Bulaşıcı Hastalıklar Derneği (IDSA) 

ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) gibi dünya çapında önde gelen birçok sağlık 

kuruluşu, antibiyotik direncinin küresel bir halk tehdidi olduğunu iddia etmiştirler. 

Bazı çalışmalar, antibiyotik dirençli hastane kaynaklı enfeksiyonların (HAI) yılda 

99.000 ölümden sorumlu olduğu ABD’de antibiyotik tedavilerinin yaklaşık %30-

50’sinin uygun olmadığını ortaya koymaktadır [3]. 

Kanser, dünya çapında endişe duyulan karmaşık bir hastalıktır. Günümüzde kanser, 

2018’de 18.1 milyon yeni vaka ve 9.6 milyon ölümle dünya çapında ikinci önde gelen 

ölüm nedeni olmaya devam etmektedir. Anormal hücre bölünmesi, genetik 

mutasyonların birikmesi ve apoptoza direnç, kanser gelişiminin ayırt edici 

özellikleridir. Kanser hücreleri, normal sağlıklı hücreler tarafından ifade edilmeyen 

veya çok küçük miktarlarda ifade edilen spesifik proteinleri eksprese etme 

yeteneğine sahiptir. Bu proteinler (biyomarkerlar) kanser tespiti ve tedavisinde 
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kullanılmaktadırlar. Kanserin teşhis edilmeden önce vücutta metastaz yapabildiği 

ve hayatta kalma oranlarının düşmesine neden olduğu düşünüldüğünde, 

araştırmalar erken teşhis ve tanı yöntemlerinin keşfi ve uygulanmasına kaymıştır. 

Bu nedenle, doğru, duyarlı ve non-invaziv erken tanı ve kişiselleştirilmiş tedavi, 

kanser hastalarının hayatta kalma oranını ve yaşam kalitesini iyileştirmenin 

anahtarlarıdır [4]. 

Hızlı tepki, yüksek hassasiyet, kullanım kolaylığı ve düşük maliyet gibi bir dizi 

avantaja sahip olan biyosensörler çok fazla dikkat çekmiştir ve derinlemesine 

incelenmiştir. Ayrıca, biyosensörler küçük boyut, gerçek zamanlı ve çoklu analiz 

özelliklerine dayanmasından dolayı, hızla gelişmiştir ve yaygın olarak kullanılmıştır. 

Ek olarak, klinik teşhisin gerektirdiği daha yüksek doğruluğu karşılamak için 

mikrobiyolojik tespit için uygulanması beklenmektedir. 

1.2 Tezin Amacı 

Bu tezin amacı SPR sistemi kullanılarak farklı analitlerin çoklu tespiti için 

analizlerinin gerçekleşmesini sağlamaktır. Bu tezde üç farklı çalışma 

gerçekleştirilmiştir. Tezin ilk çalışmasındaki amaç antibiyotiğe dirençli suşların 

antimikrobiyal duyarlılık testinin SPR aracılığıyla çoklu olarak gerçekleştirilmesidir. 

Bu şekilde duyarlı ve dirençli suşlar sisteme gönderilen antibiyotik akışına 

verdikleri SPR açı değişimleri ile belirlenebilecektir. Tezin ikinci çalışmasındaki 

amaç ise MRSA izolatlarının spesifik antikor kullanılarak kantitatif olarak tespitini 

gerçekleştirmektir. Birinci çalışmada kullanılan cihaz ve çoklu kanal ikinci kısımda 

da kullanılmıştır. Tezin üçüncü çalışması Amerika’da bulunan Connecticut 

Üniversitesi Kimya Bölümü’nde gerçekleştirilmiştir. Bu bölümdeki amaç farklı bir 

SPR cihazı kullanarak kanser biyomarkerlarının çoklu tespitini kantitatif olarak 

gerçekleştirmektir. Bu amaçla kullanılan SPR görüntüleme cihazı ile eş zamanlı elde 

edilen görüntüler ile kalitatif olarak yüzeyde meydana gelen bağlanmalar da takip 

edilebilmiştir.  

1.3 Hipotez 

Literatürdeki çalışmalar incelendiğinde patojen mikroorganizmaların ve kanser 

biyomarkerların tespiti için çeşitli biyosensör sistemlerinin geliştirildiği 
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görülmektedir. Etiketlemeye gerek duymadan gerçek zamanlı ölçümler yapabilen 

SPR ve SPRi sistemleri ile çoklu testlerin gerçekleştirebileceği düşünülmüştür. Bu 

amaçla öncelikle gerçek zamanlı SPR sistemi için tasarlanmış olan kanal aracılığıyla 

üç farklı analiz eş zamanlı gerçekleştirebilecektir. Bu analizleri gerçekleştirirken 

kanallar ayrı olduğundan herhangi bir spesifik olmayan bağlanma meydana 

gelmeyecektir. Bu şekilde 3 farklı mikroorganizma aynı anda spesifik antikorlar 

aracılığıyla tespit edilebilecektir. SPRi sisteminde kanser biyomarkerlarını 

belirlemek için yapılan çalışmada offline immobilizasyon ile farklı ligandlar yüzeye 

bağlanabilecek ve eş zamanlı akış ile her ligand kendine özgü analiti 

yakalayabilecektir. Bu yöntem ile yine birden fazla analit eş zamanlı ve gerçek 

zamanlı olarak kısa sürede tespit edilebilecektir. Sonuç olarak çoklu tespit ile 

enfeksiyonlarda ve kanser hastalığında erken tanı için gerekli olan bilgiler kısa 

sürede elde edilebilecek ve hızlı bir şekilde başlanan tedavi ile mortalite ve mobidite 

oranlarının azalmasına katkı sağlanacaktır.  
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GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Biyosensör Tanımı 

“Biyosensör” terimi çok geniştir ve çeşitli anlamlarda kullanılmaktadır. 

Biyosensörler, biyolojik bir yanıtı elektrik sinyaline dönüştüren analitik cihazlardır 

[5, 6]. Başka bir ifadede, biyosensörler, bir biyolojik tanıma mekanizmasını fiziksel 

bir transdüksiyon tekniği ile birleştiren moleküler sensörlerdir [7]. Biyosensörler 

pH ve sıcaklık gibi fiziksel parametrelerden bağımsız olarak son derece spesifik 

olmalı ve tekrar kullanılabilir olmalıdır. "Biyosensör" terimi Cammann [8], 

tarafından sözlüğe eklenmiştir ve tanımı IUPAC (Uluslararası Temel ve Uygulamalı 

Kimya Birliği) tarafından yapılmıştır. IUPAC’a göre, biyosensör “transdüser eleman 

ile doğrudan mekansal temas halinde olan bir biyolojik tanıma elementini 

kullanarak spesifik nicel veya yarı niceliksel analitik bilgi sağlayabilen bağımsız bir 

entegre cihaz” olarak tanımlanmaktadır. Biyosensörler, örneklerden biyoanalitik 

molekülleri tespit etmek için üç bilimi (kimya, biyoloji ve mühendislik) tek bir 

cihazda birleştirmek için tasarlanmıştır [9]. 

2.2 Biyosensör Tarihi 

Biyosensörlerin başlangıcı, biyosensör kavramının babası olarak bilinen Clark’ın, 

diyaliz membranı kullanılarak bir oksijen elektrodunda glikoz oksidazın (GOX) 

tutulduğu bir deney yayınladığı 1962’ye tarihlenebilmektedir [10]. 

ABD’nin Ohio eyaletinde bulunan Yellow Spring Instrument Co., 1975 yılında dünya 

çapındaki şirketler tarafından inşa edilecek biyosensör bazlı laboratuvar 

analizörlerinin ilkini üretmiştir.  

Guilbault ve Montalvo [11], bir amonyum seçici sıvı membran elektrodunda 

hareketsizleştirilmiş üreaza dayalı bir üre sensörü olan bir potansiyometrik enzim 

elektrotunu ilk defa detaylandırmıştır.  

Lubbers ve Opitz [12], karbondioksit veya oksijeni ölçmek için hareketsiz göstergeli 

bir fiber optik sensörünü açıklamıştır ve fiber optik oksijen sensörünün ucundaki 
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alkol oksidazı hareketsizleştirerek, alkol için optik bir biyosensör konseptini 

genişletmiştirler.  

Yapay pankreas içine bir elektrokimyasal glikoz biyosensörü dahil edilmiştir ve bu 

daha sonra Miles (Elkhart) tarafından Biostator olarak pazarlanmıştır [13]. Aynı yıl, 

La Roche (İsviçre), laktat dehidrojenazdan elektrotlara elektronları yerleştirmek 

için çözünür ara bulucu hekzasiyanoferratın kullanıldığı Laktat Analiz Cihazı LA 

640’ı tanıtmıştır. 

Subkütan implantasyon için ilk iğne tipi enzim elektrodunu tarif eden glikoz 

biyosensörlerinin in vivo uygulaması bildirilmiştir [14]. Evde kan şekeri izleme için 

kalem büyüklüğünde bir ölçüm cihazı, 1987 yılında MediSense (Cambridge, ABD) 

tarafından başlatılan serigrafi enzim elektrotlarının temelini oluşturmuştur. 

Antikorları bir piezoelektrik veya potansiyometrik dönüştürücüye sabitleyerek 

doğrudan immünosensörler oluşturma fikri yetmişli yılların başından beri 

araştırılmıştır. BIAcore (Pharmacia, İsveç) 1990 yılında bu teknolojinin ticari 

modelini üretmiştir [15]. 

2.3 Biosensörün Temel Bileşenleri 

Biyosensör, fizyolojik bir değişiklik veya çeşitli kimyasal veya biyolojik 

materyallerin varlığı ile ilgili bilgileri tespit eden, kaydeden ve aktaran bir cihazdır. 

Bu biyolojik materyaller arasında enzimler, dokular, mikroorganizmalar, antikorlar, 

hücre reseptörleri ve biyolojik olarak türetilmiş materyaller bulunmaktadır. 

Biyosensörler ayrıca fiziko-kimyasal bir transdüser ile yakın temastan veya 

ortamdaki transdüksiyon mikro sistemlerinden dolayı taklit edici bir bileşene 

sahiptir. Başka bir deyişle, biyosensörler, biyo-afinite veya biyo-

metabolizmalarından kaynaklanabilecek bir biyolojik tanıma işlemi yoluyla çalışan 

biyolojik materyalleri içeren analitik cihazlardır. Bu tanıma işleminin sonuçları daha 

sonra bir biyokimyasal sinyali ölçülebilir bir elektrik sinyaline dönüştüren 

bileşenler olan dönüştürücüler ile ve bir dönüştürme mekanizması aracılığıyla 

göstergeden okunabilmektedir [16]. 

Biyosensörler esas olarak üç bölüme ayrılmıştır. (i) Ligand: Hassas bir biyolojik 

element (biyolojik materyal örn. doku, mikroorganizmalar, organeller, hücre 
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reseptörleri, enzimler, antikorlar, nükleik asitler, vb.), (ii) Dönüştürücü: Analitin 

etkileşiminden kaynaklanan sinyali, sonuçların kullanıcı dostu bir şekilde 

görüntülenmesinden sorumlu olan dedektör elemanıdır (fizikokimyasal bir şekilde 

çalışır; optik, piezoelektrik, elektrokimyasal, vb.), (iii) Üçüncü bölüm, sinyal 

koşullandırma devresi (amplifikatör), işlemci ve bir gösterge biriminden oluşan 

ilişkili elektroniklerdir [16-19]. Analit ise biyosensör sisteminde hedef alınan ilgili 

maddedir [20]. 

Biyoreseptörler (ligand), biyosensör teknolojileri için özgüllüğün anahtarıdır. İlgili 

analitin ölçüm için sensöre bağlanmasından sorumludurlar. Bu biyoreseptörler 

birçok şekilde olabilmektedir. Kullanılan farklı biyoreseptörler, biyosensörler 

kullanılarak izlenen farklı analitler kadar çoktur [21]. Biyoreseptörler antikorlar, 

enzimler, nükleik asitler, aptamerler, bakteriyofajlar, organeller ve 

mikroorganizmalardan oluşmaktadır. Çok fazla çeşitlilikte biyoreseptör türü 

bulunmaktadır. Ancak biyosensör uygulamalarında kullanılan başlıca elementler 

antikor, enzim ve nükleik asittir. Biyoreseptörler, biyosensör teknolojisinde 

immobilizasyondan dolayı önemli bir role sahiptir. Biyoreseptörün 

immobilizasyonu için uygun bir tekniğin seçimi yararlı bir biyosensör üretimi için 

önemlidir. Bu teknikler, adsorpsiyon, mikrokapsülleme, sensör yüzeyine tutunma, 

kovalent bağlanma ve çapraz bağlama yöntemlerini içermektedir [18]. 

Sensörün dönüştürücü kısmı, sinyali tanıma sisteminin çıkış alanından, çoğunlukla 

elektrik alanına aktarmaya yaramaktadır. Kelimenin genel önemi nedeniyle, bir 

dönüştürücü iki yönlü sinyal aktarımı sağlamaktadır. Bir sensörün dönüştürücü 

kısmına ayrıca bir dedektör, sensör veya elektrot da denmektedir, ancak 

karışıklıktan kaçınmak için dönüştürücü terimi tercih edilmektedir [22]. 

Biyosensörlerin en önemli bileşenleri substrat ve dönüştürücüdür. Biyoaktif madde 

ve substrat arasında meydana gelen reaksiyon sonucunda meydana gelen ses, ışık, 

sıcaklık, biyolojik veya kimyasal bileşen formundaki ürün elektrot, yarı iletken, 

termistör, veya ses dedektörü gibi dönüştürücüler ile okunabilir dataya 

dönüştürülmektedir [23]. 

İstenen biyolojik materyal (genellikle spesifik bir enzim) geleneksel yöntemlerle 

(fiziksel veya membran sıkışması, kovalent olmayan veya kovalent bağlanma) 
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hareketsizleştirilmektedir. Bu hareketsizleştirilmiş biyolojik malzeme, dönüştürücü 

ile yakın temas halinde bulunmaktadır. Analit biyolojik malzemeye bağlanmakta ve 

bu da ölçülebilen elektronik yanıtı üreten bağlı bir analit oluşturmaktadır. Bazı 

durumlarda analit, ısı, gaz (oksijen), elektronlar veya hidrojen iyonlarının salınımı 

ile ilişkili olabilen bir ürüne dönüştürülmektedir. Dönüştürücü, ürüne bağlı 

değişiklikleri, yükseltilebilen ve ölçülebilen elektrik sinyallerine 

dönüştürebilmektedir [17]. 

2.4 Biyosensörlerde İmmobilizasyon Yöntemleri 

Biyosensörlerin inşası ile ilgili olarak, biyomoleküllerin transdüsere yapışması, 

immobilizasyon olarak adlandırılan, en önemli ve ilk adımdır. Biyosensörlerin inşası 

için en yaygın kullanılan immobilizasyon teknikleri fiziksel adsorpsiyon, kovalent 

bağlanma, matris sıkışması, moleküler çapraz bağlama ve membran yakalamadır 

[24-26]. 

Fiziksel adsorpsiyon, biyomateryali sensörün yüzeyine tutturmak için Van der 

Waals ve hidrofobik kuvvetler, hidrojen bağları ve iyonik kuvvetlerin bir 

kombinasyonunu kullanmaktadır. Selüloz, kolodion, silika jel, cam, hidroksiapatit ve 

kollajen gibi birçok substratın, biyo-bileşenleri adsorbe ettiği iyi bilinmektedir. Bu 

yöntem çok basittir, ancak kullanılan kuvvetler çok güçlü değildir ve bu yöntemle 

bağlanan biyomoleküller salınabilmekte veya kalıcı olmayabilmektedir [27]. 

Kovalent bağlanmada, sensör yüzeyi, biyolojik malzemelerin bağlanabileceği reaktif 

bir grup elde etmek üzere modifiye edilmektedir. Genellikle, amino, karboksilik, 

imidazol, tiol, hidroksil gibi proteinlerin amino asit yan zincirlerinde bulunan 

nükleofilik fonksiyonel gruplar birleştirme için kullanılmaktadır. Bu yöntem, 

biyoelementlerin homojenliğini, yoğunluğunu ve dağılımını, ayrıca yüzeylerin 

tekrarlanabilirliğini ve homojenliğini geliştirmektedir. Kovalent immobilizasyon, 

instabilite, difüzyon ve agregasyon veya biyomoleküllerin inaktivasyonu gibi bazı 

yaygın problemleri azaltabilmekte veya ortadan kaldırabilmektedir. Bu, 

biyomoleküller sensör yüzeyleri üzerinde polimer matrisleri ile hareketsiz 

kılındığında meydana gelmektedir. Bu amaçlar için glutaraldehid, karbodiimid, 

süksinimid esterler, maleinimidler ve periodat gibi reaktifler genellikle kovalent 

immobilizasyon için kullanılmaktadır [28]. 
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Matris sıkışmasında, biyomoleküller polimerik jel matrisi içinde tutulmaktadır. Bu 

yöntem için genellikle poliakrilamid, nişasta, aljinat, pektat, polivinil alkol, polivinil 

klorür, polikarbonat, poliakrilamid, selüloz asetat ve silika jel kullanılmaktadır. 

Matris sıkışması, kullanım sırasında biyolojik türlerin olası sızıntılarına yol açmakta 

ve bu da aktivite kaybına neden olmaktadır [26]. 

Biyomoleküllerin moleküller arası çapraz bağlanması için glutaraldehit, 

heksametilen di-izosiyanat, 1,5-difloro 2,4-dinitrobenzen ve bisdiazobenzidin-2,2'-

disülfonik asit gibi iki fonksiyonlu veya çok fonksiyonlu reaktifler kullanılmaktadır. 

Biyosensör uygulamalarında en yaygın çapraz bağlama maddesi, lizin amino enzim 

gruplarıyla birleşen glutaraldehittir.  

Enkapsülasyonda, biyolojik malzemenin etrafında gözenekli bir kapsülleme matrisi 

(örn., lipit çift katmanları) oluşmakta ve bunu sensöre bağlamaya yardımcı 

olmaktadır. Kapsülleme için diğer yaklaşım, seramik, cam ve diğer inorganik 

malzemelerdeki biyolojik moleküllerin immobilizasyonu için sol-jel yöntemini 

kullanmaktır. Sol-jel prosedüründe biyolojik moleküller, polimerik okso köprülü 

SiO2 ağı gibi gözenekli bir matriste tutulur. Bu matrisler, optik olarak şeffaf oldukları 

için kimyasal etkileşimlerin optik olarak izlenmesini sağlar. Sol-jel işlemi oda 

sıcaklığında yapılabilir ve biyomolekülleri denatürasyona karşı korur. Bu 

prosedürle hareketsiz hale getirilen biyomoleküller çok kararlıdır, ancak 

tekrarlanabilir gözenek boyutlarına sahip sol-jellerin elde edilmesi hala bir engel 

gibi görünmektedir. Gözenekli ağ içinde yayılma sınırlamaları, camsı matrisin 

kırılganlığı, tekrarlanabilirlik veya hazırlama prosedürlerindeki tutarsızlıklar gibi 

problemler rutin uygulama için bu prosedürün kullanılabilmesi için çözülmelidir 

[29]. 

Verimli bir biyosensör için, immobilizasyon tekniği çeşitli özelliklere sahip 

olmalıdır: iyi ve hızlı, transdüserden immobilize biyomoleküllerin süzülmesi, uzun 

ömür ve biyomoleküller, immobilizasyondan sonra, algılama ve tekrar üretilebilirlik 

sırasında bireyselliğini taşımalıdır [30]. 
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2.5 Biyosensörlerin Temel Özellikleri 

Bir biyosensörde bulunması gereken temel özellikler aşağıdaki gibidir [18, 19, 31, 

32]. 

1) Doğrusallık: Sensör kalibrasyon eğrisinin maksimum doğrusal değeri. Yüksek 

substrat konsantrasyonunun algılanması için sensörün lineerliği yüksek olmasını 

ifade etmektedir. 

2) Hassasiyet: Ölçüm sırasında analit konsantrasyonunda meydana gelen en küçük 

değişikliği bile algılayabilme kabiliyetini ifade etmektedir. 

3) Seçicilik: Biyosensörün tespiti yapılması istenen analite özgüllük kabiliyetine 

sahip olmasını ifade etmektedir. 

4) Yanıt süresi: Biyosensör cihazından yanıtın olabildiğine en kısa sürede alınabilme 

kabiliyetini belirtmektedir. 

5) Düşük belirme limiti: Analiti makul ölçüde küçük bir örnek hacminde (1 -100 mL) 

tespit etme yeteneğini ifade etmektedir. 

6) Boyut: Saha kullanımı için kompakt, portatif, el tipi tasarımını belirtmektedir. 

7) Tekrarlanabilirlik: Optimum koşullarda meydana gelen ölçümlerin arka arkaya 

yapılan analizlerde çıktı sinyallerinin benzer sonuçlar vermesini ifade etmektedir.  

2.6 Biyosensör Çeşitleri 

Biyosensörler, kullandıkları biyolojik sinyalleme mekanizması tipine veya 

kullandıkları sinyal iletim tipine göre ve içerdikleri biyolojik elemanın türüne göre 

gruplandırılabilmektedir (Şekil 2.1). Transdüksiyon, çok çeşitli yöntemlerle 

gerçekleştirilebilmektedir. Çoğu transdüksiyon şekli üç ana sınıftan birinde 

kategorize edilebilmektedir. Bu sınıflar şunlardır: 1) Elektrokimyasal tespit 

yöntemleri, 2) Optik tespit yöntemleri ve 3) Kütle tespit yöntemleri. Bununla 

birlikte, biyosensörlerde kullanılmak üzere sürekli yeni tip transdüserler 

geliştirilmektedir [33]. Biyolojik elemanın türlerini enzimler, antikorlar, 

mikroorganizmalar, biyolojik doku ve  organeller içermektedir. Biyosensörler ayrıca 

analit ve biyolojik eleman arasında meydana gelen etkileşim ve ortaya çıkan 

ürünlere göre de sınıflandırılmaktadırlar. Biyolojik eleman analite bağlanırsa, 
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sensör bir afinite sensörü olarak adlandırılmaktadır. Biyolojik eleman ve analit, bir 

substratın konsantrasyonunu ölçmek için kullanılabilecek kimyasal bir değişikliğe 

yol açarsa, sensöre metabolik sensör denmektedir. Biyolojik eleman analitle 

birleşirse ve kimyasal olarak değiştirmezse ancak yardımcı bir alt tabakaya 

dönüştürürse, biyosensör katalitik sensör olarak nitelendirilmektedir [34]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1 Biyosensörlerin sınıflandırılması 

Biyosensörler tarafından kullanılan biyolojik sinyaller beş ana mekanizmaya 

ayrılabilmektedir [2]. 

(a) Antikor/antijen: Bir antikor ve bir antijen arasındaki yüksek özgüllük, bu tip 

sensör teknolojisinde kullanılabilmektedir. Bu spesifikliği kullanan biyosensörler, 

bağlanmanın spesifik olmayan etkileşimlerin en aza indirildiği koşullar altında 

gerçekleşmesini sağlamalıdırlar. 

(b) Enzimler: Enzim bazlı biyosensörler, spesifik tespit için katalitik 

aktivitelerini ve bağlanma yeteneklerini kullanan enzim biyoreseptörlerinden 

oluşmaktadır. Enzimler tarafından katalize edilen reaksiyon ürünleri, doğrudan 

veya bir indikatör ile birlikte tespit edilebilmektedir. 

(c) Nükleik asitler: DNA’daki adenozin ve timin, sitozin ve guanozin arasındaki 

tamamlayıcı ilişkiler, nükleik asit bazlı biyosensörlerde özgüllüğün temelini 
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oluşturmaktadır. Bu sensörler eser miktarda mikroorganizma DNA’sını, bilinen 

DNA’nın tamamlayıcı bir dizisiyle karşılaştırarak tespit edebilmektedir. 

(d) Hücreler ve virüsler: Bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar, belirli 

molekülleri veya çevre ortamın genel durumunu tespit etmek için biyosensör olarak 

kullanılabilmektedir. Örneğin, hücre metabolizması, hücre canlılığı, hücre solunumu 

ve biyolüminesans gibi hücre davranışı, ağır metallerin saptanması için göstergeler 

olarak kullanılabilmektedir. 

(e) Biyomimetik malzemeler esaslı: Biyomimetik bir biyosensör, doğal bir 

biyosensörün işlevini taklit eden yapay veya sentetik bir sensördür. Bunlar 

aptasensörlerin biyo-bileşen olarak aptamerleri kullandığı aptasensörleri 

içerebilmektedir. Aptamerler amino asitleri, oligosakkaritleri, peptitleri ve 

proteinleri tanımak için tasarlanabilen sentetik nükleik asit zincirleridir. 

2.6.1 Elektrokimyasal Biyosensörler 

Elektrokimyasal biyosensörler esas olarak hibridize DNA, DNA bağlayıcı ilaçlar, 

glikoz konsantrasyonu, vb. tespiti için kullanılmaktadır. Bu biyosensör sınıfı için 

temel prensip, birçok kimyasal reaksiyonun, çözeltinin elektriksel özelliklerinde 

algılanabilen ve ölçüm parametresi olarak kullanılabilecek bazı değişikliklere neden 

olan iyon veya elektron üretmesi veya tüketmesidir [35]. Elektrokimyasal 

biyosensörler, iletkenlik, amperometrik ve potansiyometrik ölçüm elektrik 

parametrelerine göre sınıflandırılabilir. Optik yöntemlerle karşılaştırıldığında, 

elektrokimya, analistin bulanık örneklerle çalışmasına izin verir ve ekipmanın 

sermaye maliyeti çok daha düşüktür. Diğer yandan elektrokimyasal yöntemler optik 

muadillerine göre biraz daha sınırlı seçicilik ve duyarlılık göstermektedir [36]. 

2.6.2 Kütle Tabanlı Biyosensörler 

Kütle tabanlı cihazlar, piezoelektrik ve akustik dalga biyosensörlerini içermektedir. 

Piezoelektrik biyosensörler, bir elektrik sinyali uygulanarak belirli bir frekansta 

salınacak şekilde yapılabilen piezoelektrik bir bileşene (genellikle altın elektrotlarla 

kaplanmış bir kuvars kristali) sahiptir ve yüzeyleri biyolojik olarak aktif bir madde 

ile kaplanmaktadır. Aktif maddeye bağlanan analitleri içeren bir çözelti içine 

yerleştirildiklerinde, sistemin kütlesi artmakta ve salınımın rezonans frekansı 
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orantılı olarak azalmaktadır. Benzer şekilde, akustik dalga biyosensörlerinin 

yüzeyine kütle yüklenmesi, analit konsantrasyonunu dolaylı olarak ölçmek için 

kullanılabilen çıkış frekansında bir kaymaya yol açmaktadır. Kullanımı çok basit ve 

ucuzdur, ancak özgüllük, seçicilik ve duyarlılıktan yoksundurlar [37]. 

2.6.3 Optik Biyosensörler 

Optik biyosensörlerin seçiciliği ve duyarlılığı, bunları tespit amacıyla en popüler 

biyosensörler kategorisine sokmuştur. Optik biyosensörler arasında fiber optik, 

Research International (Monroe, WA) tarafından pazarlanan ilk ticari sensördür 

[38]. Optik biyosensörler yüksek hassasiyet ve seçicilik avantajlarına sahiptir. 

Emilim, kırılma, yansıma, dağılım, kızılötesi, polarizasyon, kemilüminesans, 

floresans, fosforesans, vb. gibi birçok sinyale dayalı olarak doğru tespit 

sunabilmektedirler. Aslında, optik biyosensörler etiketlere gerek olup olmadığına 

göre iki kısma ayrılabilmektedir. Bir tip işaretleyiciye ihtiyaç duyarken, diğer tip 

ihtiyaç duymamaktadır. Floresan, optik fiberler ve yüzey plazmon rezonansı optik 

tabanlı biyosensörlerdir [39]. Optik biyosensörlerin avantajları esas olarak yüksek 

hassasiyetleri, gerçek zamanlı izleme yeteneği ve etiketsiz olma olasılığıdır. En çok 

kullanılan etiketsiz transdüksiyon yöntemi, yüzey plazmon rezonansıdır [3]. 

2.7 Biyosensörlerin Avantaj ve Dezavantajları 

Günümüzde yaygın olarak kullanılan biyosensörlerin avantaj ve dezavantajları 

aşağıda belirtilmiştir [40]. 

Avantajlar: 

 Çoğu ölçüm cihazına cevap vermeyen polar olmayan molekülleri ölçebilirler. 

 Biyosensörler, içinde kullanılan hareketsiz sistem nedeniyle spesifiktir. 

 Biyosensörler ile hızlı ve sürekli kontrol mümkündür. 

 Tepki süresi kısa (tipik olarak bir dakikadan az) ve pratiktir. 

Dezavantajlar: 

 Biyolojik materyalin denatürasyonu nedeniyle ısı sterilizasyonu mümkün 

değildir. 
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 Biyolojik materyalin stabilitesi (enzim, hücre, antikor, doku vb.), molekülün 

çevresel koşullar altında (pH, sıcaklık veya iyonlar) denatüralize edilebilen 

doğal özelliklerine bağlıdır. 

 Biyosensördeki hücreler, zardan difüzyon yapabilen diğer moleküller 

tarafından zehirlenebilir. 

2.8 Biyosensörlerin Uygulama Alanları 

Biyosensörlerin avantajları, düşük maliyetli, küçük boyutlu, hızlı ve kolay 

kullanımın yanı sıra mevcut cihazlardan daha büyük bir hassasiyet ve seçicilik 

içermektedir. Biyosensörlerin klinik analiz, genel sağlık bakımı izlemesinde birçok 

kullanımı bulunmaktadır. En popüler örnek, diyabet hastası olan kişiler tarafından 

kandaki glikoz seviyelerini izlemek için kullanılan glikoz oksidaz bazlı sensördür. 

Biyosensörler genel sağlık izleme [41], hastalık taraması [42], klinik analiz ve 

hastalık tanısı [43], veterinerlik ve tarım uygulamaları[44, 45], endüstriyel işlem ve 

izleme [46] çevre kirliliği kontrolü [47], gıda güvenliği [48] gibi uygulama 

alanlarında kullanılmaktadır [17]. 

Biyosensörler genellikle aşağıda listelenen farklı pozisyonlarda bulunmaktadır [49]. 

 In-vivo: Bu durumda, bir biyo-algılama bir bedenin veya canlı bir 

organizmanın içinde gerçekleşmektedir. 

 In vitro: Bir in vitro biyosensör, bir kültür tabağında, test tüpünde veya canlı 

varlığın dışında başka bir yerde çalışan bir biyosensördür. 

 At-line: Bir biyosensör, bir numunenin aranabileceği, analiz edilebileceği ve 

üretimin devam etmesi gerekip gerekmediği sonucuna varılabileceği bir 

üretim hattına uygulanmaktadır. Bir süt işleme tesisinde laktozun izlenmesi 

örnek olarak verilebilmektedir. 

 In-line: Tamamen otomatik hale getirilmesi mümkün olan sürekli üretime 

sahip bir değişkeni incelemek için bir üretim hattı içine bir sıralı biyosensör 

yerleştirilebilmektedir. Su arıtma, sıralı bir biyosensörün uygulamalarından 

biridir. 

Deney, cihazlar, test, algılama, biyomalzemelerde izleme ve bir biyoproses sürecinin 

diğer aşamaları ne olursa olsun, personel, zaman sınırlamaları, tesisler, özel koşullar 
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ve bütçe ile çok önemli olabilmektedir. Bu nedenle, laboratuvar çalışmasının 

ortadan kaldırılması süreci hızlandırabilir ve zaman ve paradan tasarruf edebilir. 

2.9 Biyosensör ve Patojen Bakteriler 

Patojenik mikroorganizmaların hızlı tespiti ve tanımlanması, bulaşıcı hastalığın 

yayılmasını en aza indirmek ve klinisyenleri hasta tedavi stratejileri hakkında 

bilgilendirmek için esastır [50]. Patojen bakterilerden kaynaklanan hastalıkları 

önlemede ilk kontrol noktası izlemedir. Geleneksel kültür yöntemleri bakteri 

saptanması ve tanımlanmasında yıllardır kullanılan standart bir uygulamadır [51]. 

Patojen bakterilerin tespit edilmesi ve tanımlanması için kullanılan yöntemler 

mikrobiyolojik ve biyokimyasal tanımlamadır [52, 53]. Mikrobiyolojik yöntemlerin 

genel olarak 4 farklı fazı vardır.Tüm organizmaların gelişmesine izin vermek için ön 

zenginleştirme, araştırılan organizmanın gelişmesine izin vermek ve bakteriyel 

popülasyonu saptanabilir bir düzeye çıkarmak için seçici zenginleştirme, seçici agar 

plakaları kullanılarak izolasyon ve belirli bir patojen mikroorganizmanın 

tanımlanmasını doğrulamak için, serolojik ve biyokimyasal testlerdir [31]. Ancak 

geleneksel yöntemlerde sonuçları elde etmek için 3-5 gün gibi bir süre gereklidir. 

Güvenilir olmasına rağmen, zaman alıcı ve yoğun emek gerektiren yöntemlerdir. 

Belirleme limiti genellikle ön zenginleştirme olmadan 105-109 hücre/mL’dir. Bu 

nedenlerden dolayı geleneksel yöntemler zenginleştirme olmadan bakterinin hızlı 

ve direkt tespit edilmesi için uygun değildirler [31]. Sonuçların alınması uzun 

sürdüğünden dolayı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), enzim bağlantılı 

immünosensör testi (ELISA) ve nükleik asit temelli moleküler biyoloji yöntemleri 

gibi hızlı tespit teknikleri geliştirilmiştir. Bu yöntemler saptama zamanını, 

günlerden birkaç saate indirmektedir. Ancak bu yöntemler, eğitimli personel 

tarafından çalışılması, kapsamlı numune hazırlama, uzun ve sıkıcı prosedürler 

sırasında bakteriyel kontaminasyonun meydana gelmesi gibi çeşitli dezavantajlara 

sahiptir [54]. Ek olarak gelişen ülkelerde yüksek maliyet ve sınırlı kaynaklar çoğu 

hızlı tespit tekniğinin uygulanmasını sınırlandırmaktadır [18]. 

Patojenik bakteriler insan ve hayvan sağlığı için önemli bir tehdit oluşturmaktadır. 

Patojenlerin hızlı multipleks tespiti bakteriyel salgınların etkili yönetimi için kritik 

öneme sahiptir. Zamanında tedavinin kaçınılmaz olduğu durumlarda 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polymerase-chain-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/detection-technique
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956566318300290#bib6


15 

 

enfeksiyonların antibiyotiklerle tedavisi, ancak neden olan patojenlerin doğru bir 

şekilde tanımlanmamış olması, ilaca dirençli bakterilerin yayılmasında küresel bir 

tehdit oluşturmaktadır. Biyosensör teknolojisi patojen tespiti için hızla gelişen bir 

teknolojidir. Bunu en önemli sebepleri portatif, hızlı ve otomatik multipleks 

ölçümler için uygun olmasıdır [51, 55]. 

Bakteriyel tespit için biyosensörler genellikle reseptörler, nükleik asitler veya 

uygun bir transdüserle yakın temasta olan antikorlar gibi bir biyolojik tanıma 

bileşenini içermektedir. Sinyal transdüksiyon yöntemine bağlı olarak biyosensörler 

dört temel gruba ayrılabilmektedir. Bunlar, optik, kütle, elektrokimyasal ve termal 

sensörlerdir. Ek olarak, biyosensörler iki geniş kategoriye ayrılabilmektedir. Bunlar 

ise, hedef analitin doğrudan tespiti için sensörler ve dolaylı (etiketli) tespiti olan 

sensörlerdir. Doğrudan tespit biyosensörleri, biyospesifik reaksiyonun kompleks 

oluşumun neden olduğu fiziksel değişiklikleri ölçerek doğrudan gerçek zamanlı 

olarak belirleneceği şekilde tasarlanmıştır. Dolaylı tespit biyosensörleri, bir ön 

biyokimyasal reaksiyonun meydana geldiği ve bu reaksiyonun ürünlerinin bir 

sensör tarafından tespit edildiği biyosensörlerdir. Son olarak, bakteriler için 

biyosensörler kesikli (aralıklı) ve sürekli (izleme) modda çalışan sensörlere de 

ayrılabilmektedir [56]. 

2.10 Biyosensör ve Kanser 

İnsan sağlığına ilişkin daha katı gereklilikler, artan sayıda klinik testlere yol 

açtığından, son derece hassas, hızlı ve ekonomik analiz yöntemleri geliştirmeye 

giderek daha fazla ihtiyaç duyulmaktadır [57]. 

Kanser, kontrolsüz büyüme ve anormal hücrelerin yayılması ile karakterize bir grup 

hastalıktır ve yayılması kontrol edilmezse ölümle sonuçlanmaktadır. Bir genin veya 

spesifik bir molekülün hasar görmesi, hücreler arasındaki iletişimi bozabilmekte ve 

sonuçta canlı bir organizmayı sürdüren tüm biyolojik fonksiyonların sona ermesine 

yol açabilmektedir [58]. Kanser, 200’den fazla kanser türü ile her gün 1500’den fazla 

ölüme neden olan, tüm dünyada yaşamı tehdit eden önde gelen bir hastalıktır. 

Kanser, son birkaç yıldır artan mortalite oranıyla dünyadaki ikinci en büyük 

hastalıktır. Hastanın sağkalım oranı, kanser teşhisi ve tedavisinin sınırlamaları 
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nedeniyle belirsizdir. Kanserin erken teşhisi, başarılı tedavisi için belirleyicidir [59, 

60].  

Kanser en sık ultrason, manyetik rezonans görüntüleme (MRI) veya biyopsi ile 

tespit edilmektedir. Kansere genetik mutasyonların birikmesi neden olmakta ve bu 

nedenle hastalık ilerlemeden önce yakalanması gerekmektedir. Erken teşhis, 

tedavinin etkili olma şansını arttırmaktadır. Biyomarkerlar kanser tespitinde 

devrim yapmada büyük bir potansiyele sahiptir [61]. Biyomarkerların tespiti için 

geleneksel enzime bağlı immünosorban analizi (ELISA) veya polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) bazlı yöntemler kullanılmaktadır. Her tahlilde pahalı reaktiflerin 

tüketimi ve yavaş tespit gibi teknolojik sınırlamalara maruz kalmak bu 

teknolojilerin dezavantajları arasındadır [62]. 

Biyomarkerlar, Ulusal Sağlık Enstitüleri’ndeki Ulusal Kanser Enstitüsü tarafından 

“normal veya anormal bir süreci veya bir durumu veya hastalığı işaret eden, vücut 

sıvılarında veya dokularında bulunan biyolojik moleküller” olarak 

tanımlanmaktadır. Vücudun bir hastalık veya durum tedavisine ne kadar iyi tepki 

verdiğini kontrol etmek için de kullanılabilmektedirler [58]. Biyomarkerlar 

prognostik, öngörücü ve tanısal olarak sınıflandırılmaktadırlar. Tanısal 

biyomarkerlar hastalığın tespiti için kullanılırken, hastalığın nüksetme seyri 

hakkında bilgi, prognostik biyomarkerlar tarafından verilmektedir. Öte yandan, 

tedaviye yanıt öngörücü biyomarkerlarla tahmin edilmektedir [62]. Biyomarker 

konsantrasyonları, hastalığın tipini, durumunu veya ilerlemesini ve ayrıca hastanın 

tedaviye yanıtını tanımlamak için kullanılabilmektedir. Hastalıkla ilişkili 

biyomarkerlar üzerine araştırmalar devam eden bir süreçtir [63]. Biyomarkerlar 

tipik olarak kan, serum, idrar veya serebral omurilik sıvısı gibi insan sıvılarında 

tespit edilmektedir, ayrıcs bunlar tümör hücrelerinin içinde veya üzerinde 

bulunabilmektedir [64]. 

Biyosensörler tıp alanında, özellikle kanser araştırmalarında başarıyla 

uygulanabilmektedir. Biyosensörler, daha erken aşamada hastalıkların tespit 

edilmesine ve vücuttaki değişen miktarda biyomarkerların saptanmasına izin 

vererek tanı yolunda devrim yaratmıştır. Biyolojik algılama bileşeni ilgili analit için 
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oldukça seçici olduğundan, tüm biyosensörler genellikle minimal numune hazırlığı 

içermektedir [65]. 

Kanser açısından, biyosensör tarafından tespit edilen analit bir tümör 

biyomarkerıdır. Bu nedenle, biyosensörler tümör hücreleri tarafından eksprese 

edilen ve/veya salgılanan bazı proteinlerin seviyelerini ölçerek, bir tümörün var 

olup olmadığını, iyi huylu veya kötü huylu olup olmadığını ve tedavinin kanserli 

hücreleri azaltmada veya ortadan kaldırmada etkili olup olmadığını tespit 

edebilmektedir [66]. Kanser antijenlerini saptamak için, monoklonal antikorlar ve 

aptamerler genellikle tek sarmallı desoksibonükleik aside (ssDNA) karşılık gelen 

mikro ribonükleik asitleri (miRNA’lar) yakalamak için kullanılmaktadır [67]. 

Birden fazla analiti tespit edebilen biyosensörler, kanser teşhis ve takibinde 

özellikle yararlı olabilmektedir, çünkü çoğu kanser türü çoklu biyomarkerları 

içermektedir [68, 69]. Birçok kanser çeşidini tespit edebilen çoklu sensörlerin 

tasarlanması, bu hastalıktan ölüm oranını azaltabilecektir. Çoklu dönüştürücülere 

sahip bu tür biyosensörler, spesifik proteinlerin veya antijenlerin saptanması için 

ayrı ayrı işlevselleştirilmektedir [67]. Bir biyosensörün birden fazla biyomarkerı 

aynı anda test edebilmesi sadece tanıya yardımcı olmakla kalmaz, aynı zamanda 

zaman ve finansal kaynaklardan da tasarruf sağlamaktadır [70]. Kanser testi için 

biyosensörler geliştirirken kanser biyolojisinin karmaşıklığını ve bazı temel 

unsurlarını anlamak da önemlidir [71]. 

Kanser araştırması temel olarak DNA veya RNA’daki mutasyonlar, proteinlerdeki ve 

protein düzeylerindeki değişiklikler gibi hücrelerin birçok özelliğinin 

tanımlanmasına ve ayrıca hücrelerin morfoloji, yapışma veya elastikiyet gibi 

özelliklerinin karşılaştırılmasına dayanmaktadır. Analitik bir cihaz olarak, 

biyosensör seçilen analitin incelenen biyolojik materyale (örn. doku, hücreler, 

proteinler, RNA, DNA) bağlanmasını sağlamaktadır. Biyosensörlerde yapılan çoğu 

analiz, analitin belirli bir belirteç ile etiketlenmesini gerektirmektedir. Bununla 

birlikte, önceden etiketlenmeden analitlerin doğrudan saptanmasına izin veren 

birçok teknik de mevcuttur. Yaygın "etiketsiz" biyosensör teknolojileri, kuvars 

kristali mikro terazisi (QCM) ve yüzey plazmon rezonansıdır (SPR) [9]. Etiket 

içermeyen yöntemlerde analitinin tanımlanması ve miktarının belirlenmesinde 



18 

 

antikor tabanlı tanımlama işlemi ile gerçekleştirilmektedir [65]. Bu teknolojilerle 

beraber mikroakışkanların kullanılması, bir teşhis testi sırasında katılan 

reaktanların mikrokanallar aracılığıyla kontrollü laminer akışına izin vermekte ve 

düşük malzeme tüketimi, azaltılmış örnek boyutu, gerçek zamanlı analiz ve yüksek 

verim taraması gibi faydalar sunmaktadır [72]. 

2.11 SPR ve Gıdalarda Kullanım Alanları 

SPR, daha kısa sürede, güvenilir ve tekrarlanabilir sonuçları, duyarlılıkları, etiketsiz 

ve gerçek zamanlı tespiti ve kantitatif sonuçları nedeniyle yıllar boyunca yaygın bir 

yöntem olarak kullanılmıştır [73, 74]. SPR tekniği ilk olarak 1957’de teorik olarak 

öngörülmüştür [75]. Elektron uyarımı kullanılarak 1959’da doğrulanmıştır ve en 

son olarak 1968’de optik uyarım kullanılarak gösterilmiştir [76, 77]. Yüzey 

plazmonları genel olarak elektronlar veya ışık tarafından uygun uyarılma koşuluyla 

oluşturulabilmektedir. 

SPR, bir metal ile dielektrik bir madde, tipik olarak bir sıvı veya hava arasında, yüzey 

plazmonu polaritonları (SPPs) oluşumunu ölçen bir olgudur. Monokromatik, p-

polarize bir ışık kaynağından gelen ışık demeti, metal filmden bir diyot dizisi 

detektörüne yansıtılmaktadır. O zaman, metal yüzey üzerinde plazmon adı verilen 

iletken elektronların salınımları, gelen ışığın dalga fonksiyonu ile meydana 

gelmektedir. Plazmon, kaybolan bir dalga (evanescent wave) olarak adlandırılan bir 

elektromanyetik alan oluşturmaktadır. Bu dalga metal yüzeyden bir numune 

çözeltisine geçerken, yansıyan ışığın yoğunluğuna SPR açısı denmektedir. Moleküler 

etkileşimden kaynaklanan SPR açı kayması zamana bağlı olarak izlenmektedir [1, 

78]. Günümüze kadar, SPR uygulaması temel biyolojik çalışmalar, sağlık bilimleri 

araştırmaları, gıda güvenliği,  klinik teşhis ve çevresel ve tarımsal izleme dahil olmak 

üzere çeşitli araştırma alanlarında kullanılmıştır. SPR bazlı biyosensörlerin 

kullanımı özellikle patojen [79, 80] ve hastalık tespitinde [81] artış göstermiştir. 

SPR tekniği, sensör yüzeyindeki kütle değişimlerini ve her türlü molekül çiftinin 

bağlanmasını hassas ve anlık olarak, etiketleme yapmadan saptayabilen, opto-

elektronik temelli, güçlü bir tekniktir. SPR tekniği, altın vb. materyallerin taşıdığı 

serbest elektronların karakteristik özelliklerden yararlanmaktadır. Yüksek kırılma 

indisine sahip bir malzemenin üzerine kaplanan ince altın katmanı, lazer ışınını 
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emer ve altın yüzeyinde elektron dalgaları oluşur. Analiz edilmesi düşünülen kütle 

miktarındaki artış veya bir alıcının bağlanması halinde, altın katmanın 

yüzeyinde ışığın davranışı değişerek, kırılma indisi değişimine yol açar. Meydana 

gelen bu optik değişim sayesinde biyolojik etkileşimler, etiketlemeye ihtiyaç 

duyulmaksızın, yüksek hassasiyette, gerçek zamanlı, nitel ve nicel olarak 

ölçülebilmektedir. SPR fenomeni çevresel faktörlere aşırı bağlıdır. Altın yüzeyine tek 

bir moleküler tabaka bile bağlansa ciddi bir sinyal değişimi oluşturabilmektedir. Bu 

tekniğin yüksek hassasiyete olan bağlılığı bir dezavantaj olarak şu şekilde karşımıza 

çıkabilmektedir: Hazırlanması sırasında yanlışlık yapılan bir örnekten sinyal 

alabilmek mümkün olmamaktadır. Bu nedenle çalışılacak sistemin 

simülasyonlarının yapılıp önceden planlanması, algılayıcı yüzeylerin modifikasyon 

işlemlerinin oldukça hassas ve kontrollü bir şekilde yapılması ve ölçümü yapılacak 

örneklerin kontrollü bir deney protokolü çerçevesinde yüzeye yerleştirilmesi hayati 

önem taşımaktadır. 

Işık tarafından uyarılan plazmonlar, biyo-madde işleme, immüno-tanı ve antikor-

antijen etkileşiminin kinetik analizi gibi biyo-materyal işlemlerinin incelenmesi için 

uygulanmıştır. SPR’de kullanılan materyalin refraktif indeksi ışığın rezonans giriş 

açısını, bağlanma verimliliğini, bağlanma dalga boyunu ve yansıyan ışığın optik 

fazını etkilemektedir. Tüm fiziksel miktarlar yansıyan ışıkla ölçülebilmektedir. Bu 

nedenle SPR tekniği floresans etiketlemeye gerek duymaz ve çok yüksek 

hassasiyetle gerçek zamanlı bilgi sağlamaktadır. Ayrıca çok az miktarda örnek ile 

refraktif indeks değişimleri belirlenebilmektedir. SPR’nin biyomedikal 

uygulamalarının çoğu, biyomoleküllerin saptanması ve tanımlanması üzerine 

odaklanmaktadır. SPR biyosensörleri, mikroorganizmalar, toksinler, proteinler ve 

nükleotitler gibi çeşitli analitleri saptamak için kullanılmıştır [82]. 

SPR biyosensörleri çeşitli sistemlere entegre edilmiştir. Literatürde yapılan 

çalışmalar bu konu ile ilgili bize geniş bir bilgi vermektedir. Genel olarak gıda 

kaynaklı patojenler üzerine yoğunlaşılmıştır ve çalışmalar gerçekleştirilmiştir. 

Fernández, vd. [83] 2010 yılında yapmış oldukları çalışmada süt örneklerinde 

antibiyotik saptamaya çalışmışlardır. Bu amaçla 6 kanallı SPR sistemi kullanılmıştır. 

Bu çalışma için üç önemli antibiyotik ailesinin (florokinolon, sülfonamid ve fenikol) 
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temsilci eşlenikleri kullanılmıştır. Çip yüzeyi polietilenglikol birimleri içeren iki tip 

merkaptoalkil ayıracı kullanarak kaplanmıştır. Bu şekilde kendiliğinden biriken 

moleküller (SAM) oluşturulmuştur. Örnek ve poliklonal antikor karışım şeklinde 

sisteme verilmiş ve saptanabilirlik başarısı enrofloksasin için 0,30 µg/L, sülfapiridin 

ve kloramfenikol için sırasıyla 0,29 µg/L, 0,26 µg/L olarak bulunmuştur. 

Vaisocherová-Lísalová, vd. [84] tarafından 2015 yılında yapılan çalışmada gıda 

enfeksiyonlarına yol açan Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella spp. patojeninin 

SPR biyosensörü ile saptanmasına dair gerçekleştirilen çalışmada, yüzeyi 

poly(carboxybetaine acrylamide) kaplanmıştır. Daha sonra çip yüzeyine antikorlar 

immobilize edilmiştir. Gıda maddesi sisteme gönderilip inkübe edildikten sonra, 

biyotinlenmiş sekonder antikor (Ab2) gönderilmiştir. En son olarak da çipin 

sinyalini arttırmak için streptavidin kaplı altın nanopartiküller gönderilmiştir. 

Çalışmada gıda numunesi olarak salatalık ve hamburger ekstraktı kullanılmıştır. 

Çalışmanın tespit limiti (LOD) salatalık ve hamburger ekstraktı için sırasıyla E. coli 

O157:H7 için 57 KOB/mL ve 17 KOB/mL ve Salmonella spp. için 7,4 x 103 KOB/mL 

ve 11,7 x 103 KOB/mL olarak bulunmuştur. 

Optik bir biyosensör olan SPR yöntemi ile farklı mikroorganizmalar hızlı bir şekilde 

saptanabilmiştir. Barlen, vd. [85] 2007 yılında gerçekleştirmiş olduğu çalışmada 

SPR yöntemi ile Salmonella serovarları eş zamanlı ve spesifik olarak saptanmıştır. 

Bu çalışmada süt örnekleri inaktive edilmiş Salmonella Typhimurium ve Salmonella 

Enteritidis ile kontamine edilmiştir. Sistemde biyolojik tanımlama materyali olarak 

poliklonal anti-Salmonella antikoru ve Salmonella Typhimurium ve Salmonella 

Enteritidis’e karşı O-spesifik (O:4 ve O:9) antikorları kullanılmıştır. Sandviç 

yönteminin kullanıldığı bu çalışmada 10 µl örnek hacminin yeterli olduğu 

belirtilmiştir. Ayrıca Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis’in LOD 

değeri sırasıyla 2,5 x 105 KOB/mL ve 2,5 x 108 KOB/mL olarak saptanmıştır. Bir diğer 

çalışmada, yumurta sarısına Salmonella enterica serovar Enteritidis inoküle 

edilmiştir ve daha sonra SPR sistemi ile bu bakteriye özgü antikor kullanılarak 

mikroorganizma saptanmıştır [86]. Spesifik antikorlar kullanılarak gerçekleştirilen 

başka bir çalışmada süt örnekleri Salmonella enterica serovar Enteritidis ve E. coli 

ile kontamine edilmiştir ve SPR sistemi ile süt örnekleri içerisinde bulunan 

bakteriler refraktif indeks değişimine bağlı olarak saptanmıştır [87]. 
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Bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonların yanı sıra üretmiş oldukları toksinler 

aracılığıyla meydana gelen intoksikasyon da halk sağlığı açısından önem arz 

etmektedir. SPR yöntemiyle sadece bakteriler değil, toksinler de 

saptanabilmektedir. Nitekim Homola, vd. [88] 2002 yılında yapmış olduğu 

çalışmada süt ve tampon sıvısı staphylococcal enterotoxin B kontamine edilmiştir. 

Sandviç ve direkt assay tespit yöntemi ile kontamine edilen örneklerdeki toksin 

saptanabilmiştir. Direkt tespit yöntemi ile tampon sıvısı içinde bulunan toksinin 

belirlenme limiti 5 ng/mL olarak bulunurken, sandviç yöntemiyle hem tampon hem 

de süt örneğinde LOD değeri 0,5 ng/mL olarak saptanmıştır. 

Patojenik mikroorganizmalar, gıda zehirlenmesi, açık yaraların enfeksiyonu, 

özellikle de yanık yaralanmaları ve sepsis gibi ağır klinik sonuçlara yol 

açabilmektedir. Bu patojenlerin hızlı bir şekilde saptanması, bu enfeksiyonların 

zamanında önlenebilmesini ve daha iyi klinik sonuçlar elde edilmesini 

sağlamaktadır. Ancak geleneksel yöntemlerle bu bakterilerin saptanabilmesi uzun 

zaman almaktadır. Yapılan bir çalışmada altın yüzey iki farklı yüzey kimyası yöntemi 

kullanılarak işlevselleştirilmiştir. İlk yöntem NeutrAvidin tabanlı yüzey aracılığıyla 

biyotinlenmiş antikorun yüzeye immobilize edilmesidir. İkinci yöntemde üç farklı 

biyotinlenmemiş antikorun yüzeye protein G ile immobilize edilmesini 

içermektedir. İşlevselleştirilmiş yüzeye PBS çözeltisi içerisinde E. coli ile kontamine 

edilmiş kan, süt ve ıspanak örneği gönderilmiştir. Bu çalışma NeutrAvidin aracılı 

anti-LBP antikoru-LBP immobilizasyonunun, E. coli'nin yüksek yakalama 

verimliliğine ulaşmak için daha iyi bir yöntem olduğunu ortaya koymuştur. PBS, kan, 

süt, ve ıspanak örneklerindeki bakterinin LOD değeri sırasıyla 50, 50, 50 ve 500 

KOB/mL olarak bulunmuştur [89]. 

Bakteri üremesinin hızlı ve hassas olarak saptanması gıda endüstrisinde, su ve çevre 

kontrolünde ve klinik tanıda önem arz etmektedir. Kee, vd. [90] 2013’te bakteri 

üremesi ve antibiyotik duyarlılık testinin hızlı, hassas ve niceliksel izlenmesi için bir 

plazmonik nanohole sensörü üretmiştir. Konsept, plazmonik nanoholedeki 

olağanüstü optik transmisyon fenomenine dayanmaktadır. Bakterilerin 

yakalanması için E. coli’ye spesifik antikor uygulanmıştır. Çip yüzeyi polielektrolit 

multilayer olarak kaplanmıştır. Bu amaçla 3-mercaptopropoionic acid, poly 
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(allylamine hydrochloride) ve poly (sodium-4 styrenesulfonate) kullanılmıştır. 

Antikor ile yakalanan bakterilere, minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlenmiş 

tetrasiklin ve ampisilin gönderilmiştir. Bakteriler ampisilin gönderildikten sonra 

üremeyi sürdürürken, tetrasiklin gönderildiğinde üreme eğrisinde bir plato 

göstermiştir. Bu durum E. coli’ nin ampisiline dirençli olduğunu, tetrasiklinin ise E. 

coli’ nin üremesini engellediğini göstermiştir. Ayrıca bakterinin LOD değeri <102  

KOB/mL olarak bulunmuştur. 

Başka bir çalışmada, insan bağırsak sisteminin yaygın bir üyesi olan Candida 

albicans’ın hızlı bir şekilde saptanabilmesi için SPR metodu geliştirilmiştir. Analizde 

sandviç yöntemi ve direkt yöntem karşılaştırılmıştır. Yakalanan antikorlar karışık 

SAM üzerine kovalent olarak immobilize edilmiştir. 11-mercaptoundecanoic acid ve 

3-mercaptopropanol farklı oranlarda karıştırılarak yüzey kaplanmıştır. Yapılan 

denemeler sonucunda C. albicans’ın saptanması için uygun yüzeyin sadece 11-

mercaptoundecanoic acid ile kaplanan yüzey olduğu belirlenmiştir. LOD değeri 

direkt yöntem için 107 KOB/mL, sandviç yöntemi için 106 KOB/mL olarak 

bulunmuştur. Antikor E. coli, Streptococcus mutans, S. aureus, β-hemolitik 

streptokoklar ve Lactobacillus casei bakterileri üzerinde çapraz reaktivitesine 

bakılmıştır. Karışık kültür içerisinden bile C. albicans’ın saptanabileceği 

belirlenmiştir [91]. 

Başka bir çalışmada, E. coli O157:H7 ve MRSA, SPR aracılığıyla tanımlama elemanı 

olarak bakteriyofaj kullanılarak saptanmıştır. E. coli’yi saptamak için T4 

bakteriyofajı, S. aureus için BP14 bakteriyofajı kullanılmıştır. İşlevselleştirilen bu 

sistem ile 103 KOB/mL konsantrasyonda bakteri 20 dakikadan daha kısa bir süre 

içerisinde saptanabilmiştir [92]. 
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DİRENÇLİ S. aureus ve Enterococcus spp.  

 

3.1 Giriş 

Hastanede yatan hastalar için birincil mortalite nedeni olarak bilinen nozokomiyal 

enfeksiyonlar genellikle hastalar tarafından tıbbi bakım sırasında edinilmektedir. 

Bu enfeksiyonlar uzun süreli hastanede kalışlara, yaşam kalitesinde düşüşe, 

morbidite ve mortalitede artışa, insan gücü kaybına ve sağlık harcamalarında artışa 

neden olmaktadır [93]. WHO’ya göre, 4.544.100 nozokomiyal enfeksiyon vakası her 

yıl 4.131.000 hastayı etkilemekte ve yaklaşık 7 milyar Euro’luk ekonomik zarara 

neden olmaktadır [94]. Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerdeki nozokomiyal 

enfeksiyon oranları sırasıyla %7 ve %10’dur [95]. Halk sağlığı için risk oluşturan 

hastane enfeksiyonları erken teşhis edildiğinde bilinçli ve doğru seçim ile uygulanan 

antibiyotiklerle tedavi edilerek önlenebilmektedir. Metisiline dirençli 

Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine dirençli Enterococcus (VRE), 

hastaneye yatırılan ve bağışıklığı baskılanmış hastalar için en yaygın hastane 

patojenleridir.  

S. aureus, en sık kullanılan antibiyotiklere yavaş yavaş direnç geliştirmektedir [96]. 

S. aureus’un antibiyotiklere karşı direnci geliştikçe, tedavi süresi uzamakta, 

mortalite ve morbidite oranları artmaktadır. Bu dirençler arasında metisilin direnci 

en önemlisidir. Çünkü mecA geni tarafından metisiline dirençli genetik bir belirteç 

olarak kodlanan penisilin bağlayıcı protein 2a (PBP2a/PBP2) beta-laktam grubu 

antibiyotiklere düşük bir afinite göstermektedir [97]. 

Enterokoklar geniş bir antibiyotik direnci spektrumuna sahiptir [98]. Bu yetenekleri 

nedeniyle, nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan en yaygın ajanlar, Enterococcus 

faecium ve E. faecalis türlerini içeren enterokoklardır [99]. Dirençli vanA ve vanB 

genlerini taşıyan E. faecium ve E. faecalis, vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid 

antibiyotiklerine vankomisin direnci gösterir ve bu suşlara VRE (vankomisine 
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dirençli Enterococcus) denir. VRE, tüm E. faecium ve E. faecalis izolatlarının yaklaşık 

%6’sını oluşturmaktadır [100].  

Antimikrobiyal ajanlar genellikle, hücre duvarı sentezini (örn., β-laktamlar ve 

glikopeptid ajanlar) engelleme, protein sentezinin engellenmesi (makrolidler ve 

tetrasiklinler), nükleik asit sentezinin (florokinolonlar ve rifampin) engellenmesi, 

metabolik yolun inhibe edilmesi (trimetoprim-sülfametoksazol) ve bakteriyel 

membran yapısının (polimiksinler ve daptomisin) bozulmasını içeren temel etki 

mekanizması dikkate alınarak sınıflandırılmaktadır [101]. Tez çalışmasında, 

dirençli ve duyarlı suşları tanımlamak için β-laktam ve glikopeptid antibiyotik üyesi 

sefoksitin ve vankomisin kullanılmıştır. Sefoksitinin antimikrobiyal mekanizması, 

bakteriyel hücre otolizinleri aktive ederek, bakteriyel hücre duvarının sentezine 

müdahale ederek ve peptidoglikanın çapraz bağlanmasını inhibe ederek meydana 

gelmektedir. Vankomisin ise, duyarlı bakterilerde hücre duvarı sentezinin ikinci 

aşamasını engellemektedir [102]. 

Agar difüzyon [103], broth mikrodilüsyon [104], gradyan şerit testleri [105] ve disk 

difüzyon [106] gibi çeşitli fenotipik antimikrobiyal duyarlılık test yöntemleri 

geleneksel olarak araştırmacılar tarafından bakterilerin dirençli veya duyarlı olup 

olmadığını belirlemek için kullanılmıştır. Spesifik bir antibiyotiğe karşı direnç, 

dirençten sorumlu genlerin varlığını veya yokluğunu araştıran polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) ile de belirlenebilmektedir [107]. Bu yöntemler, özel 

mikrobiyoloji laboratuvarları, uzman personel ve uzun analiz süresi 

gerektirmektedir. Antimikrobiyal duyarlılık testinin dezavantajları, yeni, hızlı ve 

güvenilir yöntemlerin geliştirilmesi gerektiğini göstermektedir. Yeni teknolojiler 

kullanarak patojenik bakterilerin hızlı ve hassas tespiti, hasta bakımını iyileştirmek 

ve hastane enfeksiyonlarını sınırlamak için hayati bir konudur. 

Chiang, vd. [108] SPR sistemi kullanılarak dirençli veya duyarlı suşların saptanması 

için antimikrobiyal testin kullanımını tarif eden ilk kişilerdir. Bu araştırmacılar, tek 

bir kanal kullanarak altın çipe yapışan dirençli ve hassas bakterilerin antimikrobiyal 

duyarlılığını belirlemişlerdir. Syal, vd. [109] tarafından yapılan başka bir çalışmada, 

antimikrobiyal duyarlılık testi için tek bir kanal kullanılmış, ancak daha önce 

bahsedilen çalışmadan farklı olarak sensör yüzeyini işlevselleştirmek için SAM 
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oluşturulmuştur ve antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesi, transmitter bir 

mikroskop görüntüsü ile izlenmiştir. 

Literatürde SPR tespit sistemi ile ilgili çalışmalar göz önüne alındığında, sensör 

yüzeyinde çoklu kanalların kullanımının antimikrobiyal duyarlılık testi için sınırlı 

olduğu gözlenmektedir. Bu nedenle, tezin ilk kısmında MRSA ve VRE için 

antimikrobiyal duyarlılığın ve MRSA’nın protein G tabanlı bir sensör yüzeyinde 

çoklu ve eş zamanlı tespitine yönelik çalışmalar yapımıştır. Sensör yüzeyinde birden 

fazla kanalın kullanılması, referansların ve birden fazla numunenin aynı anda 

izlenmesi için kritik öneme sahiptir.  

Deneylerde, bakterilerin duyarlı olması durumunda, bakteriler antibiyotik akışı ile 

altın yüzeyden ayrıldıkça daha fazla SPR açısı kayması meydana gelecektir. Başka 

bir deyişle, antibiyotiklerin test edilen bakteriler üzerindeki etkisi kırılma 

indeksindeki değişiklik ile belirlenebilecektir. Ek olarak, negatif veya pozitif 

kontrolün açı kaymaları gerçek zamanlı olarak izlenerek hangi bakterilerin dirençli 

veya duyarlı olduğunu aynı anda belirlemek mümkün olacaktır. Bu nedenle, bu tez 

çalışmasında, metisiline duyarlı ve metisiline dirençli S. aureus’un suşları ile 

vankomisine duyarlı ve vankomisine dirençli Enterococcus suşlarını ayırt etmek için 

SPR tekniği tek ve çok kanallı sistemlerle kullanılmıştır. Ayrıca MRSA’nın tek ve çok 

kanallı SPR sistemi üzerinde kantitatif olarak tespiti için spesifik antikorlar 

kullanılmıştır. 

3.2 Literatür Özeti 

3.2.1 Metisiline Dirençli Staphlococcus aureus 

Stafilokoklar 0,5-1,5 µm çapına sahip Gram-pozitif bakterilerdir [110]. Üzüm 

salkımına benzer kümeler oluştururlar. Şimdiye kadar, 32 tür ve 8 alt tür 

belirlenmiştir. Bunların birçoğu insan vücudunda kolonize olmuştur [111]. 

Bunlardan en yaygın olanı Staphylococcus aureus’tur [112]. İlk olarak 1884 yılında 

Anton Rosenbach tarafından keşfedilmiştir, fakat kökeni bilinmemektedir [113]. 

NaCl’nin yüksek konsatrasyonuna ve kurutma gibi birçok olumsuz şartlara 

dayanıklıdır [114]. S. aureus yaklaşık olarak 2.800 baz çiftine sahip dairesel bir 

kromozom içeren bir genoma sahiptir ve ayrıca profaj, plazmid ve transpozon içerir 
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[115]. S. aureus insanlarda bulunan en yaygın bakterilerden biridir. S. aureus doğal 

olarak burun ve deri mikroflorasında bulunmaktadır [116]. Ancak vücut üzerinden 

açık bir yarayı kontamine ettiği zaman enfeksiyona neden olabilmektedir. S. aureus 

çoğu enfeksiyondan sorumlu olan önemli bir insan patojenidir [117]. Yetişkinlerin 

%50’sinin S. aureus taşıyıcısı olduğu tahmin edilmektedir [118]. S. aureus 

nozokomiyal pnömoninin yanı sıra deri enfeksiyonu [119] [120] [121] ve kan 

dolaşımı enfeksiyonuna [122, 123] neden olan başlıca etkenler arasında 

sıralanmaktadır. 

S. aureus, yüzeysel cilt ve yumuşak doku, kas ve iskelet sistemi, solunum sistemi, 

dolaşım sistemi, genitoüriner sistem, santral sinir sistemi enfeksiyonlarına, sepsise 

ve ölüme neden olan önemli bir bakteridir. [124]. S. aureus’un bu geniş hastalık 

spektrumuna sahip olmasında rol oynayan viruans faktörleri mevcuttur. S. aureus’un 

virulans faktörleri hücresel bileşenler (kapsül, protein A, peptidoglikan, teikoik asit 

vb.) ve hücre dışı üretilen proteinlerine (alfa toksin, beta toksin, gama toksin gibi 

enterotoksinler ve koagülaz, β-laktamaz, proteaz, katalaz, lizozim gibi enzimler) 

bağlıdır [125]. Sanayileşmiş dünyada, S. aureus bakteriyemisinin (SAB) nüfus 

insidansı her 100.000 kişi için yılda 10 ila 30 arasında değişmektedir. Toplam SAB 

oranları son 20 yılda stabil olmuş olsa da, metisiline dirençli S. aureus’un katkısı ile 

bu oran dalgalanmıştır [126]. Dünya çapında S. aureus enfeksiyonlarının %13-

74’ünün metisiline dirençli S. aureus (MRSA) olduğunu göstermektedir [127]. MRSA 

uzun süredir sağlık ortamlarıyla ilişkili bir patojen olarak bilinmektedir [128]. 

MRSA ilk olarak Birleşik Krallık’ta 1960’ların başında bildirilmiştir. MRSA doğal 

seçilim sürecinde mevcut tüm penisilinler ve diğer β-laktam antimikrobiyal ilaçlara 

direnç geliştiren S. aureus suşlarıdır [129, 130]. 

S. aureus’ta mecA geninin kodladığı bir PBP’nin (PBP2a/PBP2) yol açtığı metisilin 

direnci, diğer tüm -laktamlarda da dirence yol açması nedeniyle hasta tedavisinde 

büyük sorun oluşturmaktadır [97]. β-laktam grubu antibiyotiklerin tedavide 

kullanılması durumunda penisiline düşük affinite gösteren bu protein MRSA 

suşlarının antibiyotik varlığında gelişmesine izin vermektedir [131]. 

Metisilin direncinin genetik belirleyicisi (mecA geni), stafilokokal kaset 

kromozomunda (SCCmec) bulunmaktadır. mecA geni, PBP2a olarak bilinen ve β-
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laktamlar için düşük afiniteye sahip modifiye bir penisilin bağlama proteini (PBP) 

kodlamaktadır [132]. SCCmec yapısal organizasyonu ve genetik içerik, MRSA 

izolatları arasında kapsamlı varyasyon göstermektedir. Aksine, mecA geninin 

dizilimi ise oldukça korunmuştur [133]. 

Birleşik Krallık, Danimarka ve İrlanda’da MRSA izolatlarında 2011 yılında yeni bir 

mecA homologu tanımlanmıştır [134, 135]. Bu yeni varyant, mecA ile %70 özdeşliğe 

sahiptir ve başlangıçta mecALGA251 olarak adlandırılmıştır ve daha sonra mecC olarak 

yeniden adlandırılmıştır [136]. mecC geni PBP2a ile aminoasit seviyesinde %63 

özdeşliğe sahip bir PBP’yi (PBP2c) kodlamaktadır [133]. Bununla birlikte, mecC 

geninin S. aureus’ta sebep olduğu β-laktam direncinin moleküler kanıtı hala eksiktir 

[97]. mecC geni, DNA seviyesinde mecA ile %70 benzerlik taşımaktadır. PBP2c’nin, 

PBP2a’nın aksine, ısıya duyarlı olduğu ve etkinliğinin 37 °C’de düştüğü 

bulunmuştur. Dahası, PBP2c’nin, oksasilin antibiyotiğine PBP2a’ya kıyasla 4 kat 

daha yüksek bir bağlanma afinitesi sergilediği belirtilmiştir [97, 133]. 

Antimikrobiyal direnç önemli bir küresel sağlık sorunudur ve Gram-pozitif 

bakterilerden ilaca dirençli S. aureus ciddi bir tehdittir [137, 138]. S. aureus’tan 

kaynaklanan enfeksiyonel hastalıkların tedavisinde kullanılan neredeyse bütün 

antibiyotiklere bu bakteri direnç geliştirmiştir. İlk olarak sülfonamid grubu 

antibiyotiklere karşı direnç geliştirmiştir. Daha sonra penisilin, metisilin, 

teikoplanin direnci ile devam etmiştir. Günümüzde ise linezolid, vankomisin ve 

daptomisine karşı da direnç geliştirdiği belirlenmiştir [139, 140].  

Metisiline dirençli suşlar yüksek oranda morbidite ve mortalite göstermektedirler. 

MRSA yaygın antibiyotiklere direnç göstermektedir, ancak sıklıkla vankomisin ile 

başarılı bir şekilde tedavi edilmektedir. Bununla birlikte, bazı MRSA hastalarında 

vankomisin daha az etkilidir. Hatta 2002 yılında Amerika Bileşik Devletleri’nde 

vankomisin dirençli S. aureus ortaya çıkmıştır [141]. Tedavideki sınırlılıklar göz 

önüne alındığında MRSA’nın tedavisi için alternatif ajanların tanımlanmasına 

ihtiyaç vardır. Etkili tedaviye kadar geçen süre büyük oranda patojen tanımlamasına 

bağlıdır [137]. Tanıyı koymada ve tedavi etmede gecikmeler daha kötü klinik 

sonuçlara yol açmaktadır.  
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3.2.1.1 MRSA’nın Antibiyotik Direnci 

Penisilinin 1940’ların ortalarında kullanılmasının ardından, S. aureus’un penisiline 

dirençli suşları bildirilmiş ve bunu penisiline dirençli S. aureus salgını izlemiştir. 

Başlangıçta sadece hastanelerde yaygın olmasına rağmen, penisilin direnci toplum 

izolatlarının %90’ından fazlasında mevcut olduğu belirlenmiştir. Bu suşlar, penisilin 

β-laktam halkasını bozan plazmid kodlu bir penisilinaz üretmektedirler. Penisilinaz 

enzimine kararlı bir β-laktam olan metisilin, 1950’lerin sonlarında tanıtılmıştır. 

Bununla birlikte, metisiline direnç raporları hızla ortaya çıkmıştır. Metisiline karşı 

direnç mekanizması, β-laktam antibiyotiklerin tüm üyelerine karşı geniş bir direnç 

sağlayan mecA geni tarafından kodlanan değiştirilmiş ve düşük afiniteli bir penisilin 

bağlayıcı protein (PBP2a) içermektedir. mecA geni, mobil genetik eleman stafilokok 

kromozom kaseti (SCC) üzerinde, tüm kompleks SCCmec elemanı olarak 

adlandırılmaktadır. Antimikrobiyal direnç elemanlarının boyutu ve bileşimi 

bakımından farklılık gösteren 11 tanımlanmış SCCmec varyantı (tip I-XI) vardır. 

Tipik olarak, çoklu dirençli nozokomiyal MRSA suşları, daha büyük olan ve çoklu 

direnç belirleyicileri içeren SCCmecII ve SCCmecIII’i barındırmaktadır [121]. 

3.2.1.2 S. aureus’un Neden Olduğu Enfeksiyonlarda Kullanılan 

Antibiyotikler 

Antimikrobiyal ajanlar genellikle hücre duvarı sentezine (β-laktamlar ve 

glikopeptid ajanları) müdahale eden, protein sentezinin (makrolidler ve 

tetrasiklinler) inhibisyonu, nükleik asit sentezine (florokinolonlar ve rifampin) 

müdahale, bir metabolik yolun (trimetoprim-sülfametoksazol) inhibisyonu ve 

bakteriyel membran yapısının (polimiksinler ve daptomisin) bozulmasını içeren 

temel etki mekanizması dikkate alınarak sınıflandırılmaktadır [101, 124, 142].  

 Hücre duvarına etki eden antibiyotikler:  

Beta-laktam antibiyotikler 

β-laktam ajanlarının birincil hedefleri penisilin bağlayıcı proteinler (PBP)’lerdir. β-

laktam halkasının, peptit zincirinin normalde PBP ile bağlı olan D-alanil D-alanin 

kısmını taklit ettiği varsayılmıştır. PBP, β-laktam halkası ile etkileşime girmekte ve 
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yeni peptidoglikan sentezini engellemektedir. Peptitoglikan tabakasının bozulması 

ise bakterinin lizisine yol açmaktadır. 

Glikopeptitler 

Glikopeptidler, öncü peptidoglikan alt biriminin peptit yan zincirinin D-alanil D-

alanin kısmına bağlanmaktadır. Büyük ilaç molekülü vankomisin, bu D-alanil alt 

biriminin PBP ile bağlanmasını önlemekte ve böylece hücre duvarı sentezini inhibe 

etmektedir. 

 Protein sentez inhibitörleri 

İlk olarak bakteriyel DNA’daki bilgi, transkripsiyon olarak adlandırılan bir işlem ile 

transkripsiyon RNA (mRNA)’yı sentezlemek için kullanılmaktadır. Daha sonra 

ribozom adı verilen makromoleküler yapı, translasyon adı verilen bir süreç olan m-

RNA’da bulunan proteinleri sentezlemektedir. Protein biyosentezi ribozomlar ve 

sitoplazmik faktörler tarafından katalize edilmektedir. Bakteriyel 70S ribozom, iki 

ribonükleoprotein alt biriminden, 30S ve 50S alt birimlerinden oluşmaktadır. 

Antimikrobiyaller, bakteriyel ribozomun 30S veya 50S alt birimini hedefleyerek 

protein biyosentezini inhibe etmektedir. Bu antibiyotikler aminoglikozidler, 

makrolidler, oksazolidinonlar, streptograminler, linkozamidler, ve 

kloramfenikollardır. 

 DNA replikasyon inhibitörleri 

Sülfonomidler ve trimethoprim, kinolonlar, rifampisin bakteriyel DNA’nın 

replikasyonunu inhibe eden ajanlardır. 

 Hücre zarı inhibitörleri 

Daptomisin bakteriyel hücre zarına etki ederek inhibe etmektedir.  

3.2.1.3 Metisilin Direncinin Gelişimini Etkileyen Faktörler 

 Test Edilen Ajan 

MRSA ile metisilin ve diğer β-laktam ajanları arasında çapraz direnç vardır. Direnç 

en çok metisilin veya oksasilin ile yapılan testlerde tespit edilmektedir ve bu 

ajanlardan herhangi biriyle yapılan testler tüm β-laktam ajanlarının temsilcisi 

olarak alınmalıdır [143]. 
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 Kültür Ortamı 

Mueller-Hinton ve Columbia agarları, duyarlı suşlar ve MRSA arasında IsoSensitest 

ve DST agarlardan daha iyi seçicilik sağlamaktadır. Farklı üreticilerin Mueller-

Hinton ortamının performansında ve tek bir üreticinin farklı Mueller-Hinton ortam 

grupları arasındaki farklılıklar rapor edilmiştir. Farklı üreticilerin Columbia agar 

grupları arasındaki olası farklılıklar henüz araştırılmamıştır. Mueller-Hinton broth 

dışındaki ortamlarla ilgili raporlar nadir olduğundan, farklı sıvı ortamların 

performansı hakkında çok az veri bulunmaktadır [143]. 

 NaCI Konsantrasyonu 

Yaygın olarak MRSA için test ortamına %5’e kadar NaCl eklenmektedir. Ancak NaCl 

konsantrasyonun etkisi, bazal ortama, inkübasyon sıcaklığına, aşıya ve test 

formatına bağlıdır. Mueller-Hinton, Columbia ve DST ortamlarına NaCl ilavesi 

metisilin direncinin saptanmasını geliştirmektedir [143]. 

 İnokülasyon 

Direnç ekspresyonu için diğer koşullar uygunsa, inokülasyonu arttırmanın çok az 

etkisi olabilmektedir. Daha yüksek NaCl konsantrasyonları ile birlikte yüksek bir 

inokülasyon, dirençli ve duyarlı popülasyonlar arasındaki seçiciliği zorlaştırmakta 

ve seyreltme yöntemlerindeki duyarlı suşlar için MİK uç noktalarının okunması çok 

zor olabilmektedir. Özellikle oksasilin ile yapılan disk difüzyon testlerinde, daha 

yüksek bir NaCl konsantrasyonu ile birlikte daha yüksek oranda inokülasyon 

yapılaması, yanlış sayıda dirençli rapor sayısının artmasına neden olabilmektedir 

[143]. 

 İnkübasyon Koşulları 

Testlerin inkübasyon sıcaklığının azaltılması genellikle direnç tespitini 

geliştirmekte ve 30 °C’de inkübasyon, duyarlı ve dirençli popülasyonların 35 °C’de 

inkübasyondan daha iyi ayırt edilmesini sağlamaktadır. Bazı suşlarda, dirençli alt 

popülasyonlar yavaş büyümekte ve inkübasyon 48 saate uzatılarak direnç tespiti 

geliştirilebilmektedir. Ancak yine de bu durum diğer test koşullarına da bağlıdır 

[143]. 
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3.2.1.4 Metisilin Direncinin Tespitinde Kullanılan Yöntemler 

MRSA, halk sağlığı ve hayvan sağlığı konularında giderek artan bir endişe kaynağıdır 

ve bu nedenle MRSA’nın tanımlanması için etkili ve güvenilir yöntemlerin 

sağlanması önemlidir [144]. Ayrıca MRSA’nın tespiti zordur ve birçok faktör 

nedeniyle karmaşık hale gelmiştir. S. aureus’ta metisiline direnç, izolatların çoğunda 

heterojendir. Heterojen suşlar iki bakteri popülasyonundan oluşmaktadır; biri 

nispeten duyarlı, diğeri oldukça dirençli bir nüfustur. Çoğu MRSA izolatlarının 

tespiti için, agar difüzyon, E-test, kromojenik besiyeri, lateks aglütinasyon, disk 

difüzyon, minimum inhibisiyon konsantrasyonunun belirlenmesi, agar tarama 

yöntemi gibi fenotipik yöntemler ve VITEK, Phoenix, ve Microscan gibi otomatize 

duyarlılık sistemler kullanılmaktadır [125][134, 145-147]. MRSA için geleneksel 

kültür ve duyarlılık testlerini tamamlamak için 16 ila 24 saatlik bir inkübasyon ve 

16 ila 24 saatlik bir süre de dahil olmak üzere 48 ila 72 saat arasında sürmektedir 

[146]. MRSA’nın saptanmasında kullanılan geleneksel yöntemler kullanım kolaylığı 

ve düşük maliyetinden dolayı daha çok tercih edilmektedir. Antimikrobiyal testleri 

doğrulamak amacıyla mecA geninin saptanmasında PCR [148] [149], PBP2a 

proteinin saptanmasında ise "slide agglutination testi" kullanılabilmektedir [147] 

[144]. Moleküler yöntemlerde, metisilin direnci için mecA’nın saptanması ile, 

nükleaz (nuc), koagülaz (coa), protein A (spa), femA ve femB, Sa442, 16S rRNA 

fibrinojen bağlayıcı protein genleri gibi türe özgü genlerin araştırılmasıyla elde 

edilebilmektedir [150]. Metisilin direnci SCCmec genindeki klonal varyantlarla da 

ilişkilendirilmiştir [151]. MRSA’nın saptanması için geleneksel yöntemler arasında 

oksasilin disk difüzyonu, oksasilin MİK ve oksasilin screen agar yöntemleri de 

bulunmaktadır. Son zamanlarda, Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü, 

MRSA tespiti için sefoksitin disk difüzyon yönteminin kullanılmasını önermektedir. 

Sefoksitin, sefamisin tipi bir antibiyotiktir ve PBP2a kodlayan mecA geninin bir 

indükleyicisi olarak tarif edilmiştir [152].  

Test edilen ajan, kültür ortamı, NaCI konsantrasyonu, inokülasyon ve inkübasyon 

koşulları geleneksel yöntemlerde metisilin direncinin gelişimini etkileyen 

faktörlerdir [143]. Bu faktörlerden dolayı, rutin tanı laboratuvarları MRSA’nın 

tespiti için hassas, hızlı, basit ve doğru bir yönteme ihtiyaç duymaktadır [153]. 
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Pahalı moleküler teknikler oldukça hassas ve hızlı sonuçlar sunarken, kültürel 

yöntemler daha uzun bir zaman gerektirmektedir. Ancak daha düşük bir fiyat için 

karşılaştırılabilir bir hassasiyet sağlayabilmektedir [154]. 

3.2.1.5 MRSA’nın Epidomiyolojisi 

MRSA kaynaklı hastane enfeksiyonları, son 20 yıl boyunca dünya çapında önemli bir 

sorun haline gelmiştir. Bunlar başlıca hastanelerde ve hastaneler arasında yayılma 

özelliğine sahip klonlar (HA-MRSA/Healthcare-acquired methicillin-resistant S. 

aureus) ile ilişkilendirilmiştir. Ancak 1990’ların sonuna gelindiğinde, MRSA 

suşlarının hastanelerden bağımsız olarak toplumda paralel olarak ortaya çıktığı 

belirlenmiştir. Toplumla ilişkili MRSA (CA-MRSA/Community-associated 

methicillin-resistant S. aureus) açık bir şekilde HA-MRSA’dan ayrı olarak ortaya 

çıkmıştır ve bunların çoğunluğu HA-MRSA’dan farklı klonları temsil etmiştir. 

Hayvanlarda, özellikle hayvancılıkta 2005 yılında MRSA’nın ortaya çıkışı dikkat 

çekmiştir (LA-MRSA/Livestock-associated methicillin-resistant S. aureus) [120, 

155]. Ancak bunlar arasından hastane kaynaklı klonal MRSA suşları (HA-MRSA) 

hastanede yatan hastalarda morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenidir. Bu 

durum, klinik mikrobiyoloji laboratuvarına, hastanın enfeksiyonundan sorumlu 

etkeni hızla tanımlama ve mikroorganizmaların inhibe edilmesi için etkili bir tedavi 

rehberi sunmak açısından çok büyük bir yük meydana getirmiştir [138].  

 Hastane Kaynaklı/İlişkili MRSA (HA-MRSA) 

İlk vaka 1961’de İngiltere’de bildirildiğinden, MRSA’nın sağlıkla ilişkili (HA) MRSA 

olarak bilinen nozokomiyal ortamlara maruz kalan hastalarda çeşitli 

enfeksiyonlarla ilişkili olduğu kabul edilmiştir [156]. HA-MRSA, hastanede yatan 

hastalarda cilt ve yumuşak doku enfeksiyonları, kan dolaşımı enfeksiyonu ve 

pnömoni dahil olmak üzere ciddi, invaziv hastalıklarla ilişkilidir. HA-MRSA suşları 

çoklu ilaç direncine sahip olma ve SCCmec tip II taşıma eğilimindedir. HA-MRSA, 

1960’lardan beri hastane ortamlarında endişe kaynağı olmuştur. O zamandan beri, 

hastane kaynaklı S. aureus enfeksiyonlarında antimikrobiyal direnç prevalansı 

giderek artmıştır. HA-MRSA enfeksiyonunun risk faktörleri arasında antibiyotik 

kullanımı, uzun süreli hastaneye yatış, yoğun bakım, hemodiyaliz, MRSA 

kolonizasyonu veya enfeksiyonu olan bireylere yakınlık yer almaktadır [157]. 
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 Topluluk Tarafından Edinilmiş/İlişkilendirilmiş MRSA (CA-MRSA) 

Toplumla ilişkili (CA) MRSA’nın ortaya çıkışı, MRSA izolatlarının epidemiyolojisinde 

önemli bir değişikliğe yol açmıştır. Topluluk ortamlarında CA-MRSA’nın neden 

olduğu artan enfeksiyon sayısı dünya çapında bilim insanlarının dikkatini çekmiştir. 

Her ne kadar CA-MRSA klinik olarak hastanede yatma ve HA-MRSA enfeksiyonları 

için risk faktörlerinin yokluğu ile tanımlansa da benzersiz ilaç direnci paternleri ve 

moleküler özelliklerine sahip olarak HA-MRSA’dan da ayırt edilmiştir. CA-MRSA 

SCCmec IV veya V8 taşımaktadır. β-laktam antimikrobiyal ilaçlara direnç 

göstermesine rağmen, CA-MRSA geleneksel olarak HA-MRSA’dan daha az 

antibiyotik kategorisine dirençli kalmaktadır. Ek olarak, çoğu CA-MRSA izolatı, 

lukSF-PV genlerinin varlığı ile klinik sonuç arasındaki korelasyon tartışmalı 

olmasına rağmen, iki bileşenli bir toksin sitolitisini nötrofillere kodlayan lukSF-PV 

(Panton-Valentine lökosidin-PVL) genlerini taşımaktadır [156]. Yani tipik olarak 

bazı metisiline duyarlı S. aureus (MSSA) suşlarına benzerler, daha geniş bir 

yelpazede antistafilokok antibiyotiklerine duyarlı (bazıları sadece β-laktamlara 

dirençlidir) ve genellikle beyaz kanı yok eden bir toksin olan PVL üretmektedirler 

[158]. 

 Hayvancılıkla İlişkili MRSA (LA-MRSA) 

İnsanlarda zoonotik hastalığa neden olabilen hayvancılıkla ilişkili metisiline-

dirençli S. aureus (LA-MRSA) klonunun ortaya çıkması önemli bir halk sağlığı sorunu 

olmuştur [159]. MRSA dizi türü (ST) 398 domuzlardan insanlara, ancak nadiren 

kişiden kişiye yayılmıştır. Bu MRSA suşu, diğerlerinden daha az öldürücü olarak 

kabul edilmiştir. Hayvancılıkla ilişkili MRSA ST398’in (LA-MRSA ST398) özellikle 

domuz çiftçilerini kolonize ettiği bilinmektedir [160]. Domuzlar, bu MRSA soyunun 

rezervuarları olarak kabul edilmektedir. ST398 ile kolonizasyonun kümes 

hayvanlarında ve sığırlarda da rapor edildiği bildirilmiştir [161]. Domuzlarla yakın 

temasta olan işçiler, zoonotik potansiyelini destekleyen ve gıda güvenliği ile ilgili 

soruları gündeme getiren ST398 tarafından kolonizasyon açısından önemli risk 

altındadır [162]. 
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3.2.1.6 MRSA’nın Tespitinde Kullanılan Biyosensörler 

MRSA’nın hızlı ve doğru tanısı, hasta tedavisi, enfeksiyonun kontrolü ve 

epidemiyolojinin izlenmesi için hayati öneme sahiptir. MRSA’nın önemli bir belirteç 

proteini olan penisilin bağlayıcı proteinler (PBP2a), MRSA’nın toleranslı bakterileri 

için tarama testi hedefi olarak önerilmiştir. Bununla birlikte, PBP2a aktivitesine 

veya PBP2a immünoanalizlerine dayanan mevcut teknolojiler, yetersiz spesifiklik ve 

duyarlılıktadır. Fan, vd. [163] PBP2a’ya yüksek afinite ve seçiciliğe sahip DNA 

aptamerleri aracılığıyla MRSA izolatlarının tespiti için kolorimetrik biyosensör 

geliştirmiştir.  

Çok farklı biyosensör sistemleri patojenlerin tespitinde kullanılmıştır. Nanofotonik 

interferometrik biyosensör, DNA aptamerleri kullanılarak immobilize edilmiştir ve 

daha sonra MRSA’nın tespitinde kullanılmıştır. Ayrıca yüzeyde bakterilerin spesifik 

olmayan bağlanmalarını önlemek için  silane-PEG-COOH kullanılmıştır [164]. Lee, 

vd. [165] tarafından yapılan bir çalışmada mecA genini içeren hedef DNA 

çoğaltılmıştır ve PCR yerine nanogap elektrot tabanlı impedimetrik sensör 

kullanılarak MRSA’nın direkt tespiti sağlanabilmiştir. 

Çoklu çapraz yer değiştirme (MCDA) amplifikasyonu MRSA’yı metisiline duyarlı S. 

aureus’tan ayırmaktadır. nuc genini (S. aureus’a özgü gen) ve mecA genini (penisilin 

bağlayıcı proteini-2a kodlayan) hedefleyen multipleks MCDA (m-MCDA), S. aureus 

suşlarını tespit edebilmekte ve 85 dk içinde MRSA’yı tanımlayabilmektedir. Wang, 

vd. [166] MRSA’nın tespiti için tek kullanımlık yanal akış biyosensörü geliştirmiştir. 

Başka bir çalışmada biotin-streptavidin interaksiyonundan yararlanılarak DNA 

tabanlı elektrokimyasal biyosensör geliştirilmiştir. Bu çalışmada da mecA geni hedef 

alınmıştır. Ancak DNA’nın amplifikasyonunda PCR metodu kullanılmıştır [167]. 

Elektrokimyasal biyosensör kullanılan başka bir çalışmada ise PCR metodu 

kullanılmadan MRSA’dan elde edilen DNA, nanopartiküller ile modifiye edilmiş 

problar aracılığıyla hassas bir şekilde tespit edilebilmiştir [168]. 

Döngü aracılı izotermal amplifikasyon (LAMP), alternatif bir analiz olarak, yüksek 

özgüllük, duyarlılık ve daha az zaman alan nükleik asit amplifikasyonu için bir 

tekniktir ve PCR gibi termal döngüye ihtiyaç duymamaktadır. Araştırmacılar, LAMP 
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aracılığıyla MRSA klinik izolatlarından elde edilen mecA geninin DNA fragmenti SPR 

biyosensöründe tespit edebilmiştir. Bu amaçla, yüzey streptavidin ile immobilize 

edilerek biyotinlenmiş DNA probları bağlanarak mecA geni tespit edilebilmiştir 

[169]. 

Biyotanınma elemanı analitin yakalanmasında önemli bir yere sahiptir. Litik fajın 

ligand olarak kullanıldığı bir çalışmada magnetoelastik biyosensör kullanılmıştır. Bu 

şekilde MRSA izolatları hassas bir şekilde tespit edilebilmiştir [170]. 

Genel olarak literatürde yapılmış olan çalışmalar incelendiğinde sensör türü 

farketmeksizin bir sistem tasarlandığında metisilin direncinin oluşmasına sebep 

olan mecA geninin tespiti için DNA probları kullanılmaktadır [171]. Ayrıca bu 

sistemlerde MRSA kültürleri olduğu gibi kullanılamamıştır. Bunu yerine DNA 

ekstraksiyonu yapılmıştır ve problarda tespiti gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1.7 MRSA ve Gıda Güvenliği 

Gıda kaynaklı hastalıklar dünya çapında bir halk sağlığı sorunu olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Bugüne kadar, çoğu bakteri, virüs ve parazitin neden olduğu 250’den 

fazla farklı gıda kaynaklı hastalık meydana gelmiştir [172]. S. aureus insan ve 

hayvanlarda meydana gelen hastalıkların en önemli nedenlerinden biridir. Gıda 

açısından durum değerlendirildiğinde, kontamine olmuş gıdada S. aureus salgılanan 

stafilokokal enterotoksinler gıda kaynaklı intoksikasyonlara sebep olabilmektedir. 

Gıdaların kontrolsüz depolama koşullarıyla birlikte uygun olmayan hazırlama 

prosesleri, S. aureus’un kontaminasyon riskini arttırmakla beraber, ısıya ve düşük 

pH’ya dayanıklı SE’lerin üretiminde artışa da sebep olabilmektedir [173]. S. aureus 

peynir, süt ve diğer süt ürünleri ile ilişkili gıda kaynaklı salgınların %10’undan 

fazlasından sorumludur [174]. 

Metisiline dirençli S. aureus (MRSA), sağlıkla ilişkili ciddi enfeksiyonların ana 

nedenidir [175]. MRSA, dünya çapında hastane (HA-MRSA) ve toplum kaynaklı (CA-

MRSA) enfeksiyonlarından sorumlu patojen olarak bilinmektedir [176]. Ancak, son 

on yılda, MRSA’nın bir klonu CC398 (ST398) domuz ve çiftlik hayvanlarında (LA-

MRSA) ortaya çıkmıştır [177]. LA-MRSA ilk defa Hollanda’da domuzlarda ve domuz 

üreticilerinde tanımlanmıştır [178]. Domuz, domuz yetiştiricileri ve aynı zamanda 
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kontamine et yoluyla tüketicileri enfekte edebilen LA-MRSA için rezervuar görevi 

görmektedir [179]. Bu suş hayvancılık üretimini etkilememesine rağmen, 

insanlarda kolonize olabilmektedir ve ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir  

[180-183]. Ek olarak, enfekte veya kolonize olmuş hayvan patojeninin personeli 

kontamine etmesine ve daha sonra gıda zincirine bulaşmasına sebep olmaktadır 

[13]. LA-MRSA klonları hayvanlarla doğrudan temasta bulunmamış kişilerde izole 

edilmesi ise bakterinin bulaşmasında ek olarak çevreden insana ve insandan insana 

taşıma gibi diğer iletim yollarının da varlığını düşündürmektedir [184]. LA-MRSA 

hayvan üretim ortamında havayla taşınarak gıda olarak tüketilen hayvan üretim 

zincirinde çalışan görevliler tarafından solunabilmektedir ve tozda bulunması 

sebebiyle gıdayı kontamine edebilmektedir [179, 185].  

MRSA dünya çapında klinik olarak sorun oluşturmaktadır. Antimikrobiyal tedavi 

için veya büyümeyi teşvik etmek için uygun olmayan antibiyotik kullanımının bir 

sonucu olarak antimikrobiyal dirençli bakterilerin ortaya çıkması, gıda zincirinde 

kullanılan hayvanları ve ilişkili gıda maddelerini kontamine ederek gıda zinciri 

sektörlerini etkilemektedir [186]. 

İlk çalışmalarda, MRSA’nın antimikrobiyal direnci ve genetik geçmişinin spesifik 

konakçılarına göre farklı olduğu düşünülmüştür. Ancak, farklı kaynaklardan elde 

edilen MRSA’nın düşük konakçı spesifisitesine ve benzer genomik diziye sahip 

olduğu tespit edildiğinde bu bakış açısı değişmiştir. Bu nedenle, bu MRSA’nın 

hayvandan insana ve insandan hayvana bulaşabileceğini düşündürmüştür [187, 

188]. Çeşitli çalışmalar LA-MRSA’nın insanlardan kaynaklandığını ancak zamanla 

HA-MRSA ve CA-MRSA için bir marker olan PVL, toksik şok sendromu toksin 1 ve 

eksfolyatif toksinlerini üretme yeteneklerini kaybettiğini belirtmektedir [189]. 

Ayrıca mecA ve tetM gibi antibiyotiğe direnç genlerinin çiftlik hayvanlarında adapte 

olduğu bildirilmektedir [190]. Ayrıca, çeşitli araştırmalar hayvanlarla temas eden 

kişilerin LA-MRSA ile kolonize olma riskinin daha yüksek olduğunu göstermektedir 

[191]. Bununla birlikte, kolonizasyonun hayvan teması sıklığına ve yoğunluğuna ve 

maruz kalma süresine bağlı olduğu düşünülmektedir [192].  

MRSA mastitisli ineklerden 1972 yılında ilk defa izole edilmiştir [193]. Hayvanlar, 

MRSA tarihinin çoğunda önemli bir rol oynamıştırlar. O zamanlar mevcut olan 
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biyotip yöntemlerine dayanarak bu ilk izolatların insan kaynaklı olduğu sonucuna 

varılmıştır [194]. Daha sonra MRSA problemi büyümüştür ve Hollanda’da domuz 

yetiştiriciliği ile ilişkili olduğu tespit edilen MRSA ortaya çıkmıştır [178]. Bir 

bölgeden başka bir bölgeye gelen bir domuz çiftçisi ve domuzlarla çalışan bir 

veteriner, veteriner hekimin oğlu ve çocuğu tedavi eden bir hemşirenin ilgili MRSA 

suşu ile kolonize olduğu tespit edildiğinde, domuz yetiştiriciliğinin insanlarda MRSA 

taşınması için önemli bir risk oluşturabileceği sonucuna varılmıştır [178]. Daha 

sonra yayınlanan raporlarda, MRSA’nın sadece domuzlar arasında yaygın olmadığı 

aynı zamanda dana, tavuk, at, köpek ve sıçanlar gibi hayvan türlerinde de kolonize 

olduğu [195-198] [199], hayvanlar [200] ve insanlarda [201, 202] hastalığa neden 

olabileceği belirlenmiştir. 

MRSA, sağlıklı ve mastitisli süt hayvanlarının sütünden izole edilmiştir [203, 204]. 

Bu konu ile ilgili yapılan bir çalışmada test edilen süt, süt ürünleri, insan ve 

hayvanlardan alınan burun sürüntü örneklerinin %99,6’sı en az bir antibiyotiğe 

dirençli ve %13,3’ünün ise çoklu ilaç direncine sahip olduğu ortaya çıkmıştır. 

Örneklerin toplam %3’ünün de mecA genini taşıyan MRSA ile kontamine olduğu 

belirlenmiştir. MRSA çiftlik çalışanlarının %2,4’ünde, süt endüstrisinde çalışanların 

ise %6,5’inde tespit edilmiştir [205]. Başka bir çalışmada, çiğ sütlerde MRSA’nın 

izolasyonu, mecA ve mecC gen varlığı ve antibiyotik direnç profilini belirlemek için 

farklı süt sığırlarından 63 süt örneği ve 32 burun sürüntü örneği alınmıştır. 

Örneklerin %17,89 ve % 15,79’unda sırasıyla mecA ve mecC genleri için pozitif 

bulunmuştur. mecC pozitif izolatlardan 12’si hem mecA hem de mecC için pozitif 

olarak tespit edilmiştir [206]. Yapılan diğer çalışmalarda, çiğ süt ve süt ürünlerinden 

izole edilen üç MRSA suşunun (%1,2) enterotoksijenik olduğu [207] ve süt 

tanklarından izole edilen iki adet MRSA’nın (% 1,33) çoklu stafilokokal enterotoksin 

ürettiği tespit edilmiştir [208]. Özellikle pastörize ve pastörize edilmemiş süt ve süt 

ürünlerinde MRSA’nın tespit edilmesi halk sağlığı için tehdit oluşturmaktadır. 

MRSA’nın süt ve süt ürünlerinde varlığını kontrol etmek için sağlıklı hayvanların 

kullanılması gerekmektedir. Ayrıca peynir üretiminde çiğ sütün kullanılmasından 

kaçınılmalıdır [209]. Çiğ süt ve bazı süt ürünlerinde MRSA’nın yaygınlığı belirlemek 

için yapılan bir çalışmada, çiğ süt ve süt ürünlerinde koagülaz pozitif olarak 

belirlenen S. aureus izolatlarından 5 tanesi mecA geni pozitif bulunmuştur [210]. 
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Türkiye’de tulum peynirleri üzerine yapılan çalışmada da çoklu ilaç direncine sahip 

MRSA izolatları tespit edilmiştir [211]. Süt ürünlerinde çoklu ilaç direncine sahip S. 

aureus’un ve özellikle MRSA’nın varlığı, bu patojenin toplumda yayılması için 

potansiyel bir tehdit oluşturmaktadır. İnsan, hayvan ve çevre kaynaklarının süt 

ürünlerinin üretim zincirleri boyunca kontaminasyonuna karışabileceğini ve bu 

nedenle toplumda MRSA dağılımını kontrol etmek için kontaminasyon 

kaynaklarının daha fazla araştırılması gerektiğini göstermektedir. 

Besi hindi ve besi hindi barındıran çiftliklerde yaşayan insanların LA-MRSA taşıma 

olasılığı da yapılan çalışmalar ile kanıtlanmıştır. Yapılan bir çalışmada, hindi sürüsü 

ve çiftlik çalışanları incelenmiştir. İncelenen 20 sürünün 18’i (%90) ve çiftliklerin 

12’sinde örneklenen 59 kişiden 22’si (%37,3) MRSA için pozitif olarak tespit 

edilmiştir [212]. Hindi sürüsü ve çalışanlarında MRSA’nın tespit edilmesi 

hayvanların işlenme prosesi sırasında kontaminasyonun meydana geleceğini açıkça 

göstermektedir. Yapılan bir çalışma perakende satılan hindi etlerinde MRSA’nın 

varlığı açıklanmıştır [196]. Perakende olarak satılan çiğ etlerde MRSA’nın varlığını 

ve dağılımı belirlemek için İngilitere’de bir çalışma yapılmıştır. Toplanan örneklerde 

MRSA’nın kökeni belirlendikten sonra stafilokokal gıda zehirlenmesine neden olan 

enterotoksin gen varlığı ve antibiyotik direnci belirlenmiştir. LA-MRSA’nın gıda 

zincirindeki varlığı doğrulanmıştır [213]. Bir çalışmada, MRSA’nın varlığı ve 

izolasyonu için 3.520 perakende et, Amerika’nın sekiz eyaletinden toplanmıştır. 

MRSA prevelansının en yüksek çıktığı ürün grubu hindi olurken bunu sırasıyla 

domuz eti, sığır bifteği ve tavuk izlemiştir [214]. Almanya’da yapılan bir çalışmada 

ise çiftlikten izole edilen MRSA izolatlarının gıda zincirinin sonraki tüm 

aşamalarında kontaminasyon meydana getirebileceği elde edilen sonuçlara göre 

belirtilmiştir [215]. 

Gıda olarak tüketilen hayvanların PVL-pozitif çoklu ilaç direncine sahip S. aureus ve 

MRSA’nın çiftlikten çalışanlara taşınmasında bir araç olduğu yapılan çalışmalar ile 

belirlenmiştir. Nijerya’da yapılan bir çalışmada, tavuk karkaslarının %64,3’ünde 

çoklu ilaç direncine sahip S. aureus tespit edilmiştir [216]. Yine aynı çalışmada 

toplam 53 adet S. aureus izolatından, 19’unun PVL pozitif ve 12’sinin mecA genini 

taşıdığı sonucuna varılmıştır.  
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Gıdaların antimikrobiyal dirençli S.aureus varyantlarının iletiminde birer araç 

olduğunun önemi Danimarka’da yapılan bir çalışmada da belirtilmiştir. Bu amaçla, 

çiğ tavuk, hindi, domuz, suşi ve makarnadan izole edilen toplam 88 adet S. aureus 

izolatına biyoinformatik analizler yapılmıştır ve 31 izolatta CC398 dominant klon 

olarak bulunmuştur. Ayrıca izolatların %39,8’inin çoklu direnç genlerine sahip 

olduğu tespit edilmiştir [217].  

İtalya’da ve İngiltere’de yapılan çalışmalarda çiğ olarak satılan sığır, domuz eti, 

tavuk ve at eti örneklerinde MRSA pozitif olarak bulunmuştur. Bu etlerde MRSA’nın 

varlığı, bu bakteri ile kolonize olmuş gıda çalışanları nedeniyle insan 

kontaminasyonu veya gıda işleme sırasında karkasların çapraz kontaminasyonun 

meydana geldiği sonucuna varılmıştır. Ayrıca, bu araştırmada tespit edilen MRSA 

klonları toplum enfeksiyonlarından sorumlu olduğu, ve gıdaların MRSA’nın çevreye 

yayılmasına katkıda bulunabileceğini düşündürmektedir [191, 218]. 

İnsanlar ve domuzlar arasındaki doğrudan temas, MRSA CC398 (ST398) tarafından 

kolonizasyon ve enfeksiyon için bir risk faktörü olarak kabul edilmiştir. Portekiz’de 

yapılan bir çalışmada domuz karkaslarında %20 oranında MRSA izole edilmiştir 

[14]. MRSA domuzda kolonize olmakla beraber aynı zamanda bu hayvanlarda 

fırsatçı bir patojendir ve halk sağlığı üzerindeki etkisi nedeniyle üreticiler ve 

kesimhaneler düzeyinde kontrol edilmelidir. 

Gıda olarak tüketilen hayvanlarda MRSA varlığı ve perakende et örneklerinde 

saptanması, MRSA’nın potansiyel gıda kaynaklı bulaşma endişesini arttırmaktadır. 

Bir çalışmada, oral enfeksiyonu takiben MRSA suşlarının olası yollarını incelemek 

ve kaynaklarının ve iletiminin sonuçlarını anlamak için oral yoldan alınan örnekler 

için bir fare modeli kullanılmıştır [172]. Sonuç olarak farelerin iç organlarında 

MRSA’nın kolonize olduğu ve ayrıca dışkıları aracılığıyla da MRSA’nın çevreye 

bulaşabileceği tespit edilmiştir. Bu nedenle hayvancılıktan hayvansal ürünlerin 

tüketimine kadar, gıda zincirinin tüm aşamalarında iyi hijyen ve üretim 

uygulamaları, hayvan yeminden bakteriyel kontaminasyonun ortadan 

kaldırılmasında ve daha sonra enfeksiyonlarının ve antimikrobiyal dirençli 

bakterilerin dağılmasının önlenmesinde çok değerlidir. 
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MRSA CC398, esas olarak domuzdan tespit edilen hayvancılıkla ilişkili (LA) bir 

suştur [183]. Her ne kadar, et, süt, tavuk ve benzeri gıdalarda tespit edilebilmesine 

rağmen, domuzun LA-MRSA’nın rezervuarı olarak bildirilmesi nedeniyle herhangi 

bir gıdada bu türün tespit edilmesi müslüman toplumlar tarafından gıdanın helal 

olup olmaması konusunda tartışmaya yol açması beklenmektedir. Çünkü bu durum 

gıdanın hazırlama prosesisin herhangi bir aşamasında domuzdan kaynaklanan bir 

bulaşının meydana gelme ihtimalini düşündürmektedir.  

Antimikrobiyal direnç yirmi birinci yüzyılın en büyük sorunlarından biridir. Küresel 

olarak bu sorunun ele alınması insanlar, hayvanlar ve çevre açısından uyumlu bir 

ortam oluşmasını sağlayacaktır. Antibiyotik dirençli bakterilere bağlı gıda kaynaklı 

salgınlara ilişkin mevcut veriler, esas olarak izole edilmiş bakterilerin rutin olarak 

antimikrobiyal duyarlılık testine tabi olmamaları nedeniyle genellikle yetersizdir ve 

testler yapılsa bile, sonuçların yetkili sağlık otoritelerine bildirilmesi zorunlu 

değildir [219]. Antimikrobiyal maddelere dirençli patojenlerin neden olduğu gıda 

kaynaklı hastalıkların büyük çoğunluğu, hayvansal kökenli veya çok bileşenli 

kontamine gıdalarının tüketilmesinin sonucu meydana gelmektedir. Bunun güçlü 

kanıtı, hayvancılıkta antimikrobiyal madde kullanımın, antibiyotik dirençli, 

zoonotik, gıda kaynaklı bakterilerin ortaya çıkmasında ana etmen olması ve bu 

mikroorganizmaların hayvansal gıdaları kontamine etmesinin sonucu olarak 

insanlarda enfeksiyona neden olmasıdır [220]. Antimikrobiyal direnç ayrıca 

insanlarda artan virülans ile ilişkili gibi görünmektedir. Birçok epidemiyolojik 

çalışma, antimikrobiyal dirençli gıda kaynaklı patojenlerin neden olduğu 

enfeksiyonların morbidite ve mortalitesinde artış olduğunu göstermektedir [221]. 

Örnek olarak antimikrobiyal maddelere dirençli bakterilerin kontamine olmuş bir 

gıda ile tüketimi bunların bağırsakta kolonize olmasıyla beraber bu dönemde 

uygulanan herhangi bir antibiyotik tedavisinin dirençli gıda kaynaklı patojenlerin 

bağırsak mikroflora üzerinde hakim olmasına neden olacağı için ciddi klinik 

hastalıkların gelişmesine neden olabilmektedir [222].  

MRSA’nın gıda zinciri yoluyla yayılması bir gıda güvenliği sorunu olma ihtimalini 

göstermektedir. Bu nedenle hızlı MRSA tespiti ve kontrolü gıda güvenliği için 

gerekmektedir.  
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3.2.2 Vankomisine Dirençli Enterokoklar 

Enterokoklar, insanların ve hayvanların bağırsaklarında doğal mikrobiyotanın bir 

parçası olarak yaşayan Gram-pozitif, fakültatif anaerobik bakterilerdir ve ayrıca 

hastanelerde onkoloji, hematoloji, nefroloji ve transplantasyon ünitelerinde 

bağışıklığı baskılanmış hastaları enfekte eden düşük patojeniteli bakteriler olarak 

da kabul edilmektedirler [223]. 

Enterokoklar gerek hastanelerde kullanılan çeşitli tıbbi malzemeler, gerekse sağlık 

personeli ile hastadan hastaya taşınarak hastane enfeksiyonu olarak salgınlara yol 

açabilmektedir. Glikopeptid yapıda antibiyotiklere (vankomisin ve teikoplanin gibi) 

direnç vanA ve vanB genlerini taşıyan Enterococcus faecium ve E. faecalis  türlerinde 

görülmekte [224] ve bu türler VRE (Vankomisine dirençli enterokok) olarak 

adlandırılmaktadır. VRE, tüm E. faecium ve E. faecalis izolatlarının yaklaşık %6’sını 

oluşturmaktadır [100]. En yaygın enterokok izolatları arasında E. faecium, vanA ve 

vanB aracılığıyla glikopeptidlere direncin rezervuarı olarak düşünülmektedir. vanA 

genine sahip dirençli enterokoklar direnç genlerini diğer enterokoklara ve Gram-

pozitif bakterilere aktarabilmektedirler. Bu nedenle, vankomisine dirençli 

enterokokların izlenmesi glikopeptid direncinin yayılmasının önlenmesi için çok 

önemlidir [225]. VRE suşları ilk kez 1988’de bildirilmiştir. O zamandan beri 

teikoplanin ve/veya vankomisine dirençli suşlar tüm dünyada saptanmıştır. 

VRE’nin ampisilin ve aminoglikozidleri (yüksek düzey direnç dahil) içeren birden 

fazla antibiyotik için ek direnç oluşturduğu belirtilmektedir [226]. Enterokoklarda 

β-laktamlara ve aminoglikozidlere direncin yanı sıra artan glikoprotein direncinin 

varlığı sıklıkla bildirilmektedir. Enterokoklarda literatürde dört fenotipik 

glikopeptid direnci bildirilmiştir: vankomisin (Vm) ve teikoplana karşı direnci 

yüksek vanA fenotipi, sadece Vm’ye dirençli vanB fenotipi, Vm’ye karşı 

indüklenemeyen düşük seviyeli direnç gösteren vanC fenotipi ve vanC geni ile hiçbir 

homoloji paylaşmayan "vanC benzeri" direnç fenotipidir [227]. 

İyi huylu ve fırsatçı patojenler olarak kabul edilmelerine karşın, enterokok 

enfeksiyonları küresel olarak hastane ortamında bir klinik sorun olarak kabul 

edilirler ve enfektif endokardit, nozokomiyal enfeksiyonların yanı sıra 

yenidoğanlarda menenjit, merkezi sinir sistemi enfeksiyonları, osteomiyelit, akciğer 
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enfeksiyonları ve erişkinlerde kateterle ilişkili kan dolaşımı enfeksiyonları, üriner 

sistem enfeksiyonları ve kaynağı bilinmeyen bakteriyemiye yol açabilmektedirler 

[228, 229]. 

Sınırlı tedavi seçenekleri nedeniyle [230], VRE’nin ortaya çıkması ve yayılması, halk 

sağlığı için tehdit oluşturmaktadır. VRE enfeksiyonlarının çoklu ilaç direncine yol 

açabilmeleri nedeniyle bu izolatların hızlı tanımlanmaları gerekmektedir [231]. 

Patojen mikroorganizmaların saptanmasında plak sayımı [232], PCR [233], ELISA 

[234], biyosensörler [79, 235, 236] ve biyolüminesans [237] gibi çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır. Plak sayma, ELISA ve PCR gibi yöntemlerde, patojenleri pozitif 

olarak tanımlayabilmek için zenginleştirme yöntemlerine, izolasyon, morfolojik 

inceleme, biyokimyasal ve serolojik testlere gereksinim duyulabilmektedir. 

Mikroorganizmaların antibiyotiklere karşı duyarlılıklarının belirlenmesinde en 

yaygın kullanılan yöntemler, Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ve sıvı 

mikrodilüsyon yönteminin çeşitleridir. Bu yöntemlerin esası antibiyotik etkisi 

altında bakteri üreme yeteneğinin saptanmasına dayanmaktadır. Bu nedenle test 

süresi test edilen bakterilerin çoğalma süreleri ile belirlenmektedir. Bu 

yöntemlerden sonuç alınması bir günden bir haftaya kadar uzamaktadır. 

İnkübasyon süresinin uzaması hastaya uygun bir tedavi sürecinin başlamasına da 

engel olmaktadır. Antimikrobiyal duyarlılık testlerinin ortaya çıkarmış oldukları 

dezavantajlar yeni, hızlı ve güvenilir yöntemlerin geliştirilmesi gerektiğini 

göstermiştir [238]. 

3.2.2.1 VRE ve Gıda Güvenliği 

Enterokoklar, insanların ve hayvanların gastrointestinal sisteminin normal 

florasına ait bir grup bakteridir. Muhtemelen çevrenin, insan ve hayvan dışkısı ile 

kontamine olması nedeniyle sebze, bitki materyali, su ve gıdalardan izole 

edilmektedirler. Son zamanlarda, bağışıklık sistemleri baskılanmış olan hastalarda 

dünya çapında hastane enfeksiyonlarının ana nedeni olarak ortaya çıkmaktadırlar. 

Vankomisine dirençli enterokoklar (VRE) insanlardaki ana enfeksiyon kaynağı ve 

aktarılabilir vankomisine direnç genlerinin taşıyıcıları olarak bilinmektedir [239]  
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Antibiyotiğe dirençli enterokoklar için rezervuarlar tarif edilmiştir [240]. VRE için 

iki tür şüpheli kaynak vardır. Bunlar insan tedavisinde vankomisin kullanımından 

kaynaklanan klinik kaynaklar [226] ve hayvansal kaynaklı gıdalardır [241]. Gıda 

olarak tüketilen hayvanlarda bulunan enterokoklar hayvanlar için patojen değildir. 

Ancak hayvanların büyümesini teşvik etmek için avoparsin takviyeli yemlerin 

kullanılması [242], bu antibiyotiğin enterokoklarda vankomisin ve teikoplan adı 

verilen antibiyotiklere karşı direnç gelişimini desteklemektedir. Meydana gelen 

vankomisin dirençli suşlar hayvan için patojen olmayabilir ancak türler arası ve cins 

seviyelerinde vankomisine dirençli genler için rezervuar havuzu görevi 

görebilmektedir [243]. 

Enterokoklar, fırsatçı patojen olmaları nedeniyle çeşitli ciddi enfeksiyonlara neden 

olabilmektedirler. Çünkü antibiyotiğe dirençli enterokokların tedavisi sınırlıdır. 

Vankomisin, Gram-pozitif bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlarda en son çare 

olarak kullanılan bir antibiyotiktir [244]. Eğer bakterinin ampisilin direnci varsa 

vankomisin ve linezolid kullanılarak enfekiyon sınırlandırılabilir. Fakat bakteri 

yüksek oranda gentamisin, ampisilin ve vankomisine direç gösteriyorsa enfeksiyon 

için başarılı bir tedavi imkansızdır [245].  

Antibiyotik kullanımının kümes ve domuz çiftliklerinde büyümeyi arttırıcı olarak 

kullanılması sonucunda VRE’nin kolonizasyonunda artışa sebep olmuştur [246]. Bu 

artış VRE’nin hayvanlardan insanlara bulaşmasına neden olmuştur [247]. 

Hayvansal kökenli suşlar, hayvanlarla doğrudan temas yoluyla veya kontamine 

gıdalara maruz bırakılarak insanlara bulaşabilmektedir. Sanayileşmiş ülkelerde, 

kontamine hayvanlarla doğrudan temas yoluyla zoonotik bulaşma riski, genel insan 

nüfusunun küçük bir kısmını temsil eden çiftçiler, veterinerler ve mezbaha 

çalışanları ile sınırlıdır. Ancak gıda kaynaklı bulaşma, kontamine bir gıda 

maddesinin veya mutfakta çapraz kontamine olabilecek diğer gıda maddelerinin 

tüketimi ve işlenmesi yoluyla nüfusun daha büyük bir bölümünü 

etkileyebilmektedir [248]. 

Enterococcus faecium ve E. faecalis insan bağırsak sisteminde bulunan ve probiyotik 

olarak etki gösteren bakterilerdir. Fermente olmuş gıdalarda bu iki bakterinin 

varlığı ve probiyotik etkisi çeşitli araştırmalar ile çalışılmıştır [249, 250]. Probiyotik 
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olarak kabul edilen bazı enterokoklar hayvan ve insan bağırsak sisteminde 

antibiyotiklere karşı direnç kazanabilmektedir. Yapılan bir çalışmada hayvanlardan 

ve insanlardan toplanan feçes örneklerinde VRE varlığı araştırılmıştır. VRE’yi taşıma 

oranı insanlardan alınan örneklerde %9 olduğu belirlenmiştir [251]. 

VRE’nin gıdalardaki prevelansını belirlemek için çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 

Türkiye’de yapılan bir çalışmada çiğ süt, peynir, yoğurt, tereyağı, et ve et 

ürünlerinden toplanan 270 örnekte VRE varlığı araştırılmıştır. Toplam 12 adet VRE 

izole edilmiştir [252]. Malezya’da yapılan çalışmada ise, toplam 150 adet 

dondurulmuş biftek ve biftek ürünleri VRE açısından incelendiğinde 22 adet VRE 

izole edilmiştir [253]. İtalya’da yapılan bir çalışmada yine çiğ et ürünlerinde VRE 

tespit edilmiştir [254]. Kore’de yapılan çalışmada perakende çiğ etlerde ve balık 

ürünlerinde toplam 9 adet VRE izole edilmiştir [255]. Mastitisli inek sütü, tavuk 

kumu ve hindi kumlarından alınan örneklerden elde edilen verilere göre 30 adet 

çoklu ilaç direncine sahip Enterococcus spp. izole edilmiştir [256]. Ayrıca VRE’nin su 

kaynaklarından izole edilmesi epidemik bir salgın oluşumu riskine işaret 

edebilmektedir [257]. 

İlaca direnç transferi riskini en aza indirmek, gıda güvenliği ve halk sağlığını 

güvence altına almak için, et ve et ürünlerinde ve çiftliklerde bu tür patojenik 

bakterilerin varlığını tespit etmek için titiz bir tarama ve izleme programına ihtiyaç 

bulunmaktadır.  
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KANSER BİYOMARKERLARI 

 

4.1 Giriş 

Kanser, ekonomik olarak gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde ölümlerin önemli bir 

nedenidir. Gelişmekte olan ülkelerin çoğunda kanser insidansı ve mortalite oranları 

artmaktadır. Türkiye ayrıca bireysel ve çevresel risk faktörleri nedeniyle kanser 

insidansında bir artışa sahiptir. Ayrıca, kayıt sistemindeki gelişme ve sağlık 

hizmetlerine erişimdeki artış kanser görülme oranında büyük rol oynamıştır [258]. 

Zaman kanser tedavisinde kritik bir parametredir. Hızlı tanı konulması devam eden 

bir metastatik sürecin erken tespit edilmesine ve aynı zamanda da kanser önleyici 

etkenlerin etkinliğinin kolay izlenmesine olanak tanıyabilmektedir. 

Hastalarda tümöral doku varlığı çoğu teşhisin hedefi olmaya devam etmektedir. Ne 

yazık ki, erken aşamalarında, kanser kolayca görülememekte olup, bazı gecikmiş 

bulgular ağır veya ölümcül sonuçlar ile neticelenmektedir. Ayrıca, yanlış tanıyı 

önlemek için, hastalara ağrı ve rahatsızlık veren çok sayıda gereksiz ameliyat 

eylemiyle sonuçlanan klinik kararı teyit/ertelemek için sayısız biyopsi 

yapılmaktadır. Kanserli hastalar için hayatta kalmanın erken evre tanı ile kuvvetle 

ilişkili olduğu iyi bilinmektedir. 

Kanserin tespitinde etkili teşhis araçlarının geliştirilmesi yoğun araştırma 

konusudur. Etkin tümör belirteçlerinin keşfi ve bunların tespiti tanı ve tedavi 

yaklaşımlarında önemlidir. Kimyasal veya biyolojik maddeler olabilen (proteinler, 

antijenler, hormonlar, reseptörler, genetik belirteçler ve mikro RNA) biyomarkerlar 

son zamanlarda kanserin erken teşhisi, etkili tedavisi ve prognozu hakkında bilgi 

vermek için kullanılmaktadır. Biyomarkerların kuantifikasyonu, hücresel ambalajın 

analizi, doku biyopsilerinde morfoloji ve mamografi, kolonoskopi gibi bazı 

görüntüleme yöntemleri çoğu kanseri teşhis etmek için kullanılmaktadır. Bununla 

birlikte, hastanın kanserle hayatta kalmasının erken tanı ile güçlü bir şekilde ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Bu nedenle, in vivo klinik tanıyı yüksek seçicilik ve duyarlılıkla 
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kolaylaştırmak ve spesifik olarak hızlandırmak için analitik yöntemleri kullanan 

yeni cihazlara ihtiyaç vardır. 

Biyolojik belirleyicilerin tespiti onlarca yıldır önemli bir trend olmuştur [259]. 

Aslında bu belirleyicilerin çok sayıda patojenik süreçte önemli rol oynadığı üzerine 

çalışılmış ve yapılan çalışmalar kanıtlanmıştır [260]. Biyolojik belirteçler üzerine 

yapılan araştırmalar, kanser tanısı için rutin olarak yürütülmektedir, çünkü 

biyolojik belirteçlerin varlığı kanser türünü belirlemeye yardımcı olmaktadır. 

Biyolojik belirteçlerin tanımlanması şu anda biyopsileri gerektiren dokular 

üzerinde gerçekleştirilmektedir [261]. Cerrahi girişimlerden kaçınmak amacıyla, 

biyolojik belirteçleri in vivo olarak tespit etme fikri ortaya çıkmış ve bu da özel 

biyosensörlerin hazırlanmasına neden olmuştur. 

Biyosensörler esas olarak ilgilenilen biyolojik belirteçleri tespit etmek amacıyla 

geliştirilmiştir [262]. Bu teknoloji tarafından önerilen etiketsiz ve gerçek zamanlı 

saptama, klasik tekniklerle karşılaştırıldığında önemli bir varlık olmaya devam 

etmektedir. Minimalize boyut, iyi bir hassasiyete bağlı olarak, biyolojik belirteç 

algılaması için de önemlidir. Uzun yıllardır bu amaçla hedef moleküllerin (örneğin; 

proteinler, hücreler) detaylandırılması ve ayırt edilmesi için elektrokimyasal veya 

optik teknikler kullanılarak çeşitli biyosensörler geliştirilmiştir [64]. Özellikle SPR 

bazlı sistemler hızlı ve hassas sonuç vermesi dolayısıyla büyük ilgi görmektedirler. 

SPR biyosensörleri sayesinde biyomoleküler etkileşimlerin etiketlemesiz (yani 

herhangi bir ekstra boyar madde kullanımına gerek kalmadan), gerçek zamanlı, 

niceliksel, hızlı, güvenilir, uygun maliyetli, çok parametreli ve yüksek verimli bir 

şekilde ölçülebilmeleri mümkün olabilmektedir (Şekil 4.1). SPR sisteminde genel 

olarak altın yüzey kullanılmaktadır. Metallerin içerisinde serbest elektronlar 

bulunmaktadır, metallerin iletken olmasının sebebi de budur. Bu serbest elektronlar 

ısıl etkenlerden dolayı titreşirler. Elektronlar, yüklü parçacıklar oldukları için 

birbirleriyle etkileşirler ve bu titreşimler düzenli dalgalara dönüşür. Bu dalgalar 

bilimsel literatürde elektron plazması yani plazmon olarak adlandırılır [108]. 

Yüksek kırılma indisine sahip bir malzemenin üzerine kaplanan ince altın katmanı, 

lazer ışınını emer ve altın yüzeyinde elektron dalgaları oluşur. Analiz edilmesi 

düşünülen kütle miktarındaki artış veya bir alıcının bağlanması halinde, altın 
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katmanın yüzeyinde ışığın davranışı değişerek, kırılma indisi değişimine yol açar. 

Meydana gelen bu optik değişim sayesinde biyolojik etkileşimler, etiketlemeye 

ihtiyaç duyulmaksızın, yüksek bir hassasiyette ve gerçek zamanlı olarak, nitel ve 

nicel olarak ölçülebilir [263]. Buna göre konsantrasyon analizi, antijen-antikor, 

virüs-antikor, bakteri-antikor, DNA-DNA, DNA-protein gibi etkileşime sahip 

biyolojik moleküllerin afinite ve avidite analizi, kinetik analizi, aktif konsantrasyon 

tespiti ve daha pek çok analiz çeşidi yapılabilir. SPR tekniği sağladığı bu avantajlar 

nedeniyle diğer birçok yeni sensör teknolojisinden de ayrılmaktadır [264]. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 SPR sisteminin avantajları                                      

Kanserin tespitinde çeşitli biyolojik belirteçler kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları 

prostat spesifik antijen (PSA), interlökin 6 (IL-6), interlökin 8 (IL-8), karsino-

embriyonik antijen (CEA) kanser antijenleri (CA-125, CA15-3, CA19-9, CA27-29), c-

reaktif protein (CRP), p53 proteini, tiroglobülin ve α-fetoprotein (AFP) gibi hücre 

yüzeyi veya salgılanmış proteinlerdir [265]. Kanser biyolojik belirteç proteinleri, 

enzime bağlı immünosorbent deneyler, radyoimmunoassay, elektroforetik 

immünoassay ve kütle spektrometresi temelli proteomik içeren yöntemlerle 

ölçülebilmektedir. Güvenilir olmasına rağmen, bu yöntemlerin maliyet, kompleks 

protokoller, uzun test süresi ve/veya çoğulculuğun zorluğu gibi klinik ve bakım 

noktası kullanımı için sınırlamaları bulunmaktadır [266]. Ancak kanser 

biyomarkerlarının belirlenmesinde SPR tabanlı biyosensörler etiketsiz ve gerçek 

zamanlı saptama sistemi sağlamaktadır. Ayrıca SPR tabanlı biyosensörler, doku ya 

da vücut sıvılarında ya da her ikisinde de bulunan genetik ya da protein belirteçleri 
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kullanarak çok yüksek insidans düzeyinde ortaya çıkan diğer hastalıklar için de 

kullanılmaktadır [267]. 

Solüsyondaki biyomarker ile yüzeye bağlı reseptör arasındaki bağlanmaya dayanan 

SPR ile biyotanımlama, erken tanı için umut verici olduğu düşünülmektedir. Bunun 

nedeni, SPR ile tespit sınırının, pikomolar ila zeptomolar arasında geniş bir aralıkta 

manyetik partiküller kullanılarak belirlenebilmesidir. Bu durum, SPR yönteminin, 

kanserin erken teşhisinde kan veya serum iz seviyelerinde bulunan bazı kanser 

biyomarkerlarınin hızlı ve hassas belirlenmesinde önemini ortaya koymaktadır. 

SPR sistemine sahip spesifik kanser biyomarkerları ile çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 

SPR çipi üzerinde hareketsizleştirilen aptamer ve antikor reseptörlerinin 

kullanılması, serum örneklerinde farklı protein biyomarkerlarının seçici olarak 

saptanmasına izin vermiştir [268]. Bir çalışmada aptamer fonksiyonel SPR 

arayüzlerinde immünoglobulin E’nin attomolar tespiti için anti-IgE modifiye edilmiş 

altın nanorodlar kullanılmıştır [269]. Başka bir çalışmada, aptamer ile değiştirilmiş 

kuantum noktaların SPR sinyal arttırıcı olarak kullanılması, zeptomolar saptama 

limitli serumda C-reaktif proteinlerin algılanmasına izin vermiştir [270]. Uludag ve 

Tothill [271] antikor modifiye edilmiş altın nanopartikülleri kullanarak bir sandviç 

testi yaparak prostat spesifik antijen (PSA) biyolojik belirteçleri için 8,5 pM tespit 

limiti bildirmişlerdir. 

Tez çalışmasında, mikroakışkan bir kanal ile donatılmış yüksek hassasiyetli SPR 

bazlı bir biyosensör yoluyla kanser biyomarkerlarını tespit etmek amaçlanmıştır. 

Deneyler, mikroakışkan kanaldaki spesifik proteinler yoluyla kanser tipini 

tanımlamak için aynı anda yapılmıştır. Dört biyomarker paneli, Prostat Spesifik 

Antijen (PSA) [272], Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü-D (VEGF-D) [273], 

İnsülin Benzeri Büyüme Faktör-I (IGF-I) [274] ve Serum Monosit Farklılaşma 

Antijeni (CD-14)[275] çalışmada kullanılmıştır. Agresif prostat kanserine spesifik 

olduğu düşünülen dört protein biyomarker paneli, hastalığın yayılma ilerlemesi 

hakkında bilgi vermek için seçilmiştir. Bu biyomarkerların tespit edilmesi sadece 

prostat değil (PSA hariç) diğer kanser türleri hakkında da bilgi vermektedir. 
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4.2 Literatür Özeti 

4.2.1 Kanser Prevelansı 

Tüm dünyada 200’den fazla kanser türü tespit edilmiştir ve günde 1500’den fazla 

kanser kaynaklı ölüm meydana gelmektedir. WHO’nun verilerine göre 2018 yılında 

dünya genelinde erkeklerde en fazla mortalite oranına sahip kanser çeşidi akciğer 

kanseridir. İkinci sırayı prostat kanseri almaktadır. Yine aynı verilere dayanarak 

dünya çapında kadınlarda en fazla mortalite oranına sahip kanser türü meme 

kanseridir. Meme kanserinden sonra yine kadınlara özgü bir kanser türü olan rahim 

boynu kanseri ikinci sırada yer almaktadır. WHO’nun dünya genelindeki kanser 

prevalansı cinsiyete göre ayrıntılı olarak Şekil 4.2  ve Şekil 4.3’te gösterilmiştir [276, 

277]. 

Şekil 4.2 Erkeklerde dünya genelinde kanser türüne göre mortalite oranları 
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Şekil 4.3 Kadınlarda dünya genelinde kanser türüne göre mortalite oranları 

WHO tarafından yayınlanan raporda Türkiye için 2018 yılı içinde tüm yaşlar göz 

önüne alındığında kadınlarda toplam 91.655 yeni vaka meydana gelmiştir. Bu 

vakaların yüzdesel dağılımları incelendiğinde en fazla görülen kanser türünün 

%24,4 ile meme kanseri olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4 Kadınlarda Türkiye genelinde 2018 yılında kanser türünün vaka sayısına 

göre dağılımı 
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Aynı sene erkeklerde tüm yaşlar göz önüne alındığında toplam 118.882 yeni vaka 

olduğu açıklanmıştır. Bu vakalardan en yüksek oran %24,7 ile akciğer kanseri 

hastalarını içermektedir (Şekil 4.5). Her iki cinsiyet beraber değerlendirildiğinde en 

fazla kanser oranı akciğer kanserinde bunu izleyen kanser türü ise meme kanseridir 

[276]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5 Erkeklerde Türkiye genelinde 2018 yılında kanser türünün vaka sayısına 

göre dağılımı 

4.2.2 Kanser Biyomarkerları 

Kanseri tespit etmek için ultrason, manyetik rezonans görüntüleme ve biyopsi gibi 

bazı geleneksel yöntemler bulunmaktadır. Bununla birlikte, bu yöntemler tümörün 

fenotipik özelliklerine dayanarak kanserin erken evresini teşhis 

edemeyebilmektedir [59]. Kanser sırasında önemli değişikliklerden geçen 

biyomarkerlar klinik açıdan büyük öneme sahiptir. Bunlar hastalığın tespiti ile 

ilişkili tanı biyomarkerları, hastalığın nüksü hakkında bilgi sunan prognostik 

biyomarkerlar ve tedaviye yanıtı tahmin eden öngörücü biyomarkerlar olarak 

listelenmektedir [278]. Kanser gelişimini göstermek için, biyomarkerlar için nükleik 

asitler, proteinler, metabolitler, izoenzimler veya hormonlar kullanılabilmektedir 

[62]. Biyomarkerlar, dokular, hücreler veya sıvılar gibi biyolojik ortamlarda 

bulunabilmektedir. Öte yandan, verimliliği en üst düzeye çıkarmak ve tarama 

masrafını en aza indirmek için biyomarkerların serum, idrar veya balgamda 

bulunması arzu edilmektedir [279].  
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Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi [280] tarafından yayınlanan raporda kanserlere özgü 

biyomarkerlar belirlenmiştir. Tablo 4.1’de görüldüğü gibi bir kanser türüne özgü tek 

bir biyomarker bulunmamaktadır. Prostat kanserinin tespitinde onaylanan ve o 

kansere özgü kullanılan tek biyomarker PSA’dır. Diğer kanser türleri için onaylanan 

en az iki tane biyomarker bulunmaktadır. Ancak kanserin başlangıç döneminde ve 

agresif olduğu dönemde bu kanser biyomarkerlarına ek olarak vücutta üretilen 

farklı biyomarkerlarda bulunmaktadır. Ek olarak, FDA (Amerikan Gıda ve İlaç 

İdaresi) tarafından onaylanmayan ancak çeşitli araştırmalarda kullanılan 

biyomarkerlar da bulunmaktadır. Genel olarak tek bir biyomarker tek bir kanser 

türüne özgü bilgi vermemektedir.  

Tablo 4.1 Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi tarafından onaylanan kanser biyomarker 

listesi 

Biyomarker Kaynağı Kanser Türü 

   Prostat   
PSA Serum Prostat 
   Meme   
HER2 Serum Meme 
CA15-3 Serum Meme 
CA27-29 Serum Meme 
OPR Tümör Meme 
HER2/NEU Tümör Meme 
   Mesane   
FDP İdrar Mesane 
BTA İdrar Mesane 
HMW CEA  İdrar Mesane 
NMP İdrar Mesane 
Kromozom 3, 7, 9p21, 17 İdrar Mesane 
   Testis   
α-fetoprotein Serum Testis 
HCG-β Serum Testis 
   Kalın Bağırsak   
CEA Serum Kalın Bağırsak 
EGFR Kolon Kalın Bağırsak 
   Diğerleri   
CA19-9 Serum Pankreas 
CA125 Serum Yumurtalık 
Tiroglobülin Serum Tiroid 
KIT Tümör GIST 
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4.2.2.1 İnsülin Benzeri Büyüme Faktörleri (IGF’ler) 

İnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF’ler), karsinogeneze dahil olmanın yanı sıra 

normal ve transforme edilmiş hücreler üzerinde promitotik ve antiapoptotik 

etkilere sahiptir. IGF-I ve IGF-II olmak üzere iki tip IGF bulunmaktadır. IGF-I’in 

miyositler, osteoblastlar ve kondrositler gibi bazı mezotel hücrelerinde hücre 

farklılaşmasını teşvik ettiği bildirilmiştir. Özellikle, doğrudan prostat kanseri 

gelişimi için bir risk faktörüdür [281]. Roddam, vd. [274] artan IGF-I seviyelerinin, 

sonraki prostat kanseri için orta derecede artmış bir riskle istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde ilişkili olduğunu tespit etmişlerdir. 

4.2.2.2 Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), kan damarlarının oluşumunu uyaran 

hücreler tarafından üretilen bir sinyal proteininin vasküler geçirgenlik faktörü 

(VPF) olarak da adlandırılmaktadır. Hem vaskülojenez (embriyonik dolaşım 

sisteminin de novo oluşumu) hem de anjiyogenez (önceden var olan vaskülatürden 

kan damarlarının büyümesi) ile ilgili önemli sinyal proteinleri üretmektedir. VEGF 

ailesinin bir üyesi olan VEGF-D, endotelyal hücreler üzerinde lokalize olan VEGFR-2 

ve yetişkin dokularında lenfatik endotelyum üzerinde eksprese edilen bir reseptör 

olan VEGFR-3 üretimini aktive etmektedir. Bu, VEGF-D’nin tümör anjiyogenezini ve 

lenfanjiyogenezi teşvik ettiği anlamına gelmektedir [282, 283]. VEGF-D, VEGF-C ile 

hemen hemen aynı yapıya sahiptir. VEGF-C’nin ekspresyonu, göğüs, kolon, akciğer, 

tiroid, mide ve yassı hücreli kanserler, mezotelyomalar, nöroblastomlar, sarkomlar 

ve melanomlar gibi çeşitli insan tümörleriyle bağlantılıdır [284-287].  

4.2.2.3 Monosit Yüzey Antijeni (CD14) 

CD14, hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler için bir reseptör olan 53 kD 

moleküler ağırlığa sahip bir glikoproteindir. Membrana bağlı CD14 (mCD14) veya 

çözünür form (sCD14), enflamatuar sitokinler ürettiklerinden insan doğuştan gelen 

bağışıklık sisteminde önemli bir rol oynamaktadır. Kültürlenmiş CD14 hücrelerinin 

süpernatanlarında veya serum ve idrarda çözünür bir CD14 formu tespit 

edilebilmektedir [288]. CD14, monositler, makrofajlar, nötrofiller gibi miyeloid 

hücrelerin ve endotelyal ve epitelyal hücreler (mCD14) gibi miyeloid olmayan 
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hücrelerin yüzeyinde eksprese edilmektedir. Serumdaki sCD14 

konsantrasyonundaki artış, artan enfeksiyon oranları, sepsis veya mortalite oranları 

ile ilişkilendirilmiştir [289]. Üç fonksiyonel alt gruba (klasik, orta ve klasik olmayan) 

ayrılan ve CD14 ile ifade edilen monositler, kanserin ilerlemesinde önemli bir rol 

oynamaktadır [290]. CD14’ün vücuttaki işlevi hala tam olarak anlaşılamamıştır. Bu 

nedenle, işlevi yoğun bir araştırma konusudur [291]. Bir çalışmada, oral skuamöz 

hücreli karsinom (OSCC) hastalarında CD14++CD16+ ara monositlerinin sıklığının 

belirgin şekilde arttığı belirtilmiştir [290]. CD14 ekspresyonunun başka bir 

çalışmada, mide kanseri hücresi invazyonunu inhibe ettiği bildirilmiştir [292]. Li, vd. 

[292], CD14+CD169+ hücrelerinin frekansında bir artış olması durumunda 

kolorektal kanserin gelişebileceğini ve ilerleyebileceğini öne sürmüştür. Kanser ve 

iltihaplanma arasında bir bağlantı bulunmaktadır. Enflamatuar hastalıklar, birçok 

kanser türünün (mesane, servikal, gastrik, bağırsak ve prostat ve tiroid kanseri 

dahil) gelişme riskini arttırmakta ve bu durum tüm kanser türleri geliştikçe CD14’ün 

hasta kanında yüksek oranda tespit edilebileceği anlamına gelmektedir [293].  

4.2.2.4 Prostat Spesifik Antijeni (PSA) 

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat tarafından üretilen bir glikoproteindir. PSA 

1994 yılında FDA tarafından kanser tespiti için onaylanmıştır. Fonksiyonu seminal 

sıvıyı sıvılaştırmaktır. Serum PSA seviyeleri 1-3 ng/mL arasında değişmektedir. 

Serumda toplam 4 ng/mL PSA seviyesi, prostat kanseri için muhtemel bir 

endikasyondur. Tedaviden sonra, konvansiyonel test prosedürlerini kullanarak 

serumda PSA seviyesinin belirlenmesi, hastalığın nüksetmesini göstermektedir. Bu 

nedenlerden dolayı, özellikle pg/mL bölgede serumdaki PSA’nın aşırı hassas 

algılanması, sadece prostat kanserinin erken saptanması için değil aynı zamanda 

hastalığın tekrarında bilgi sağlamak için önemlidir [294]. Ayrıca PSA’nın kana 

salınması iyi huylu prostat hastalıkları ile yorumlanabilmektedir. Ancak, PSA testi 

çoğunlukla prostat kanseri riskinin tahmini için kullanılmıştır. Öte yandan, PSA 

taramasının prostat kanseri için kesin sonuçlar verip vermediği konusunda bazı 

çelişkiler bulunmaktadır [295, 296]. PSA tespitinde testin doğruluğu ve hassasiyeti 

olmadığından PSA türevlerini ve diğer biyomarkerları kullanarak PSA etkinliğini 

artırmak için ek yöntemler geliştirilmelidir.  
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4.2.3 Kanser Biyomarkerlarının Tespiti 

Kanser biyomarkerları genellikle kanda bol miktarda bulunmaktadır. Daha yüksek 

bir tedavi etkinliği sağlamak için klinik semptomla karşılaşmadan önce hastalığın 

erken tanısı önemlidir. Biyolojik sıvılardaki biyomarker seviyesi son derece düşük 

olduğundan, konvansiyonel yöntemler ultra hassas algılama sağlayamamaktadır 

[270].  

Biyolojik sıvılardaki biyomarkerların tespiti için çeşitli araştırmalar SPR yöntemleri 

ile gerçekleştirilmiştir. Karsinoembriyonik antijeni (CEA) saptamada, sinyali 

arttırmak için altın nanopartiküller (GNP’ler) kullanılmıştır [297]. İki kanser 

biyomarker adayı ALCAM ve TAGLN2’nin etkileşimleri SPR sensörü yanıtı dikkate 

alınarak araştırılmıştır [298]. SPR algılama, ilaç geliştirme, gıda kalite kontrolü, 

çevresel izleme ve klinik analiz gibi çeşitli alanlarda kullanılmıştır. Gelişen 

teknolojinin yanı sıra SPR algılama alanında da bazı önemli ilerlemeler 

kaydedilmiştir. “SPR mikroskopisi” olarak da adlandırılan SPR görüntüleme [84], 

tarama açısı SPR ölçümlerinin hassasiyetini görüntülemenin mekansal 

yetenekleriyle birleştiren ilerlemeye bir örnektir [299]. DNA/DNA, RNA/DNA, DNA 

bağlayıcı protein, RNA aptamerleri/protein, antikor-antijen ve 

karbonhidrat/proteinden oluşan birkaç afinite sisteminin SPRi üzerinde kullanımı 

kaydedilmiştir. Herhangi bir etiket kullanılmadan ligand ve analit arasında meydana 

gelen afinite etkileşimleri, klasik SPR algılamasında olduğu gibi gerçek zamanlı 

olarak izlenebilmektedir. Bununla birlikte, sadece sensorgramlar (yani rezonans 

sinyali zamana karşı) aynı anda izlenmekle kalmaz, aynı zamanda kamera 

kullanılarak tüm biyoçip yüzeyini görselleştirilebilir. 

Tez çalışmasında PSA, CD14, IGF-I ve VEGF-D kullanılan biyomarkerlardır. Bunların 

serumdaki miktarı Tablo 4.2’de gösterildiği gibidir. Vücutta meydana gelen 

metastaz ile serumdaki miktar artış göstermektedir. Hastalığın erken evresinde bu 

biyomarkerların kantitatif olarak hassas bir şekilde tespit edilmesi uygun bir 

tedavinin seçim süresini kısaltacak ve mortaliteyi azaltacaktır.  
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Tablo 4.2 Çalışmada kullanılan biyomarkerların serumdaki miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biyomarker Serumdaki Miktarı Referans 

   CD-14 1,9 µg/mL [289, 300] 

IGF-I 160 ng/mL [301] 

VEGF-D 657 (±43) pg/mL [302, 303] 

PSA 1-3 ng/mL [295] 
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MATERYAL VE YÖNTEM 

 

5.1 Materyal 

5.1.1 Mikroorganizmalar 

Metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) ve metisiline duyarlı 

Staphylococcus aureus (MSSA), vankomisine dirençli Enterococcus (VRE) ve 

vankomisine duyarlı Enterococcus (VSE), Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 

43300, Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212, Enterococcus faecium B764, Escherichia coli ATCC 25922 Acibadem 

Labmed Tıbbi Laboratuvarlarından (İstanbul, Türkiye) temin edilmiştir. Amerikan 

Tip Kültür Koleksiyonunun (ATCC) suşları, antimikrobiyal duyarlılıklarını 

belirlemek için tek bir kanalla donatılmış sistemin optimizasyonda kullanılmıştır. 

Protein G tabanlı bakteri tespitinde S. aureus subsp. aureus ATCC 43300 pozitif 

kontrol olarak tek kanallı sistemin optimizasyonunda kullanılmıştır. E. coli ATCC 

25922 ise negatif kontrol olarak çok kanallı sistemde çalışılırken çapraz reaktiviteyi 

tespit etmek için kullanılmıştır. Çok kanallı SPR sisteminde toplam 40 izolat (MRSA, 

MSSA, VRE ve VSE) kullanılmıştır. Bütün suşlar -80 °C’de %15 gliserol ile 

depolanmıştır. 

5.1.2 Antimikrobiyal Duyarlılık Testi için Kimyasallar 

Poly-L-lysine, 200 µg/mL konsantrasyonda bir altın çip kaplama malzemesi olarak 

kullanılmıştır. Poly-L-lysine (P8920) solüsyonu Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, 

ABD) temin edilmiştir. Antimikrobiyal duyarlılık testi için kullanılan sefoksitin ve 

vankomisin Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmiştir. Her iki 

antibiyotik de tüm antimikrobiyal duyarlılık testler sırasında minimum 

antimikrobiyal etki seviyesi olarak 3 µg/mL’lik bir konsantrasyonda kullanılmıştır. 

Tüm deneyler boyunca akan bir tampon olarak steril ultra damıtılmış su (DI su) 

kullanılmıştır. 
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5.1.3 Bakteri Tespiti için Kimyasallar 

Au kaplı (47 nm) çipler NanoDev® (İstanbul, Türkiye) firmasından temin edilmiştir. 

11- mercaptoundecanoic acid (11-MUA) Santa Cruz Biotech’ten (Dallas, TX, ABD) 

satın alınmıştır. 11-MUA hazırlamak için analitik etanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Almanya) kullanılmıştır. N-(3-Dimethylaminopropyl)–N’-ethylcarbodiimide 

Hydrochloride (EDC, 03450, ABD), N-Hydroxysuccinimide (NHS, 130672, ABD) ve 

bovine serum albumin (BSA, A2153, ABD) Sigma Aldrich’ten satın alınmıştır. 

Metisiline dirençli S. aureus’u hedefleyen saflaştırılmış monoklonal antikor 

(mAbMRSA, LS-C342883, ABD), Lifespan Biosciences’tan temin edilmiştir. 

Saflaştırılmış rekombinant Protein G (PG, 101201, ABD), Invitrogen/Thermo Fisher 

Scientific’ten satın alınmıştır. Tüm deneyler boyunca kullanılan pH 7,4’e sahip fosfat 

tamponlu tuz (PBS-P8920, ABD) Sigma Aldrich’ten alınmıştır. Kullanılan su bir 

PURELAB® Plus ünitesinden (USF Elga, Almanya) elde edilmiştir. Brain Heart 

Infusion (BHI) Broth , Brain Heart Infusion Agar ve Blood Agar Merck’ten (Merck, 

Darmstadt, Almanya) sağlanmıştır. Defibrinated sheep blood Thermo Fisher 

Scientific’ten (Oksoid, Darmstadt, Almanya) alınmıştır. Mueller Hinton Broth Sigma-

Aldrich (Darmstadt, Almanya)’ten temin edilmiştir. 

5.1.4 Kanser Biyomarkerlarının Tespiti için Reaktifler 

SpotReady çipler 16 SPRi için Playtpus Techologies, Inc. (ABD)’den ve 16 SPRi için 

GWC Technologies, Inc. (ABD)’den temin edilmiştir. Prostat spesifik antijen (PSA), 

monoklonal primer antihuman PSA antikor (Ab1, clone no. CHYH1), ve sekonder 

anti-PSA antikor (Ab2, clone no.CHYH2), vasküler endotelyal büyüme faktörü-D 

(VEGF-D), monoklonal primer antihuman VEGF-D antikor (Ab1, cat no: MAB2861), 

sekonder anti-VEGF-D antikor (Ab2, cat no: BAF286), insülin benzeri büyüme 

faktörü-I (IGF-I), monoklonal primer antihuman IGF-I antikor (Ab1, lot no: 

BIM1113041), sekonder anti-IGF-I antikor (Ab2, lot no: AJS1718091), serum 

monosit yüzey antijeni (CD14), monoklonal primer antihuman CD14 antikor (Ab1, 

cat no: MAB3833) ve sekonder anti-CD14 antikor (Ab2, cat no: BAF383) Origene 

Technologies, Inc. (ABD)’den satın alınmıştır. Streptavidin-coated 

superparamagnetic beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Invitrogen, ABD), 

monothiol alkane PEG3-OH (Sigma-Aldrich, ABD), monothiol alkane PEG6-COOH 
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(Santa Cruz,ABD) ve 10 mM pH 7,4 fosfat tamponlu tuz (PBS- 0,14 M NaCl, 2,7 mM 

KCl içerisinde 0,01 M sodyum fosfat) ve 10 mM pH 7,4 fosfat tamponlu tuz-Tween20 

(PBS-T- 0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl ve %0,5 Tween20 (Sigma-Aldrich, ABD) içerisinde 

0,01 M sodyum fosfat), NaOH (Sigma-Aldrich, ABD), etanolamin (Sigma-Aldrich, 

ABD) ve buzağı serumu (Sigma-Aldrich, ABD)çalışmada kullanılan diğer 

reaktiflerdir.  

5.2 Yöntemler  

5.2.1 Minimum İnhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi 

Bütün suşlar -80 °C’de %15 gliserol ile depolanmıştır. SPR biyosensör sisteminde 

kullanmadan önce, tüm MRSA, MSSA, VRE ve VSE suşlarının steril 96’lık 

mikroplakalarda uygulanan broth mikrodilüsyon yöntemi (MİK) ile antimikrobiyal 

duyarlılıkları belirlenmiştir [304-307]. Sefoksitin ve vankomisin antimikrobiyal 

duyarlılık testinde kullanılan iki antimikrobiyal ajandır. Sefoksitin S. aureus suşları 

için vankomisin ise Enterococcus spp. suşları için kullanılmıştır. Antibiyotikler, steril 

ultra damıtılmış su içerisinde çözündürülmüş ve 512 µg/mL’lik bir stok çözelti 

haline getirilmiştir. Stok antibiyotik çözeltisi, Mueller Hinton Broth ile iki katlı 0,25 

µg/mL’ye seri olarak seyreltilmiş ve kontrol numuneleri dışında kuyucuklara ilave 

edilmiştir. Pozitif kontrol olarak antibiyotik içermeyen bakteri süspansiyonu ve 

negatif kontrol olarak steril broth kullanılmıştır. Her kuyucuk negatif kontroller 

hariç 5 × 105 KOB/mL bakteri süspansiyonu içermiştir. Sefoksitin ve S. aureus 

içeren mikroplakalar 37 °C’de 20 saat, vankomisin ve Enterococcus spp. içeren 

mikroplakalar 37 °C’de 24 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra mikroplaka okuyucu 

(BioTek, ABD) kullanılarak 630 nm’de absorbansları ölçülmüştür. Minimum 

inhibisyon konsantrasyonu [285], görünür büyümeyi tamamen inhibe eden en 

düşük antibiyotik konsantrasyonu olarak belirlenmiştir. Sonuçlar, Klinik ve 

Laboratuvar Standartları Enstitüsü [308] kılavuzuna göre yorumlanmıştır.  

5.2.2 Türbidimetrik Ölçüm 

MRSA, MSSA, VRE ve VSE örneklerinden -80 °C’de bulunan kriyolarından BHI agar 

üzerine öze ile ekim işlemi yapılmıştır. Çizimi yapılan besiyerleri 37 °C’de 18 saat 

inkübe edilmiştir. Koloni oluşumu gerçekleştirdikten sonra BHI brotha tek koloni 
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olacak şekilde aktarılmıştır ve 37 °C’de 18 saat inkübe edilmiştir. Bakterilere 1:2, 

1:4, 1:8 ve 1:16 olacak şekilde BHI broth içerisinde seyreltme işlemi yapılmıştır 

[309]. Bu solüsyonların peptone water (%0,1) dilüsyon çözeltisi ile bir seri 

seyreltme işlemi yapılmıştır. Yayma plak yöntemine göre seri dilüsyonlardan BHI 

agara 0,1 mL paralelli olarak ekim yapılmıştır ve 37 °C’de 18 saat inkübe edildikten 

sonra 30-300 arası koloniler sayılıp hesaplanmıştır. BHI broth içerisinde seyreltilen 

(1:2, 1:4, 1:8 ve 1:16) örneklerin ayrıca spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, 

Japonya) 696 nm dalga boyunda ölçümleri yapılmıştır ve absorbans değerleri 

belirlenmiştir. Absorbans değerlerine karşılık gelen bakteri sayısı belirlendikten 

sonra standart kurve çizilmiştir. Standart kurvenin çiziminde istatistik 

hesaplamalar ile elde edilen regresyon doğrusu kullanılmıştır. Kurve aracılığıyla 

elde edilen regresyon doğrusu ile herhangi bir absorbans değerine karşılık gelen 

mikroorganizma sayısı kültürel yönteme gerek kalmadan direkt olarak 

hesaplanabilmiştir [310]. 

5.2.3 Dirençten Sorumlu Genlerin PCR Yöntemiyle Araştırılması 

MİK çalışmaları sonrasında dirençli bulunan suşlarda direncin genotipik 

incelenmesi amacıyla dirençten sorumlu genler (metisilin direnci için mecA ve mecC, 

vankomisin direnci için vanA, vanB ve vanC) polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) 

yöntemiyle araştırılmıştır. 

Metisilin direncinden sorumlu genlerin araştırılmasında Stegger, vd. [311] 

geliştirdiği PCR yöntemi, vankomisin direncinden sorumlu genlerin araştırılması 

Clark, vd. [227] geliştirdiği PCR yöntemi modifiye edilerek kullanılmıştır. 

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu 100 µL steril su içerisine eklenen 4-5 koloninin 95 

°C’de 15 dk kaynatılıp, daha sonra -20 °C’de 10 dk bekletilip, 3000 rpm’de 5 dk 

santrifüjlenmesiyle elde edilmiştir. Elde edilen DNA’nın nükleik asit 

konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla Nanodrop cihazından (BioSpec-nano, 

Shimadzu, Japonya) ölçüm alınmıştır. 

Metisilin direnç genlerinin PCR yöntemiyle araştırılmasında kullanılan primerler 

(5’–3’ yönünde): 

mecA_P7- CCACTTCATATCTTGTAACG  



61 

 

mecA_P4- TCCAGATTACAACTTCACCAGG  

mecALGA251_MultiRP- GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC  

mecALGA251_MultiFP- GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC   

PCR testi için kullanılacak karışım: her örnek için; 5 L H2O, 12,5 L Taq master mix 

0,5 L Mg, 0,5’er L mecA P4/P7 ile hazırlanmıştır. PCR tüplerine 19 L karışım 

dağıtılmıştır. DNA örneklerinden 1’er L karışımların üzerine pipetlenmiş, tüplerin 

kapakları kapatılmıştır. Tüpler XP Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazına 

yerleştirilmiştir. Program; 94 °C 15 dk, 94 °C 0,5 dk x 30 döngü, 59 °C 1 dk x 30 

döngü, 72 °C 1 dk x 30 döngü, 72 °C 10 dk şeklinde ayarlanmıştır. Aynı koşullar 

mecALGA251 Multi FP/RP için kullanılmıştır. PCR ürünleri %1,8’lik poliakrilamid jelde 

(1,5 saat, 120 V) yürütülmüş, DNA’nın görülmesi amacıyla etidyum bromür (Merck, 

Almanya), yükleme tamponu olarak 6X DNA loading dye (Thermo Scientific, ABD) 

kullanılmıştır. PCR ürün bantları jel görüntüleme cihazı (Biorad, ABD) ile 

görüntülenmiştir. 

Vankomisin direnç genlerinin PCR yöntemiyle araştırılmasında kullanılan primerler 

(5’–3’ yönünde): 

vanA-F- CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA  

vanA-R- CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA  

vanB-F- GTGACAAACCGGAGGCGAGGA  

vanB-R- CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA  

vanC-F- GAAAGACAACAGGAAGACCGC  

vanC-R- ATCGCATCACAAGCACCAATC  

PCR testi için kullanılacak karışım: her örnek için; 5 L H2O, 12,5 L Taq master mix 

0,5 L Mg, 0,5’er L vanA F/R hazırlanmıştır. PCR tüplerine 19 L karışım 

dağıtılmıştır. DNA örneklerinden 1’er L karışımların üzerine pipetlenmiş, tüplerin 

kapakları kapatılmıştır. İşlem şu şekilde gerçekleşmektedir: Tüpler XP Thermal 

Cycler (Biorad, ABD) cihazına yerleştirilmiştir. Program; 94 °C 1 dk x 35 döngü, 50 

°C 1,5 dk x 35 döngü, 72 °C 1,5 dk x 35 döngü, 72 °C 3 dk şeklinde ayarlanmıştır. Aynı 

işlemler vanBF/R ve vanCF/R primerleri için ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir. 
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PCR ürünleri %1,2’lik poliakrilamid jelde (2,5 saat, 110 V) yürütülmüş, DNA’nın 

görülmesi amacıyla etidyum bromür (Merck, Almanya), yükleme tamponu olarak da 

6X DNA loading dye (Thermo Scientific, ABD) kullanılmıştır. PCR ürün bantları jel 

görüntüleme cihazı (Biorad, ABD) ile görüntülenmiştir. 

5.2.4 Koagülaz Testi 

Koagülaz üretimi için test edilecek olan suşlar, 35 °C’de BHI broth içinde gece 

boyunca inkübe edilmiştir. Tüp koagülaz testi, bir tüp içinde bulunan 0,5 mL 

koagülaz plazma etilendiamintetraasetat (EDTA, Sigma-Aldrich, ABD) içine gece 

boyunca BHI brothta inkübe edilen kültürünün 0,2 ml’si ilave edilerek yapılmıştır. 

Nazik karıştırmadan sonra, testler bir inkübatörde 35 °C’de inkübe edilmiştir ve 2, 

4 ve 24 saat sonra incelenmiştir. Tepkimeler Şekil 5.1’e göre yorumlanmıştır. Tipik 

4+ reaksiyon, tüp tarafına doğru döndüğünde yerinde kalan çok sıkı, opak bir 

pıhtıdır. Karşılaştığımız tipik 2+ ve 3+ reaksiyonlar, 4+ reaksiyon kadar opak 

değildir ve şeffaf plazma ile çevrilidir [312, 313].  

 

 

 

 

Şekil 5.1 Koagülaz testinde meydana gelen muhtemel sonuçlar (3 ve 4 pozitif) 

 

5.2.5 Yüzey Plazmon Resonans (SPR) Cihazı 

Çalışmamızda kullanılan SPR sistemi, Nanodev şirketi (Ankara, Türkiye) tarafından 

üretilmiştir (Şekil 5.2). Bu portatif cihaz sensör, peristaltik pompa (Ismatec, 

ISM597D, Wertheim-Mondfeld, Almanya) ve veri toplama modülü olmak üzere üç 

bileşenden oluşmaktadır. Bu cihazda 850 nm dalga boyunda çalışan ışık yayan diyot 

(LED) kullanılmıştır. Yüksek dalga boyu ölçümü, daha derin bir ölçüm oluşturan 

plazmonik etki alanını ve aynı zamanda bakteri ölçümlerinde hassasiyeti 

arttırmıştır. 
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Şekil 5.2 Analizler için kullanılan SPR sistemi 

Silindirik lens, LED kaynağından gelen ışığı bir araya getirerek toplamak için ve 

bunu dikdörtgen prizmaya (N-BK7, 𝑛 = 1,51) göndermek için entegre edilmiştir. 

CMOS sensör tarafından prizmadan yansıyan ışık toplanmaktadır. Sistemde 

kullanılmak üzere çip üretmek için, 0,15 mm kalınlığında dairesel bir cam slayt 

kullanılmıştır. Tek kullanımlık bir mikroçip tasarlamak için, bu cam slayt 3 nm krom 

ve ardından 47 nm altın ile kaplanmıştır. Optik iletimdeki kayıpları önlemek için 

prizmaya kırılma indisi ile eşleşen bir yağ (𝑛 = 1,50) uygulandıktan sonra, altın çip 

prizmanın merkezine yerleştirilmiştir (Şekil 5.3).  

 

 

 

 

Şekil 5.3 SPR sisteminde kullanılan çipin, prizmanın ve bunların kanala 
takıldıktan sonraki görüntüsü 

Sıvının sızmasını önlemek için çipe bir O-ring takılmıştır. Çip daha sonra bir vida 

kullanılarak tekli veya çoklu mikrokanal ile donatılmıştır. Çözeltinin bir peristaltik 

pompa vasıtasıyla sensörün yüzeyinden akmasını sağlamak için bir giriş ve bir çıkış 

portuna sahip tekli ve çoklu bir mikrokanal imal edilmiştir (Şekil 5.4). Sıcaklık 

kontrolü deney boyunca 0-60 °C ve 0,1 °C sıcaklık kontrol kararlılığına sahip bir 

termistör ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.5). Sistem, çip yüzeyindeki değişiklikleri 

izlemek için bir kamera ile desteklenmiştir. Kırılma indisi değişikliklerine bağlı 

olarak kaydedilen görüntüler, özel tasarım yazılım kullanılarak gerçek zamanlı 

olarak rezonans açılarına dönüştürülmüştür. 
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Şekil 5.4 SPR cihazı tek kanallı ve çok kanallı sistemlere ait görüntü 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.5 Sistemin sıcaklık göstergesi 

5.2.6 Sensör Sistemi için Bakteri Kültürünün Hazırlanması 

Tüm MRSA, MSSA, VRE ve VSE suşları, %15 gliserol ile -80 °C’de saklanmıştır. Suşlar, 

%5 defibrin edilmiş koyun kanı ile desteklenmiş Blood agar üzerinde 

kültürlenmiştir ve her bir deney için 24 saat boyunca 37 °C’de inkübe edilmiştir. Tek 

koloni bakterileri BHI broth içinde kültürlenmiştir ve gece boyunca 37 °C’de bir 

inkübatör çalkalayıcıda (Wisecube®WIS-30,Korea) saptama sisteminde kullanılmak 

üzere inkübe edilmiştir. E. coli ATCC 25922, kontrol bakterisi olarak kullanılmıştır. 

İnkübe edilen suşlardaki bakteri sayımı türbidimetrik yöntem ile hesaplanan eğriye 

göre spektrofotometrede gerçekleştirilen ölçümden sonra belirlenmiştir. Antikor 

deneyinde kullanılacak olan bakteriler PBS içinde seyreltme işlemi yapılarak 

sisteme verilmiştir. 

5.2.7 Altın Yüzeyinin Modifikasyonu ve Antimikrobiyal Prosedür 

Sensör çipi olarak 47 nm altın kaplanmış yuvalak bir cam lamel kullanılmıştır. Daha 

ileride yapılacak olan kimyasal modifikasyondan önce, altın çip oda sıcaklığında 3:1 
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(v/v) oranında taze olarak hazırlanmış konsantre H2SO4 ve %30’luk H2O2 [92] 

içeren piranha çözelti ile 2 dk boyunca nanofabrikasyondan kaynaklanan organik 

kalıntıları uzaklaştırmak için temizlenmiştir ve daha sonra DI su ile yıkanmıştır. 

Yıkamadan sonra, azot gazı ile kurutulmuştur. Altın çip yüzeyi, 200 µg/mL poly-L-

lysine içinde 4 °C’de 24 saat süreyle inkübe edilmiştir [108]. İnkübasyondan sonra 

yüzey, bağlanmamış malzemeleri uzaklaştırmak için DI su ile yıkanmıştır ve azot 

akışında kurutulmuştur. Yüzey modifikasyonundan sonra, altın kaplı SPR çipi ince 

bir indeks eşleme yağı tabakası ile cam prizma üzerine yerleştirilmiş ve 

mikroakışkan hücre parçası, sürekli akışı sağlamak için mekanik kavrayıcılar ile SPR 

cihazına monte edilmiştir. Bakterilerin antimikrobiyal testi için deney düzeneği 

Şekil 5.6’da şematik olarak gösterilmektedir. Bu şemanın çizimi için ChemDraw 

Prime 16.0 aplikasyonu kullanılmıştır. Modifiye edilmiş altın çip yüzeyi, analize 

başlamadan önce sistemin kamerası tarafından görüntülenmiştir (Şekil 5.7). Analizi 

gerçekleştirmek için, Şekil 5.7’de gösterildiği gibi SPR’nin 30 dk boyunca verdiği 

yanıt dikkate alınarak DI su ile 25 µL/dk sabit akış hızında sabit bir taban çizgisi 

oluşturulmuştur.  Test için bakteri, yıkama için DI su ve ilaç direncinin incelenmesi 

için antibiyotik solüsyonu, peristaltik pompa kullanılarak sisteme enjekte edilmiştir. 

Bağlanma tepkileri bir açı derecesi olarak kaydedilmiştir. SPR açısı kaymaları, 

bakteriyel bağlanma sonrası elde edilen değerlerin antibiyotik uygulamasından 

sonra elde edilen değerlerden çıkarılmasıyla hesaplanmıştır. 
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Şekil 5.6 SPR sisteminin şematik görüntüsü. (a) Çoklu mikroakışkan kanal entegre 

edilmiş SPR platformunun gösterimi. (b) Mikroakışkan bir hücre odasının üst ve alt 

görünümü. (c) Bakterilerin antimikrobiyal testi için protokol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 5.7 (a) Tek kanallı altın yüzeyin görüntüleri; (b) üçlü hücre odası ile 

altın yüzeyin görüntüleri; (c) DI suyunun tek kanal üzerindeki rezonans açısı; (d) 

DI suyunun üçlü kanal üzerindeki rezonans açısı 
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5.2.8  Bakteri Tespiti için Çipin Hazırlanması ve SPR Prosedürü 

Sensör çipi olarak 47 nm altın kaplanmış yuvarlak bir cam lamel kullanılmıştır. Daha 

ileride yapılacak olan kimyasal modifikasyondan önce, altın çip oda sıcaklığında 3:1 

(v/v) oranında taze olarak hazırlanmış konsantre H2SO4 ve %30’luk H2O2 [92] 

içeren piranha çözelti ile 2 dk boyunca nanofabrikasyondan kaynaklanan organik 

kalıntıları uzaklaştırmak için temizlenmiştir ve daha sonra DI su ile yıkanmıştır. 

Yıkamadan sonra, azot gazı ile kurutulmuştur. Altın çiplerinin yüzeyi, yüzeye 

karboksil grupları ile SAM oluşturmak için gece boyunca 1 mM 11-MUA çözeltisi 

içinde inkübe edilmiştir. Daha sonra etanol ve ultra saf su ile yıkanarak 

temizlenmiştir. Son olarak azot gazı ile kurutularak sistemde kullanılmaya hazır 

hale gelmiştir. 11-MUA modifikasyonundan sonra, altın kaplı SPR çip, ince bir tabaka 

indeks yağ ile cam prizma üzerine yerleştirilmiştir ve mikroakışkan hücre, mekanik 

kavrayıcılar ile SPR cihazına monte edilmiştir. SPR’nin 30 dk boyunca verdiği yanıt 

dikkate alınarak su ile sabit bir taban çizgisi oluşturulmuştur. Stabil bir taban çizgisi 

elde edildikten sonra 1:1 oranında 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS, 10 mL saf su içinde 

olacak şekilde taze olarak hazırlandıktan sonra sisteme 10-15 dk boyunca 

gönderilmiştir. SAM’in karboksil-terminal grubu, NHS ilavesiyle stabilize edilmiş 

aminle reaktif ara ürünün oluşumu için EDC ile aktive edilmiştir. Oluşan amid 

bağları organik bileşiklerle reaksiyona girebilmektedir. Gevşek bağlanmış 

molekülleri yüzeyden yıkamak için 200 µL saf su ilave edilmiştir. Antikorların 

bağlanması için kanala, PBS içinde 0,1 mg/mL’lik bir konsantrasyonda 100 µL 

Protein G enjekte edilmiştir. Yüzey, daha sonra bağlanmamış molekülleri 

uzaklaştırmak için 300 µL PBS ile yıkanmıştır. MRSA’ya (5 µg/mL) karşı 100 µL mAb 

(monoklonal antikor), PBS pH 7,4 içerisinde süspanse edilmiştir ve Protein G kaplı 

tabakadan geçirilmiştir. Antikor çözeltisi, bir saat boyunca yüzey üzerinde 

hareketsiz kılmak üzere inkübe edilmiştir. Geri dönüşümlü olarak bağlanmış 

antikorları temizlemek için 300 µL PBS ile başka bir yıkama prosedürü 

gerçekleştirilmiştir ve altın yüzeyinde mevcut herhangi bir serbest bağlanma yeri, 

spesifik olmayan herhangi bir bağlanmayı ortadan kaldırmak için BSA (100 µg/mL) 

kullanılarak bloke edilmiştir. Daha sonra farklı konsantrasyonlarda PBS içerisinde 

bakteri gönderilerek kalibrasyon eğrisi belirlenmiştir. 
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5.2.9 Taramalı Elektron Mikroskopu (SEM) ile Yüzey Görüntüleme 

SEM görüntüleme, bakterilerin sensörün yüzeyine bağlanmasını kontrol etmek ve 

iki yöntemi karşılaştırmak için bir SEM cihazı (Zeiss, EVO® LS 10, Almanya) 

kullanılarak yapılmıştır. Bakterili altın çip, SEM’de daha iyi iletkenlik sağlamak için 

60 dk boyunca altınla kaplanmıştır. En iyi görüntüleri yakalamak için farklı büyütme 

seviyeleri (1,32 KX (KX = 1000X) ila 517 X) ve 20.000 kV voltaj kullanılmıştır. 

5.2.10 SPR Imager’ın Çalışma Prosedürü 

Mikroakışkan şırınga pompası (Model No. NE4002X, New Era Pump Systems, Inc., 

ABD) ve çipe akışkan numuneleri istenilen akış hızında enjekte etmek için 100 μL 

numune döngüsü bulunan bir Rheodyne kromatografik enjektör (Ürün No. 9725i, 

IDEX Health & Science LLC., ABD) ile donatılmış GWC SPR görüntüleyici II (GWC 

technologies, WI, ABD), SPRi ölçümü yapmak için kullanılmıştır (Şekil 5.8).  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.8 Tüm malzemelerle donatılmış SPRi cihazının resmi 

Bir SpotReady™ 16 ve 25 SPRi dizisinin 16 ve 25 altın spotlarını içeren çipler, SPRi 

sisteminde meydana gelen spesifik bağlanmanın saptanması için kullanılmıştır 

(Şekil 5.9). 
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Şekil 5.9 SPRi deneyinde kullanılan çipler: (A) 16 altın spot SPRi dizisi; (B) 25 altın 
spot SPRi dizisi 

5.2.11 SPRi Sistemi için Rejenerasyon Metodunun Belirlenmesi 

Rejenerasyon yöntemini belirlemek için, SPRi cihazı üzerindeki bazı çalışmalar 

dikkate alınarak farklı NaOH ve HCl çözeltileri konsantrasyonu hazırlanmıştır [314] 

[297]. Deneyler yapılarak, rejenerasyon çözeltilerinin etkisi ölçülmüş ve PBS-T 

tamponun taban seviyesine ulaştığı görülerek en iyi rejenerasyon çözeltisine karar 

verilmiştir. 

5.2.12 İki Tip SPRi Çipi için Antikor Konsantrasyonunun Optimizasyonu 

Altın spot sayısı 25 olan çipler, primer (Ab1) ve sekonder antikor (Ab2) açısından 

zaten optimize edilmiştir [315]. Bu nedenle, 16 altın spot içeren çiplerin 

optimizasyonu, hem hassasiyeti hem de sinyal/gürültü oranını geliştirmek için 

yapılmıştır. Yakalama antikoru (Ab1) konsantrasyonu, 50 µg/mL’lik sabit bir tespit 

antikoru (Ab2) konsantrasyonu ve standart protein (Ag) için 12,5, 25, 50 ve 100 

pg/mL’lik çeşitli standart konsantrasyon kullanılarak değerlendirilmiştir. Yakalama 

antikorunun konsantrasyonları 5-1000 mg/mL olarak belirlenmiştir. 

5.2.13 SPRi Sistemi için Çip Hazırlık Prosedürü 

Çip, üretim sırasında istenmeyen toz ve kiri temizlemek için saf etanol ve damıtılmış 

su ile yıkanmıştır. Daha sonra temizlenen çip, oda sıcaklığında monotiol alkan PEG6-

COOH ve monotiol alkan PEG3-OH (1:9 oranı, 2 mM toplam konsantrasyon) etanol 

çözeltisini içeren bir beherde 12 saat boyunca karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. Ya da oksijeni uzaklaştırılmış etanol içinde hazırlanmış 1 mM 

konsantrasyonunda 11-MUA içeren bir beher içerisinde 18 saat karanlıkta ve oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. Çözeltiyi hazırlamak için kullanılan etanol, içinde 

bulunan oksijeni uzaklaştırmak için azot gazı ile 30 dk boyunca muamele edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra, sensör yüzeyi üzerindeki SAM katmanında oluşturulan 

A B 
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karboksil grupları, oda sıcaklığında 400 mM 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) ve 100 mM N-hydroxysuccinimide (Sulfo-NHS) içeren taze 

hazırlanmış sulu bir çözelti ile 10 dk süreyle aktive edilmiştir. Su ile yıkama aşaması, 

EDC/NHSS inkübasyonunun ardından gerçekleştirilmiştir. Aktive edilen çip, azot 

gazı ile yavaş bir şekilde kurutulmuştur. Ab1 ve PBS içinde hazırlanmış %2’lik BSA 

(negatif kontrol) spotlara ekilerek nemlendirilmiş bir hazne içinde oda sıcaklığında 

4 saat veya buzdolabında 24 saat bekletilerek inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra, yakalama antikoru ve negatif kontrol içeren çip, %0,05 

Tween 20 ihtiva eden ihtiva eden 10 mM fosfat tamponlu tuzlu çözelti (PBS-T) ile 

durulanmış ve sisteme takılmıştır. PBS-T ile yıkanan çip, O-ring veya bir serpantin 

kanal parçası, birleştirme yağı, kanal bileşeni kullanılarak sisteme yerleştirilmiştir 

ve PEEK tüpü kullanılarak pompa ve enjektöre bağlanmıştır (Şekil 5.10). 10 mM 

PBS-T, aksi belirtilmedikçe 105 µL/dk akış hızında çalışma tamponu olarak 

kullanılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.10 Çipi sisteme monte etmek için SPRi sisteminin bileşenleri 

Yüzeyde aktif olarak bulunan karboksil gruplarını inaktive etmek ve spesifik 

olmayan bağlanmaları gidermek için iki aşamalı bloklama işlemi yapılmıştır. Çip 

sisteme takıldıktan sonra, 1 M etanolamine 10 dk boyunca 10 µL/dk hızla sisteme 

gönderilmiştir. PBS-T ile yapılan yıkama işleminden sonra %2 BSA aynı süre ve aynı 

hızda gönderilmiştir. Yüzeyi analizden önce şartlamak ve yüzeyde duran, 

bağlanmayan maddeleri uzaklaştırmak için 10 mM NaOH, 3 saniye boyunca 105 

µL/dk hızla sisteme gönderilmiştir. 
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Gelen ışık açısı manuel protokole göre vida ile ayarlanmıştır. SPRi sisteminde, ışığın 

dalga boyu (800 nm) ve geliş açısı (40°-70°) sabittir. Her noktadan piksel yoğunluğu 

değerlerini dönüştüren dijital optik V ++ yazılımı, bu değerleri zamana karşı aynı 

anda çizen bir Excel programı aracılığıyla tüm bağlayıcı olayları gerçek zamanlı 

olarak kaydetmiştir (Şekil 5.11). 

Şekil 5.11 (A) V ++ yazılımının arayüz görünümü; (B) Kayıt verilerinin bir Excel 

sayfasında gerçek zamanlı olarak görüntülenmesi 

Her çalışmadan sonra, çip yüzeyi eğer 25 spotluk çip ve O-ring kullanılıyorsa 

yaklaşık 10-16 kez 210 µL/dk hızla 60 saniyelik bir 10 mM NaOH darbesi 

kullanılarak rejenere edilmiştir. Ancak 16 spotluk çip ve mikroakışkan kanal 

kullanılıyorsa 105 µL/dk hızla 6-20 saniye, 1-3 kez 10 mM NaOH çözeltinin 

kullanılmasının yeterli olduğu tespit edilmiştir. Analizden önce, çip yüzeyinin 

görüntüsü (TIF formatında) kaydedilmiştir (Şekil 5.12). Analiz boyunca çip 

yüzeyinde meydana gelen bütün bağlanmaların görüntüsü zamana bağlı sürekli 

olarak kaydedilmiştir. 
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Şekil 5.12 Analiz öncesi SPR çip yüzey görüntüleri: (A) O-ring kullanılan16 altın 

spot içeren çipin yüzey görüntüsü, (B) bir serpantin kanal parçası kullanılan 25 

altın spot içeren çipin yüzey görüntüsü 

5.2.14 MP-Ab2 Biyokonjugatlarının Sentez Prosedürü 

Tespit antikoru olan Ab2 , Thermo Fisher tarafından sağlanan protokolü takiben 1 

µm çaplı streptavidin kaplı süperparamanyetik partiküllere (MP) kovalent olarak 

konjüge edilmiştir. 40 µL streptavidin kaplı MP (10 mg/mL) üç kez 400 µL, %0,1 

BSA içeren 10 mM PBS (pH 7,4) ile yıkanmıştır ve son olarak 380 μl %0,1 BSA içeren 

PBS içinde yeniden disperse edilmiştir. Daha sonra MP dispersiyonuna 20 µL 

biyotinile Ab2 (50 µg/mL) ilave edilmiştir ve 1,5 mL mikrosantrifüj tüpünde yavaş 

eğim rotasyonu ile 30 dk boyunca 37 °C’de karıştırılmıştır. İnkübasyondan sonra 

süpernatan, Invitrogen DynaMag™-Spin Magnet (Şekil 5.13) kullanılarak manyetik 

olarak uzaklaştırılmıştır ve daha sonra biyotin-streptavidin etkileşimi yoluyla MP-

Ab2 biyokonjügatları oluşturulmuştur. Üç kez PBS-T tamponu ile yıkanarak 

bağlanmayan Ab2 uzaklaştırılmıştır. MP-Ab2 biyokonjugatlarının stok 

dispersiyonunu hazırlamak için 400 µL PBS-T içinde disperse edilmiştir. 

 

 

 

 

 

Şekil 5.13 Manyetik partikül-antikor kompleksi hazırlamak için kullanılan 

Invitrogen DynaMag™-Spin Magnet ve Dynabeads™ MX mikserinin görüntüsü 
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5.2.15 MP-Ab2 Biyokonjugatlarında Ag’nin Çevrimdışı Yakalama Prosedürü 

PBS içinde farklı antijen (Ag) konsantrasyonları hazırlanmıştır. Ag yakalamak için, 

30 µL stok MP-Ab2 ve 30 µL antijen, 240 µL PBS-T ile karıştırılmıştır. Karışım, 30 dk 

boyunca 37 °C’de Dynabeads™ MX mikseri aracılığıyla sürekli karıştırma ile 

döndürülmüştür. İnkübasyondan sonra, bu karışım üç kez yıkanmıştır ve manyetik 

olarak ayrılmıştır. MP-Ab2-Ag, 300 µL PBS içinde yeniden disperse edilmiştir. Oluşan 

çözelti, O-ring kullanılan sistemde 10 µL/dk bir akış hızında sisteme enjekte 

edilmiştir. Eğer mikroakışkan kanal kullanıldıysa, 5 µL/dk’lık bir akış hızında 

sisteme enjekte edilmiştir. 

5.2.16 Çoklu Tespit için MP-Ab2 Kompleksinde Ab2 Optimizasyonu 

Çoklu tespit için 3 farklı MP-Ab2 kompleksi hazırlanmıştır. Bunlar: 

 Birinci prosedür: Her bir Ab2’den 5 µL karıştırılmıştır ve daha sonra 

manyetik partiküllere ilave edilmiştir ve aynı vialde 30 dk boyunca 37 °C’de 

inkübe edilmiştir.  

 İkinci prosedür: Her bir Ab2’den 10 µL karıştırılmıştır ve daha sonra 

manyetik partiküllere ilave edilmiştir ve aynı vialde 30 dk boyunca 37 °C’de 

inkübe edilmiştir. 

 Üçüncü prosedür: Her bir Ab2 (10 µL) manyetik partiküllere ayrı ayrı ilave 

edilmiştir ve daha sonra 30 dk boyunca 37 °C’de inkübe edilmiştir. 

5.2.17 Analizin Uygulanması 

Hazırlanan çip sistem üzerine yerleştirilmiştir. Tüm mikroakışkan sistem herhangi 

bir sızıntı olup olmadığını anlamak için kontrol edilmiştir. Bilgisayarda bir taslak 

excel sayfası açılmıştır ve SPR veri dosyalarına kaydedilmiştir. Gelen ışık açısı GWC 

kılavuzuna göre ayarlanmıştır. PBS-T, tüm deneyler sırasında çalışan tampon olarak 

kullanılmıştır. Sabit bir taban çizgisi oluşturmak için, PBS-T, 105 µL/dk bir akış 

hızında 10-15 dk boyunca sisteme enjekte edilmiştir. MP-Ab2 ile yakalanan en düşük 

antijen konsantrasyonu alınmıştır ve “yükleme” enjektör pozisyonunda numune 

döngüsüne enjekte edilmiştir. Enjeksiyon pozisyonunda, numune 25 saniye 

boyunca 105 µL/dk’da şırınga edilmiştir ve akış hızı 5 µL/dk’ya değiştirilmiştir ve 

25 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sona erdikten sonra, sistem PBS-T ile 
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105 µL/dk, 5 dk yıkanmıştır ve daha sonra bir PBS-T taban çizgisi elde etmek için 6-

20 saniye boyunca 105 µL/dk hızla 10 mM NaOH ile birçok kez rejenere edilmiştir. 

PBS-T ile yıkama aşaması, sabit bir taban çizgisi oluşana kadar 5 dk boyunca 105 

µL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir. MP-Ab2 ile yakalanan diğer antijen 

konsantrasyonları, yukarıda belirtildiği gibi sisteme arka arkaya uygulanmıştır. 

5.2.18 Tekrar Kullanma Metodunun Tespiti 

SPRi sistemde kullanılan çiplerde bulunan spotlar üzerinde sıvının yayılmaması için 

hidrofobik bir katman bulunmaktadır. Çipin yeniden kullanılabilmesi için 

hidrofobik katmana verilecek zararın en aza indirilmesi gerekmektedir. SPRi çipini 

yeniden kullanmak için; biri %5 sodium dodecyl sulfate (SDS) ve ultraviolate (UV) 

işlemi kullanılarak, diğeri hızlı piranha çözeltisi (3:1 konsantre H2SO4 ve %30 H2O2 

karışımı) ve UV işlemi olmak üzere iki farklı yöntem kullanılmıştır.  

İlk prosedür için aşağıdaki adımlar gerçekleştirilmiştir: 

• Kullanılan çip SPRi cihazından dikkatlice çıkarılmıştır. 

• Etanol ve DI su ile durulanmıştır. 

• %5 SDS çözeltisi içinde 10 saniye ultrasona tabi tutulmuştur. 

• DI su ile durulanmıştır ve azot gazında kurutulmuştur. 

• Daha sonra 1 saat boyunca UV’ye (350 nm) maruz bırakılmıştır. 

• UV işleminden sonra SPRi çipi birkaç kez etanol ile durulanmıştır ve azot gazı ile 

kurutulmuştur. 

İkinci prosedür : 

• Kullanılan çip SPRi cihazından dikkatlice çıkarılmıştır. 

• Etanol ve DI su ile durulanmıştır. 

• Hızlı piranha çözeltisi ile yıkanmıştır (10 saniye boyunca 3:1 konsantre H2SO4 ve 

%30 H2O2 karışımı). 

• Su ve etanol ile sırasıyla durulanmıştır. 

• Azot gazı ile kurutulmuştur. 
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• Daha sonra 1 saat boyunca UV’ye (350 nm) maruz bırakılmıştır. 

• UV işleminden sonra SPRi çipi birkaç kez etanol ile durulanmıştır ve azot gazı ile 

kurutulmuştur. 

5.2.19 3D Baskılı Kanal Parçasının Tasarımı 

SPRi SpotReadyTM 16 ve 25 spot dizileri için mikroakışkan kanalı, Autodesk 123 

tasarım yazılımı kullanılarak tasarlanmıştır. Tasarlanan kanal Autodesk 

sürümünden Preform sürümüne dönüştürülmüştür. Bir serpantin kanal parçası, 

Formlabs Form 2 SLA 3D Printer (Formlabs, Inc., USA) ile akrilat esaslı esnek reçine 

kullanılarak imal edilmiştir (Şekil 5.14). Oluşturulan kanal, 20 dk boyunca 

izopropanol ile sonike edilmiştir ve daha sonra fırında kurutulmuştur. SPRi spot dizi 

ile bir araya getirmeden önce, kanal parçası kanal yüzeyini bloke etmek için 30 dk 

boyunca %0,1 BSA ihtiva eden PBS-T tamponuna batırılmıştır. Kanalın hacmi 

yaklaşık 10 µL’dir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.14 Formlabs Form 2 SLA 3D Yazıcısının görünümü 

5.2.20 Micro Bicinchoninic Asit (μBCA)2 Protein Deneyi 

MP-Ab2 biyokonjugatlarının, farklı konsantrasyonlarında manyetik partiküllere 

bağlanan Ab2 miktarı ve streptavidin-biyotin arasındaki etkileşim, µBCA (Thermo 

Scientific, USA) analizi kullanılarak saptanmıştır. Bu deneyde MP-Ab2, manyetik 

partiküllere bağlı antikor miktarını tahmin etmek için BSA bloke etme adımı 

kullanılmadan hazırlanmıştır. MP-Ab2 stok çözeltisi ilk önce 10 kez seyreltilmiştir. 

Bunu farklı konsantrasyonlar elde etmek için 2 katlı seyreltme serisi izlemiştir. 

Kontrol için, ikincil antikor ve BSA içermeyen MP, MP-Ab2 ile aynı 

konsantrasyonlara seyreltilmiştir. µBCA analizi için mikroplaka yöntemi (96 oyuklu 
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plaka) kullanılmıştır. Deney için BCA reaktif çözeltisi, Thermoscientific’ten elde 

edilen protokole göre hazırlanmıştır. Bunun için, 150 µL MP-Ab2 çözeltisi, 150 µL 

BCA çözeltisi ile karıştırılmıştır ve 37 °C’de eğim rotasyonu altında 2 saat reaksiyonu 

sağlanmıştır. Bu reaksiyonda, BCA reaktifinde sunulan Cu+2, protein varlığında Cu+1 

oluşturmak üzere indirgeme geçirmektedir. Cu+1 böylece protein konsantrasyonuna 

karşılık gelen 562 nm’de karakteristik bir absorbans vermek için 2 BCA molekülü 

arasında şelatlar oluşturmuştur. Her MP-Ab2’deki Ab2 konsantrasyonu bu yöntemle 

belirlenmiştir. 
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

6.1 Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu Sonuçları 

Toplam 40 bakteri suşu, mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak antibiyotiklere 

duyarlılık açısından değerlendirilmiştir. MRSA5’in minimum inhibitör 

konsantrasyonu  değerinin 1 µg/mL olduğu tespit edilmiştir. MRSA5 hariç, kalan 

MRSA suşlarının MİK değerlerinin 32 µg/mL->128 µg/mL arasında olduğu 

bulunmuştur. MSSA suşlarının MİK değerleri MSSA1 ve MSSA10 hariç 1-4 µg/mL 

aralığında tespit edilmiştir. MRSA ve MSSA suşlarına ait MİK değerleri ayrıntılı 

olarak Tablo 6.1’de verilmiştir. VRE suşlarının MİK değerleri 64 µg/mL->128 µg/mL 

aralığında değişirken VSE suşlarının MİK değerleri 2-4 µg/mL aralığında 

bulunmuştur. VRE ve VSE suşlarına ait MİK değerleri Tablo 6.2’de gösterilmiştir. 

Suşların MİK aralıklarının belirlenmesinden sonra, bu izolatlar SPR sisteminin daha 

ileri analizleri için kullanılmıştır. 

Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü’ne [308] göre S. aureus’un sefoksitine 

olan kırılma noktası duyarlı suşlar için ≤4 µg/mL ve dirençli suşlar için ≥8 µg/mL ve 

duyarlı ve dirençli Enterococcus spp. suşları için sırasıyla ≤4 µg/mL ve ≥32 

µg/mL’dir. Bu tez çalışmasında, MRSA’nın MİK değerleri MRSA5 hariç 32 µg/mL-

≥128 µg/mL’dir. MRSA5’te mecA geninin bulunmasına rağmen MİK değerinin düşük 

çıkması mecA geninin aktif olmadığını göstermektedir. Öte yandan, MSSA’nın MİK 

değerleri MSSA1 ve MSSA10 hariç 1-4 µg/mL arasında tespit edilmiştir. MSSA1 ve 

MSSA10’da mecA geni olmamasına rağmen MİK değerlerinin yüksek çıkması aşırı 

beta-laktamaz üretimi gibi dirence yol açan başka mekanizmalara işaret 

edebilmektedir. Yapılan bir çalışmada, von Ah, vd. [316] MSSA ve MRSA’nın MİK 

değerlerinin sırasıyla 4 mg/L ve 32 mg/L olduğunu göstermişlerdir. Tez 

çalışmasından elde ettiğimiz sonuçlar, bu çalışmanın sonuçları ile tutarlıdır. VRE ve 

VSE’nin MİK değerleri için, Schouten, vd. [226] ve Klinik ve Laboratuvar Standartları 

Enstitüsü [308] tarafından rapor edilen sonuçlar ile uyum içerisindedir.  
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Table 6.1 MRSA ve MSSA suşlarının minimum inhibisyon konsantrasyonları 

değerleri 

‘+’ gelişme var, ‘-’ gelişme yok. 

6.2 Türbidimetrik Ölçüm Sonuçları 

Bir besiyeri içerisinde üreme meydana geldiğinde üremeye bağlı olarak bulanıklık 

artmaktadır. Sıvı besiyeri içerisindeki bulanıklığı tespit etmek için spektrofotometre 

kullanılabilmektedir. Solüsyon içerisindeki bulanıklık arttıkça içerisinden geçen ışık 

miktarı azalmaktadır. Bu şekilde spektrofotometre yöntemi ile üremenin olup 

olmadığı konusunda bilgi edinilmektedir. SPR sisteminde kullanılacak olan 

bakterilerin sayımı için türbidimetrik yöntem kullanılarak spektrofotometrede 

standart bir kurve oluşturulmuştur. Standart kurve aracılığıyla oluşturulan 

regresyon doğrusu ile aynı koşullarda üretilen bakterinin logaritmik gelişme 

evresinin belirli bir anında popülasyonun sayısı hakkında fikir elde edilebilmiştir. 

Bu amaçla kültürün sadece spektrofotometrede absorbans değeri ölçülmüştür ve 

kurvede buna karşı gelen mikroorganizma sayısı hesaplanmıştır. Ancak kullanılan 

bu yöntem ile canlı hücre sayısı hakkında kesin bir bilgi elde edilememektedir [317-

319].  

 

Sefoksitin Konsantrasyonu (µg/mL) 

Suşlar 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 MİK 
            MRSA1 - - - + + + + + + + 32 
MRSA2 - - + + + + + + + + 64 
MRSA3 - - + + + + + + + + 64 
MRSA4 - - + + + + + + + + 64 
MRSA5 - - - - - - - - + + 1 
MRSA6 - - + + + + + + + + 64 
MRSA7 - - - - + + + + + + 16 
MRSA8 - - - - + + + + + + 16 
MRSA9 - - + + + + + + + + 64 
MRSA10 + + + + + + + + + + >128 
MSSA1 + + + + + + + + + + >128 
MSSA2 - - - - - - - + + + 2 
MSSA3 - - - - - - + + + + 4 
MSSA4 - - - - - - + + + + 4 
MSSA5 - - - - - - + + + + 4 
MSSA6 - - - - - - + + + + 4 
MSSA7 - - - - - - - + + + 2 
MSSA8 - - - - - - + + + + 4 
MSSA9 - - - - - - + + + + 4 
MSSA10 - - - + + + + + + + 32 
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Table 6.2 VRE ve VSE suşlarının minimum inhibisyon konsantrasyonları değerleri 

 ‘+’ gelişme var, ‘-’ gelişme yok. 

İki katlı dilüsyonları hazırlanan bakteri solüsyonlarının spektrofotometrede alınan 

absorbans değerleri ve bu değerlere karşılık gelen kültürel sayımları sonuçları ile 

oluşturulan standart kurve ve regresyon değerleri Şekil 6.1, 6.2, 6.3 ve 6.4’te 

sırasıyla verilmiştir. Elde edilen eğriler aracılığıyla SPR sisteminde 

gerçekleştirilecek analizlerde bakterileri saymak için kullanılmıştır. 

İnkübasyon sonunda elde edilen kültürlerin seyreltilmeleri sonucunda elde edilen 

absorbans değerlerine bağlı regresyon değerleri ile standart bir kurve elde 

edilmiştir. MRSA ve MSSA kültürlerinden elde edilen R2  değerleri sırasıyla 0,9978 

ve 0,9992 olarak belirlenmiştir. VRE ve VSE kültürlerine ait R2  değerlerinin 0,9902 

ve 0,9937 olduğu tespit edilmiştir. Kültürlerin sayımı standart kurveden elde edilen 

eşitliğe göre hesaplanmıştır. 

 

 

 

Vankomisin Konsantrasyonu (µg/mL) 

Suşlar 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 MİK 
            VRE1 + + + + + + + + + + >128 
VRE2 + + + + + + + + + + >128 
VRE3 + + + + + + + + + + >128 
VRE4 + + + + + + + + + + >128 
VRE5 + + + + + + + + + + >128 
VRE6 + + + + + + + + + + >128 
VRE7 + + + + + + + + + + >128 
VRE8 + + + + + + + + + + >128 
VRE9 - + + + + + + + + + 64 
VRE10 + + + + + + + + + + >128 
VSE1 - - - - - - + + + + 4 
VSE2 - - - - - - - + + + 2 
VSE3 - - - - - - - + + + 2 
VSE4 - - - - - - + + + + 4 
VSE5 - - - - - - + + + + 4 
VSE6 - - - - - - - + + + 2 
VSE7 - - - - - - + + + + 4 
VSE8 - - - - - - + + + + 4 
VSE9 - - - - - - + + + + 4 
VSE10 - - - - - - - + + + 2 
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Şekil 6.1 Metisiline dirençli S. aureus sayımı için standart kalibrasyon kurvesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.2 Metisiline duyarlı S. aureus sayımı için standart kalibrasyon kurvesi 
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Şekil 6.3 Vankomisine dirençli Enterococcus sayımı için standart kalibrasyon 

kurvesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.4 Vankomisine duyarlı Enterococcus sayımı için standart kalibrasyon 

kurvesi 

6.3 Direnç Genlerinin PCR Yöntemiyle Doğrulanması  

Şekil 6.5’te görüldüğü gibi MRSA olduğunu düşündüğümüz 10 örnekte metisiline 

dirençten sorumlu mecA geni saptanmıştır. MSSA örneklerinin hiçbirinde mecA geni 

saptanmamıştır. mecALGA251 geni için literatürde belirtilen şartlar ile PCR çalışması 

yapılmış fakat herhangi bir bant gözlemlenmemiştir. 
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mecA geni için 162 bp internal fragment pozitiftir. mecA geninin test edilmesi MRSA 

için direncinin kanıtıdır. mecA genini içermeyen Staphylococcus aureus subsp. 

aureus ATCC 29213 suşu kontrol olarak kullanılmıştır ve herhangi bir bant oluşumu 

gözlemlenmemiştir. Suşların tamamına yapılan PCR testinde tamamının mecA 

genine sahip olduğu tespit edilmiştir. Metisilin direncinin ayrıca mecALGA251 geni 

tarafından da meydana geldiği literatürde belirtildiğinden ayrıca bu genin aranması 

için de PCR testi yapılmıştır [320].  

 

Şekil 6.5 MRSA ve MSSA izolatların mecA gen varlığı jel görüntüsü. Bant 1: 100 bp 

ladder. Bant 2-11: MRSA1-MRSA10 izolatları. Bant 12-21: MSSA1-MSSA10 

izolatları. Bant 22: Kontrol 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.6 VRE ve VSE izolatların vanA ve vanC gen varlığı jel görüntüsü. Bant 1: 100 

bp ladder. Bant 2-6: VRE1-VRE5 izolatlarının vanA gen bant görüntüsü. Bant 7: 
vanA geni negatif kontrol. Bant 8-12: VRE1-VRE5 izolatlarının vanC gen bant 

görüntüsü. Bant 13-17: VSE1-VSE5 izolatlarının vanC gen bant görüntüsü. Bant 18: 

vanC geni negatif kontrol. Bant 19: 100 bp ladder 
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Ancak hiçbir örnekte bu gen tespit edilememiştir. PCR ve MİK değerleri beraber 

değerlendirildiğinde MRSA5’te mecA geninin bulunmasına rağmen MİK değerinin 

düşük çıkması mecA geninin aktif olmadığını göstermektedir. 

Vankomisin direnç genleri olan vanA, vanB ve vanC için PCR denemeleri yapılmıştır. 

VRE suşlarının tamamında vanA geni saptanırken vanB ve vanC geni saptanmamıştır 

(Şekil 6.6).  

6.4 Koagülaz Test Sonuçları 

Metisiline dirençli ve duyarlı S. aureus suşları üzerine yapılan koagülaz test 

sonuçları Tablo 6.3’te verilmiştir. S. aureus, hem normal immün tepkisi hem de 

antimikrobiyal ajanlara karşı yüksek dirençli olabilen fırsatçı bir patojendir. Direnç 

kısmen bir koagülaz enzim üretimine bağlıdır. Koagülaz, ayrı ayrı bakteriyel 

hücrelerin veya hücre gruplarının etrafındaki koruyucu fibrin bariyerlerini 

oluşturmak için normal serum bileşenleriyle birlikte çalışmakta, böylece onları 

fagositoz ve diğer tipte saldırılardan korumaktadır [321]. Bakterinin yapısında 

bulunan koagülaz enzimi kalın bir fibrin tabakası oluşturarak mikroorganizmayı 

fagositozdan koruyarak patojenitesini arttırdığı düşünülmektedir [322]. Koagülaz 

plazma fibrijonenine bağlandığında organizmaların aglütinasyona veya plazma 

pıhtılaşmasına neden olmaktadır. [323, 324].  

Stafilokoklar çeşitli enzimlere sahiptirler. Bunlardan katalaz enzimi tüm 

stafilokoklarda bulunurken, koagülaz enzimi bir patojenite kriteri olarak bilinir ve 

Staphylococcus türleri koagülaz pozitif ve negatif olarak ikiye ayrılabilirler. MRSA ve 

MSSA suşlarına yapılan test ile suşların tamamının koagülaz pozitif olduğu ve 

patojenite özellik gösterdiği belirlenmiştir. Analiz sonuçlarının bir kısmı Şekil 6.7 ve 

Şekil 6.8’de resim olarak verilmiştir. 
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Tablo 6.3 Metisiline dirençli ve duyarlı S. aureus suşlarının biyokimyasal özelliği  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.7 Bazı MRSA suşlarının koagülaz test sonuçlarının görüntüleri 

 

 

 

Mikroorganizma Kodu Koagülaz 

  MRSA1 + 

MRSA2 + 

MRSA3 + 

MRSA4 + 

MRSA5 + 

MRSA6 + 

MRSA7 + 

MRSA8 + 

MRSA9 + 

MRSA10 + 

MSSA1 + 

MSSA2 + 

MSSA3 + 

MSSA4 + 

MSSA5 + 

MSSA6 + 

MSSA7 + 

MSSA8 + 

MSSA9 + 

MSSA10 + 
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Şekil 6.8 Bazı MSSA suşlarının koagülaz test sonuçlarının görüntüleri 

6.5 Bakteriler için Antimikrobiyal Duyarlılık Test Sonuçları 

6.5.1 Tekli Mikroakışkan Kanal ile MRSA ve MSSA’nın Antimikrobiyal 

Duyarlılığının Belirlenmesi 

Tek kanallı sistemi optimize etmek için Staphylococcus subsp. aureus ATCC 43300 

ve Staphylococcus subsp. aureus ATCC 29213 kullanılmıştır. SPR sistemi ile toplam 

10 MRSA ve 10 MSSA test edilmiştir. Antibiyotiğe dirençli ve duyarlı S. aureus’un 

SPR açısı kaymaları Şekil 6.9 ve Şekil 6.10’da gösterilmektedir. Sistemin akış hızı 100 

µL/dk olarak belirlenmiştir ve analiz süresi boyunca değiştirilmemiştir. İlk olarak 

sisteme 30 dk süre ile DI su enjekte edilmiştir ve suya ait bir baseline seviyesi 

oluşturulmuştur. Birleşme aşamasını gerçekleştirmek üzere sisteme BHI broth 

içinde inkübe edilmiş bakteri solüsyonu enjekte edilmiştir. Sensör yüzeyine 

bakterilerin enjeksiyonu peristaltik pompa aracılığıyla gerçekleştirilmiştir. 

Bakterilerin yüzeye bağlanması için 40-80 dk boyunca stabil bir faz görene kadar 

enjeksiyon işlemi yapılmıştır. MRSA ve MSSA yüzeye bağlandığında sırasıyla 

1,40°±0,523853° ve 1,24°±0,570678° açı kaymaları meydana gelmiştir (Şekil 6.9 ve 

Şekil 6.10b).  

Birleşme aşaması tamamlandıktan sonra, zayıf olarak bağlanmış ve bağlanmamış 

bakterileri sistemden uzaklaştırmak 25 dk boyunca DI su ile yıkama işlemi yapılarak 

sensör yüzeyi antibiyotik akışına hazırlanmıştır. Yıkama işleminde SPR açısının hızlı 

bir şekilde azalması Şekil 6.9 ve Şekil 6.10a’da açıkça görülmektedir. SPR açısı, DI su 

taban çizgisi seviyesine ulaşmamıştır, ki bu da bakterilerin başarılı bir şekilde 

yüzeye bağlandığını göstermektedir. Yüzeyde sabit bir bağlanma yanıtı elde 

edildikten sonra, sisteme antibiyotik çözeltisi (3 µg/mL) enjekte edilmiştir. SPR açısı 
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kaymaları tüm deneyler sırasında zamana karşı kaydedilmiştir. Deneysel sonuçlar, 

60 dk’lık sefoksitin işleminden sonra, SPR açı kaymalarının duyarlı suşlar için 

−0,0280°±0,000735° ve dirençli suşlar için –0,00072°±0,001383° olduğunu 

göstermiştir. 

 

Şekil 6.9 Metisiline dirençli S. aureus (MRSA 2 suşu)’un zamana bağlı SPR açı 

kayması: (a) Metisiline dirençli S. aureus’un sefoksitin antibiyotiğine karşı 60 dk 

boyunca izlenen SPR açı kaymasının kinetik grafiği; (b) dirençli bakteri ilavesinin 

SPR yanıtı 

 

Şekil 6.10 Metisiline duyarlı S. aureus (MSSA 7 suşu)’un zamana bağlı SPR açı 

kayması: (a) 60 dk boyunca metisiline duyarlı S. aureus’un sefoksitin 

antibiyotiğine karşı SPR açı kaymasının kinetik grafiği; (b) duyarlı bakteri 

ilavesinin SPR yanıtı 

6.5.2 Tekli Mikroakışkan Kanal ile VRE ve VSE’nin Antimikrobiyal 

Duyarlılığının Belirlenmesi 

Tek kanallı sistem için optimum koşulları belirlemek amacıyla, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 ve Enterococcus faecium B764A kullanılmıştır. Daha sonra tek kanallı 
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sistemde toplam 10 adet VRE ve 10 adet VSE suşları test edilmiştir. Sistemin akış 

hızı 100 µL/dk olarak belirlenmiştir ve analiz süresi boyunca değiştirilmemiştir. 

Bakterilerin yüzeye bağlanma deneyi için, SPR sistemine öncelikle 30 dk boyunca DI 

su bir peristaltik pompa aracılığıyla enjekte edilmiştir ve daha sonra VRE ve VSE 

izolatlarının 200 μg/mL oranında poly-L-lysine immobilize edilmiş yüzeye 

bağlanmasını test etmek için ölçümler yapılmıştır.  

 

Şekil 6.11 Vankomisine dirençli Enterococcus (VRE 5 suşu) zamana bağlı SPR açı 

kayması: (a) Vankomisine dirençli Enterococcus, vankomisin antibiyotiğine karşı 

200 dk boyunca SPR açı kaymasının kinetik grafiği; (b) dirençli bakteri ilavesinin 

SPR yanıtı 

 

Şekil 6.12 Vankomisine duyarlı Enterococcus (VSE 8 suşu) zamana bağlı SPR açı 

kayması: (a) Vankomisine duyarlı Enterococcus 200 dakika boyunca vankomisin 

antibiyotiğine SPR açı kaymasının kinetik grafiği; (b) duyarlı bakteri ilavesinin SPR 

yanıtı 

Bakterilerin yüzeye bağlanması ve stabil bir faz oluşumunu gözlemlemek için 60-75 

dk boyunca enjeksiyon işlemi yapılmıştır. Bakterilerin sisteme enjekte edilmesi, 

dirençli suş için 1,71°±0,697409°, duyarlı suş için 1,50°±0,662909° sinyal artışı ile 
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sonuçlanmıştır (Şekil 6.11 ve Şekil 6.12b). Bakterilerin çip üzerindeki poly-L-lysine 

bağlanmasından sonra, bağlanmamış bakterileri uzaklaştırmak için 25 dk DI su ile 

yıkama yapılmıştır. SPR açı kaymalarının, 200 dk’lık vankomisin işleminden sonra, 

duyarlı suşlar için −0,02489°±0,008638° ve dirençli suşlar için 

−0,00033°±0,000261° olduğu bulunmuştur (Şekil 6.11 ve Şekil 6.12a). Duyarlı ve 

dirençli Enterococcus spp. arasında SPR açı kayma sonuçlarında on kat fark 

bulunmuştur. 

6.5.3 Üçlü Mikroakışkan Kanal ile MRSA, MSSA VRE ve VSE’nin 

Antimikrobiyal Duyarlılığının Belirlenmesi 

Üçlü mikroakışkan kanal, antibiyotiğe dirençli ve duyarlı S. aureus’un SPR açı 

kaymalarını aynı anda gözlemlemek için kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlar Şekil 

6.13a’ da gösterilmiştir. Sistemden açı derecesi olarak elde edilen veriler, grafiği 

daha anlaşılır hale getirmek için ayrı grafiklere dönüştürülmüştür (Şekil 6.13b–d). 

Tek kanalda yaptığımız gibi, aynı işlem adımları üçlü mikroakışkan kanal üzerinde 

gerçekleştirilmiştir. DI su ile bir taban çizgisi oluşturulduktan sonra, sefoksitin 

yüzeye ~100 dk boyunca uygulanmıştır. SPR açısı kaymalarının, duyarlı suşlar için 

−0,260°±0,019326° ve dirençli suşlar için −0,030°±0,008769° ve kontrol örneği 

olarak kullanılan E. coli için −0,090°±0,007347° olduğu bulunmuştur. 

Üçlü mikroakışkan bir kanal ile Enterococcus’un vankomisine karşı antimikrobiyal 

duyarlılık testini yapmak için, poly-L-lysine kaplı çip analizden önce sisteme monte 

edilmiştir. Yukarıda tarif edilen prosedür tüm Enterococcus suşlarına uygulanmıştır. 

Vankomisin, 25 μL/dk’da 100 dk boyunca altın çip yüzeyine gönderilmiştir. Üçlü 

mikroakışkan kanal ile gerçekleştirilen Enterococcus’un ölçüm sonuçları Şekil 

6.14’te gösterilmektedir. Enterococcus’un toplam yansıtma değişikliklerinin, duyarlı 

suşlar için −0,090°±0,006611°, dirençli suşlar için −0,010°±0,003734° olduğu 

bulunmuştur. Kontrol numunesi olarak kullanılan E. coli için açı değişimi 

−0,050°±0,011958°olarak tespit edilmiştir. 
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Şekil 6.13 (a) Çok kanallı sistemde sefoksitin enjeksiyonuna karşı antibiyotiğe 

dirençli ve duyarlı S. aureus için gerçek zamanlı SPR kinetik eğrisi. (b) Kontrol 

örneği, E. coli. (c) Metisiline duyarlı S. aureus (MSSA7 suşu). (d) Metisiline dirençli 

S. aureus (MRSA2 suşu) 

Bu tez çalışmasında, geleneksel yöntemleri kullanmak yerine antibiyotiğe dirençli 

bakterilerin durumunu test etmek için çevrimiçi eş zamanlı bir yöntem 

geliştirilmiştir. Bu tez çalışmasının yenilikçi yönü, yerel olarak üretilen bir SPR 

sistemi ve bu sistem için çoklu mikroakışkan kanal tasarımı olmasıdır. Altın çipin 

yüzeyi, çoklu mikroakışkan kanal ile üç bölüme ayrılmıştır. Çipin yüzeyi gerçek 

zamanlı olarak aynı anda immobilize edilmiştir. Çoklu bir mikroakışkan kanalda 

başarılı olmak için deneyler ilk önce tek bir kanal üzerinde test edilmiştir. Tüm 

deneylerin açı kaymaları, dirençli ve duyarlı suşlar arasındaki farkın yaklaşık on kat 

veya daha fazla olduğunu göstermiştir. Benzer sonuçlar, Chiang, vd. [108] tarafından 

yapılan çalışmada, E. coli JM109’un ampisiline duyarlı ve dirençli suşları arasında on 

kat fark olduğunu göstermiştir. Antibiyotik uygulamasının duyarlı suşların 

bakteriyel hücre duvarının yapısında değişikliklere neden olduğu ve kırılma indisini 

azalttığı bulunmuştur. Dirençli suşlar, antibiyotik uygulaması sırasında duyarlı 

suşlara kıyasla neredeyse sabit bir açıya sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuç, 

duyarlı suşların açı kaymalarının hücre duvarı sentezinin antibiyotiklerle inhibe  
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Şekil 6.14 (a) Çok kanallı sistemde vankomisin enjeksiyonuna karşı antibiyotiğe 

dirençli ve duyarlı enterokoklar için gerçek zamanlı SPR kinetik eğrisi. (b) Kontrol 

örneği, E. coli. (c) Vankomisine duyarlı Enterococcus (VSE 8 suşu). (d) 

Vankomisine dirençli Enterococcus (VRE 2 suşu) 

edilmesinden kaynaklandığını göstermiştir. Öte yandan, bakteriler büyük bir SPR 

açı kaymasına sahip olduğu için antibiyotik ilavesinden sonra elde edilen SPR 

sinyalinin değişimi ince görünmektedir. Bu nedenle, bakterilerin antibiyotik 

akışından etkilenip etkilenmediği yapılan hesaplamalardan sonra elde edilen 

sonuçlarla belirlenmiştir.  

Bu tez çalışmasında MRSA, MSSA, VRE ve VSE’yi saptamak için test süresinin 24 

saatten az olduğu tespit edilmiştir. Araştırmacılar, MRSA ve VRE suşlarını 

araştırmak için farklı yöntemler kullanmışlardır [231, 325]. Bu yöntemler arasında 

en yaygın yöntem broth mikrodilüsyon yöntemidir [326]. Ancak, bu yöntem bu tez 

çalışmasından daha uzun bir test süresi gerektirmektedir. Cansizoglu, vd. [327] 

antimikrobiyal duyarlılığın hızlı ve hassas bir şekilde saptanması için yeni bir 

platform geliştirmişlerdir. Bu çalışmada, minimum inhibisyon bakteri 

konsantrasyonu, farklı bir kırılma açısına sahip iki ortam arasındaki kırılma 

indeksindeki değişiklikler kullanılarak hızlı bir ultra duyarlı detektör (RUSD) ile 2 

ila 4 saat içinde ölçülmüştür. Lupetti, vd. [328] tarafından yapılan başka bir 
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çalışmada, Gram-pozitif kokların hızlı tanımlanmasına ve antimikrobiyal duyarlılık 

testine dayanan bir BD (Becton Dickinson) phoenix sistemi kullanılmıştır. Bu tez 

çalışmasının verileri, BD sistemi ile yapılan mevcut yöntemin verilerinden 12-24 

saatten daha erken sürede elde edilmektedir. Sonuçlarımız bu iki çalışmanın 

bulgularıyla da tutarlıdır. 

Entegre çok kanallı platformlar, tanımlama platformlarının maliyetini düşürme 

potansiyeli sunmaktadır [329]. Çok kanallı platformumuz bir çip yüzeyini üç veya 

daha fazla bölüme ayırdığından, çoklu algılama tek bir sensör üzerinde 

gerçekleştirilebilmektedir. Bu analitik yaklaşımla, bu platform sadece 

antimikrobiyal duyarlılık testlerinde değil, aynı zamanda farklı immobilizasyon 

yöntemleri kullanılarak diğer klinik tespit yöntemlerinde de kullanılmasına olanak 

sağlamaktadır. Ayrıca, tek bir mikroorganizma 3 kanallı sistemle aynı anda birden 

fazla antibiyotik testine tabi tutulabilmektedir. 

Geleneksel yöntemlerle karşılaştırıldığında, tez çalışmasının sonuçları SPR 

platformunun literatürde kullanılan diğer yöntemlere göre daha hızlı ve daha az 

emek gerektirdiğini göstermektedir [330]. Öte yandan, substrata bakteri yapışması 

ve yapışma stabilitesindeki anormallikler SPR sisteminin dezavantajlarıdır. Bu tez 

çalışmasında, bakteri kültürü bir inkübatörde inkübe edilmiştir ve daha sonra 

sistemde antibiyotiğe karşı davranışı izlemek için kullanılmıştır. Gelecekteki 

çalışmada, bu iki adım gerçek zamanlı olarak birleştirilebilir ve incelenebilir. Bunu 

yapmak için, akan bir sistem yerine birden fazla delik tasarlanabilir. Ek olarak, 

azalan bakteri sayımları kantitatif analizle hesaplanabilir. 

6.5.4 Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) ile Görüntüleme Sonuçları 

Yüzeyde MRSA, MSSA, VRE ve VSE varlığını ve bağlanmasını gözlemlemek için 

antibiyotik enjeksiyonu olan ve olmayan sensör çiplerinin SEM mikromorfolojisi 

analiz edilmiştir. MRSA, MSSA, VRE ve VSE suşları için SEM görüntüleri Şekil 6.15 ve 

6.16’da gösterilmektedir. Antibiyotik uygulamasında sonra elde edilen görüntüler 

ile antibiyotik uygulaması olmadan elde edilen görüntüler arasında anlamlı bir fark 

olmadığı belirlenmiştir. Bu sonuç, SPR sisteminin SEM cihazından daha doğru 
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ölçümler aldığını göstermiştir. SEM sonuçları ayrıca bakterilerin poly-L-lysine kaplı 

yüzeye başarılı bir şekilde bağlandığını göstermiştir. 

 

 

 

 

 

Şekil 6.15 Antibiyotik enjeksiyonu yapılmayan bakterilerin SEM mikrografları. (a) 
4.59 KX büyütmede metisiline dirençli S. aureus; (b) 4.59 KX büyütmede metisiline 

duyarlı S. aureus; (c) 5 KX büyütmede vankomisine dirençli Enterococcus; (d) 5 KX 

büyütmede vankomisine duyarlı Enterococcus 

6.6 MRSA için Kantitatif Analiz Sonuçları 

Hastane veya gıda kaynaklı bakterilerin tespiti için protein G tabanlı 

immobilizasyon yapılan altın yüzey SPR sisteminde kullanılmıştır. Bu sistemde 

cihazın optimizasyonu sağlamak için mecA genini taşıyan ve metisiline direnci 

olduğu bilinen Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300 ile tek kanalda 

denemeler gerçekleştirilmiştir. Daha sonra aynı anda birden fazla bakterinin tespiti 

için tasarlanan kanal ile eş zamanlı ve gerçek zamanlı analizler gerçekleştirilmiştir. 

6.6.1 Antikorların İmmobilizasyonu 

Yüzeyde 11-MUA ile SAM oluşturulduktan sonra EDC/NHS kimyası ve protein G 

kullanılarak antikorun yüzeye immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir (Şekil 6.17). 

mAb’lerin MRSA’ya karşı konjugasyonu RU’da meydana gelen değişimler ile 

anlaşılmıştır. Protein G’ye antikorlar bağlandıktan sonra RU’da artış meydana  
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Şekil 6.16 Antibiyotik uygulanan bakterilerin SEM mikrografları. (a) 2 KX 

büyütmede metisiline dirençli S. aureus; (b) 2 KX büyütmede metisiline duyarlı S. 

aureus; (c) 5 KX büyütmede vankomisine dirençli Enterococcus; (d) 5 KX 

büyütmede vankomisine duyarlı Enterococcus 

gelmiştir. Yüzeye antikor gönderdikten sonra yapılan PBS ile yıkamada yüzeyden 

herhangi bir ayrılma meydana gelmediği için RU da azalma görülmemiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.17 Yüzeyin işlevselleşmesine bağlı sistemde meydana gelen SPR yanıtını 

gösteren sensogram  
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6.6.2 Tek Kanal ile Bakteri Tespiti 

Protein G tabanlı sistem ile yüzeye bağlanan monoklonal anti-S. aureus antikoru 

aracılığıyla tek kanallı SPR sisteminde Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 

43300, ~106 KOB/mL konsantrasyonunda PBS içinde 8 µL/dk hızla peristaltik 

pompa aracılığıyla modifiye edilmiş altın çip yüzeyine gönderilmiştir (Şekil 6.18). 

Sisteme bakterinin gönderilmesi ile RU’da bağlanmaya bağlı olarak değişim 

meydana gelmiştir. Bakterinin yüzeye bağlanma açısı 0,120° olarak hesaplanmıştır. 

Bağlanan bakterilerin görüntüsü taramalı elektron mikroskopu ile görüntülenmiştir 

(Şekil 6.19).  

MRSA suşlarının kalibrasyon eğrisini çizebilmek için çip yüzeyi 11-MUA ile 

kaplandıktan sonra 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS oranında hazırlanan kimyasal serbest 

karbonil grupları aktifleştirmek için yüzeye 8 µL/dk olacak şekilde gönderilmiştir. 

Daha sonra yüzeye gönderilen protein G ile antikorların immobilizasyonu 

sağlanmıştır. Yüzeyde serbest kalan ve özgül olmayan bağlanmalara neden 

olabilecek bölgeler 100 µg/mL oranında BSA gönderilerek bloke edilmiştir. BSA’dan 

sonra yüzeye PBS gönderilerek sabit bir taban çizgisi oluşması sağlanmıştır. Bu 

şekilde yüzeyin işlevselleştirilmesi gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.18 İşlevselleştirilmiş yüzeyde bakterinin bağlanmasını gösteren 

sensogram 
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Şekil 6.19 Protein G tabanlı immobilizayon ile altın yüzeyine bağlanan MRSA’ların 

SEM görüntüsü 

Daha PBS içerisinde bakteriler gönderilmiştir. Yüzeye bakteriler en düşük 

konsantrasyondan (~101-107 KOB/mL) başlanarak gönderilmiştir. Çalışma aralığı 

4-7 log CFU/mL olarak bulunmuştur. MRSA’ya ait kalibrasyon eğrisi Şekil 6.20’de 

gösterilmiştir. MRSA konsantrasyonuna bağlı olarak SPR yanıtındaki değişimin 

regresyon denklemi y=0,0266x + 0,0089 ve determinasyon katsayısı (R2) ise 0,9568 

olarak bulunmuştur. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.20 Çeşitli konsantrasyonlarda MRSA’nın altın yüzeye bağlanması 

sonucunda RU’da meydana gelen değişimin eğrisi 
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SPR sistemlerinde çip yüzeyinin işlevselleştirilmesinde, pH, monolayer tipi, 

immünoassay ajanları ve deney formatı sistemin optimize edilmesinde kulllanılacak 

çeşitli parametrelerdir. SAM oluşturmak için genel olarak 11-MUA kullanılmaktadır. 

Mevcut olan kaplama metaryaline alternatif olarak; tri ve heksa etilen glikol ile 

sonlanan alkan monotiyol yüzeyi bir çalışmada geliştirilmiştir [331]. 

Gerçekleştirilen bu çalışmada, E. coli O157:H7’ye karşı saflaştırılmış monoklonal 

(mAb) ya da poliklonal (pAb) antikorlar aktive edilmiş bir sensör çipi üzerinde 

immobilize edilmiş ve E. coli O157:H7’yi tespit etmek için doğrudan ve sandviç 

yöntemleri gerçekleştirilmiştir. Ayrıca protein G tabanlı algılamanın etkisi ve 

birincil ve ikincil antikor konsantrasyonlarının sandviç testine etkisi araştırılmıştır. 

Sandviç yöntemiyle yaklaşık olarak 103 KOB/mL oranında E. coli O157:H7 

saptanmıştır. Direkt yöntem ve protein G tabanlı sistemde sırasıyla 106 KOB/mL ve 

104 KOB/mL oranında E. coli O157:H7 saptanmıştır. Sonuçlar, alkanetiyol SAM 

tabanlı SPR biyosensörünün sandviç testi kullanılarak hızlı ve spesifik bir şekilde E. 

coli O157:H7’yi saptama potansiyeline sahip olduğunu ortaya koymuştur. Bu 

çalışmadan elde edilen veriler tez çalışması ile uyumludur. 

6.6.3 Çok Kanallı Sistem ile Bakterilerin Tespiti 

Tek kanal ile sistemin optimizasyonu gerçekleştirildikten sonra 3 kanallı sistemde 

denemelere geçilmiştir. Temin edilen 10 adet MRSA klinik izolatlarının eş zamanlı 

ve online olarak tespiti çoklu olarak gerçekleştirilmiştir. Modifiye edilmiş sensör 

üzerine kaplanan antikorlar hedef mikroorganizmaları yakalamış ve 

mikroorganizmaların yüzeyde gelişimi anlık olarak saptanabilmiştir. Şekil 6.21’de 

üç kanallı sistemin yazılımının görüntüsü verilmiştir. Sisteme ilk olarak, steril saf su 

gönderilmiştir. Birinci, ikinci ve üçüncü kanalda sistemin saf suyu algılamasıyla 

beraber OK işareti yanmıştır. Yazılımda saf suyun SPR sisteminde meydana getirdiği 

açının rezonans değeri ile oluşan grafik sistemin çalışılır durumda olduğunu 

gösterdikten sonra sisteme sırasıyla PBS, EDC/NHS karışımı, PBS, su, protein G, 

antikor ve BSA akışı peristaltik pompa aracılığıyla sağlanmıştır. Daha sonra pozitif 

kontrol olarak MRSA (~106 KOB/mL) ve negatif kontrol olarak Staphylococcus 

aureus subsp. aureus ATCC 29213 (~106 KOB/mL) sisteme gönderilmiştir. Referans 

kanalda PBS kullanılmıştır. Analiz sonucunda referans kanalda herhangi bir değişim 
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meydana gelmemiştir. Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213 SPR 

açısında bir değişim meydana getirmezken, MRSA 0,150°lik bir açı kayması 

oluşturmuştur (Şekil 6.22). Klinik örneklerin tamamına uygulanan denemeler 

sonucunda açı kaymasının 0,110°-0,150° arasında değiştiği belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.21 Üç kanallı SPR sisteminin yazılım görüntüsü; Kanal 1: Kırmızı; Kanal 2: 

Yeşil; Kanal 3: Mavi renkli sinyal 

Şekil 6.22 Üç kanallı SPR sisteminde antikor yakalanması ve bakteri bağlanması 

deneyi; MRSA1: Pozitif Kontrol, PBS: Referans Kanal, MSSA: Negatif Kontrol 

Protein G, immünoglobülin G’nin (IgG) Fc kısmı ile spesifik bir etkileşim 

sergilediğinden, geliştirdiğimiz biyosensör sistemi antikoru olan tüm 

mikroorganizmalara kolaylıkla uyarlanabilir bir model sistem olarak tasarlanmıştır. 

Biyosensör sisteminde hiçbir değişiklik yapmadan sadece uygun antikorlar 

kullanılarak, tüm antikoru olan mikroorganizmaların tespit edilmesine olanak 
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sağlamaktadır. Protein G tabanlı immobilizasyon tekniği MRSA örnekleri için SPR’de 

tanımlamada daha önce literatürde kullanılmamıştır. Ancak Tokel, vd. [332] yaptığı 

bir çalışmada, tez çalışmasında kullanılan protein G tabanlı yüzey kimyası 

kullanılarak anti-E. coli antikoru aracılığıyla E. coli yakalanmıştır. Kullanılan sistem 

ile ~105 ve 3,2 x 107 KOB/mL konsantrasyon aralığında E. coli saptanabilmiştir. Bu 

sonuçlar gerçekleştirilmiş olan tez çalışmasının sonuçları ile benzerlik 

göstermektedir. Oh, vd. [333] Salmonella Typhimurium’u 102-109 KOB/mL ve 

Legionella pneumophila 105 KOB/mL aralığında tespit etmek için protein G ile 11-

MUA kullanmışlardır [334]. Ayrıca SAM üzerinde bir protein G katmanı bulunan SPR 

biyosensörünü kullanarak 102-107 KOB/mL seviyesine kadar Salmonella 

Paratyphi'yi saptamıştır [335]. Literatürde bildirilen bu çalışmalar ile tezde 

tasarlanmış olan protein G tabanlı sistem karşılaştırıldığında, tezde kullanılan 

sistemin başarılı bir şekilde çalıştığı görülmektedir. 

Geliştirilen kanal sistemi ile aynı anda bir çip üzerinde gerçek zamanlı olarak farklı 

üç analiz gerçekleştirilebilmektedir. Çoklu kanal SPR sistemleri daha önceden 

yapılan çalışmalarda da bildirilmiştir. E. coli O157:H7, Salmonella choleraesuis 

serotype Typhimurium, L. monocytogenes ve Campylobacter jejuni çok kanallı bir 

SPR sistemi ile kantitatif ve eş zamanlı olarak tespit edilmiştir [336]. Bu çalışmanın 

dinamik aralığı tez çalışması ile benzerlik göstermektedir. 

MRSA penisilin vb. antibiyotiklere direnç göstermektedir. MRSA’nın tespitine bu 

antibiyotiklere karşı sergiledikleri davranışa göre dirençli olup olmadıkları 

konusunda karar verilmektedir [337]. Tawil, vd. [264] tarafından yapılan bir 

çalışmada, 250 adet S. aureus klinik izolatının β-laktam antibiyotiklere karşı 

duyarlılıkları incelenmiştir. Bunların 16’sı MSSA, 207’si MRSA ve 27 adedi sınırda 

oksasiline dirençli S. aureus olduğu belirlenmiştir. β-laktam antibiyotiklere karşı 

düşük afiniteye sahip penisilin bağlayıcı protein 2a (PBP2a) özelliğinden 

yararlanılarak MRSA, MSSA ve BORSA birbirinden ayırt edilebilmiştir. 

Çapraz reaktivite biyolojik sistemlerde büyük bir sorundur. Bu amaçla 

kullandığımız antikorun MRSA’ya karşı özgüllüğünü kanıtlamak amacıyla aynı 

analiz koşullarında modifiye edilmiş altın çip yüzeyine MSSA yerine E. coli ATCC 

25922, ~106 KOB/mL konsantrasyonunda çapraz reaksiyon olup olmadığını 



99 

 

saptayabilmek için sisteme gönderilmiştir. E. coli ATCC 25922 yüzeye 

gönderildikten sonra SPR açısında önemli bir değişiklik olmamıştır (Şekil 6.23).  

Kullanılan antikorun bakteriye olan özgüllüğünü belirleyebilmek için kontrol 

bakterisi ile aynı analizler gerçekleştirilebilmektedir. Tez çalışmasında anti-MRSA 

antikorunun spesifitesini belirlemek için negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 

kullanılmıştır. Baccar, vd. [338] tarafından yapılan bir çalışmada SPR tabanlı bir 

biyosensör geliştirilmiştir. Bu çalışmada biyolojik tanımlama ajanı olarak anti-E. coli 

antikoru kullanılmıştır. Çapraz reaktiviteye bakmak için ise Lactobacillus 

kullanılmıştır. Tez çalışmasında olduğu gibi herhangi bir bağlanma meydana 

gelmemiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.23 Anti-MRSA antikorunun MRSA bakterisine özgüllüğü 

MRSA saptanmasında çok farklı sistemler kullanılabilmektedir. Louie, vd. [339] 

tarafından yapılan bir çalışmada MRSA’nın saptanması için üç farklı yöntem 

kullanılmıştır. Prob temelli Velogene Hızlı MRSA tanımlama testi, lateks 

aglütinasyon MRSA-Screen ve BBL Crystal MRSA ID Sistemi kullanılmıştır. 

Kullanılan yöntemler birbirleriyle kıyaslanmıştır. Başka bir çalışmada [92], E. coli 

O157:H7 ve MRSA, SPR aracılığıyla tanımlama elemanı olarak bakteriyofaj 

kullanılarak saptanmıştır. E. coli’yi saptamak için T4 bakteriyofajı, S. aureus için 

BP14 bakteriyofajı kullanılmıştır. İşlevselleştirilen bu sistem ile 103 KOB/mL 

konsantrasyonda bakteri 20 dk’dan daha az bir süre içerisinde saptanabilmiştir. Bu 
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şekilde geleneksel metotlarla karşılaştırıldığında biyosensör sistemlerinin daha 

hızlı sonuçlar verdiği kanıtlanmaktadır. 

Bu tez çalışması protein G tabanlı immobilizayon ve çok kanallı SPR sistemi ile 

bakterilerin tespitini kısa sürede ve eş zamanlı olarak gerçekleştirilebileceğini 

göstermiştir. Ancak sistemden alınan SPR sinyalinin düşük olması yeni 

immobilizayon yöntemlerinin geliştirilmesi gerekliliğini göstermektedir. 

6.7 Kanser Biyomarker Tespit Sonuçları 

Tezin bu aşamasında Amerika Bileşik Devletleri’nde bulunan Connecticut 

Üniversitesi’nin Kimya Bölümünde bulunan SPRi cihazı kullanılmıştır. Çalışmanın 

başında yapılan deneylerde 25 spot içeren çiplere PSA antijeni uygulanmıştır. Bu 

çalışmalarda PSA antijenin optimizasyonu yapılarak kalibrasyon grafiği ve 

belirlenme sınırı belirlenmiştir. Daha sonra yapılan deneylere piyasada 25 spot 

içeren çip üretiminin olmamasından dolayı 16 spot içeren çipler ile devam 

edilmiştir. Ancak 25 spot içeren çip için uygulanan prosedür, 16’lı için 

kullanıldığında sistemden sonuç alınamamıştır. Bunun nedeni, 25 spot içeren çipte 

kullanılan spotların daha küçük olması ve 16 spot içeren çipi üretmek için kullanılan 

camın kalınlığının 25’liden daha fazla olması ve bununda refraktif indeksteki 

değişimleri etkilemesinden kaynaklandığı belirlenmiştir. Bu tespitten sonra 

çalışmanın geri kalanında 16 spot içeren çipler için rejenerasyon metodu ve 

optimizasyon koşulları belirlenmiştir. Daha sonra tek bir çip üzerinde çoklu 

tespitler gerçekleştirilmiştir. 

Prostat kanseri veya diğer kanser türlerinin teşhisi ve evresi hakkında bilgi vermesi 

amacıyla mikroakışkan kanal temelli SPRi sistemi kullanılarak birden fazla 

biyomarkerın çoklu tespiti gerçekleştirilmiştir. SPRi kullanarak yüzeyde meydana 

gelen değişimler hem kalitatif hem de kantitatif olarak ölçülmüştür. PSA ölçümüne 

dayalı testler prostat kanseri taraması için büyük öneme sahiptir. Prostat kanserinin 

teşhisi ve evresinin belirlenmesinde proteinlerin saptanması için çoklu ve manyetik 

partikül esaslı bir immünoanaliz mikroakışkan sistemli SPRi sisteminde 

kullanılmıştır. SPRi sisteminde gerçekleştirilen çoklu analiz sayesinde sadece 

prostat değil diğer bazı kanser türlerinin teşhisi ve evresi hakkında da bilgi elde 

edilebilecektir. Bu çalışmada ilk başta prostat spesifik antijeni için çalışmalar 
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gerçekleştirilmiştir. Sistemin duyarlılığı ve seçiciliği üzerine genel bilgiler 

edinildikten sonra çoklu tespit için optimizayon çalışmaları yapılmıştır. 

6.7.1 Rejenerasyon Metodunun Belirlenmesi 

Sensör çip yüzeyi, deney sırasında yeniden kullanılmak üzere rejenere 

edilebilmektedir. Rejenerasyon, analitin çıkarılması gerektiği, ancak ligandın yüzey 

üzerinde sağlam kalması gerektiği anlamına gelmektedir. Bunu yapmak için, 

rejenerasyon koşullarının ligandda geri dönüşü olmayan hasara neden olmaması 

gerekmektedir. Rejenerasyon şartlarının belirlenmesi için PSA standart olarak 

kullanılmıştır. Daha sonra yapılan çalışmalarda süre ve rejenerasyon sıvısının 

kullanılma sayısı hakkında optimizasyonlar yapılmıştır. Ligand-analit kompleksinin 

kapalı oranı yüksekse, analit yüzeyden kısa sürede ayrışabilmektedir. Bununla 

birlikte, bu çalışmada ligand-analit kompleksinin kapalı oranı düşük olduğu için 

çoklu analit enjeksiyonlarının yürütülmesi için bir rejenerasyon adımı 

gerçekleştirilmiştir. Çipin yüzeyini yenilemek için 10, 20, 50 ve 100 mM NaOH ve 10, 

20, 50 ve 100 mM HCl’nın değişen konsantrasyonu kullanılmıştır. Her NaOH ve HCI 

konsantrasyonu için ayrı ayrı deneyler yapılmıştır. Her bir antijen çalışması 

arasında, çalışma tamponu altında bir ayrışma süresinden sonra, yüzey NaOH veya 

HCI enjeksiyonu ile rejenere edilmiştir. Ligand aktivitesine zarar vermeyen, 10 mM 

NaOH’nın en iyi rejenerasyon çözeltisi olduğu bulunmuştur. Bu konsantrasyon diğer 

deneylerde de rejenerasyon çözeltisi olarak kullanılmıştır. 

SPR sisteminin ELİSA gibi geleneksel metotlar üzerindeki en büyük avantajı 

yüzeyinin tekrar kullanılabilir olmasıdır. Bu amaçla kullanılacak olan rejenerasyon 

sıvısının seçimi son derece önemlidir. Rejenerasyon aşamasında primer 

antikorunun sensör yüzeyinde işlevselliğini ve tekrar kullanılabilirliğini koruyarak 

manyetik partikül ile konjuge edilmiş sekonder antikor ve antijen yüzeyden 

uzaklaştırılmıştır. Yüzey 8 kereden daha fazla rejenere edilebilmiştir. Yapılan başka 

bir çalışmada yüzey rejenerasyonu için asetik asit+%0,1 SDS (pH 4,5) kullanılmıştır 

ve yüzey bu çözelti ile 10 defadan daha fazla rejenere edilebilmiştir [340].  
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6.7.2 SPRi Çipleri için Antikor Konsantrasyonunun Optimizasyonu 

Spot sayısı 25 olan çipin optimum Ab1 konsantrasyonu bilindiğinden [315], tekrar 

optimize edilmemiştir. Spot sayısı 16 olan çipi optimize etmek için kullanılan farklı 

Ab1 konsantrasyonları 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 µg/mL olarak belirlenmiştir. 

Ancak 25 ve 50 µg/mL için sonuçlar anlamlı olmadığı için grafikler verilmemiştir. 

Şekil 6.24’te görüldüğü gibi, ilk konsantrasyon olan 0 pg/mL, rejenerasyon 

aşamasından sonra PBS-T taban çizgisine düşmemiştir. Ek olarak, 12,5 pg/mL, 

rejenerasyondan sonra PBS-T taban çizgisini arttırmıştır. Bu durum, 100 µg/mL 

Ab1’in spotun tüm yüzeyini kaplamaması ve daha sonra rejenerasyon çözeltisi 

sisteme enjekte edildiğinde, yüzeyde NaOH birikmesi ile açıklanabilmektedir. Ab1 

eklendikten sonra spotun yüzeyinde boş alan olmamalıdır. Bu nedenle, en iyi Ab1 

konsantrasyonunu diğer konsantrasyonlar üzerine çalışmalar yapılarak 

belirlenmeye çalışılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.24 Farklı PSA konsantrasyonunun SPR sensör yüzeyi üzerinde kovalent 

olarak hareketsizleştirilmiş Ab1’e (100 µg/mL) MP-Ab2 ile bağlanması 

Ab1 konsantrasyonu 250 µg/mL olduğunda, BSA ve Ab1 spotları arasında renk 

açısından farklı kontrast tespit edilmiştir. Spot üzerinde BSA olanlar Ab1’lerden 

daha koyu renkte görüntülenmiştir. İlk olarak, gelen ışığın açısı BSA üzerinden 

çizilen hat üzerinden ayarlanmıştır. Antijen konsantrasyonu 0 pg/mL’de sonuç 

alındıktan sonra, rejenerasyon çözeltisi sisteme enjekte edilmiştir. Ancak taban 

çizgisi, PBS-T’nin ilk taban çizgisi altında kalmıştır. Bu nedenle, karanlık/parlaklık 
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ayarlanması Ab1’e göre yapılmıştır. Her PSA konsantrasyonundan sonra iyi sonuçlar 

elde edilmiştir (Şekil 6.25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.25 SPR sensör yüzeyi üzerinde farklı PSA konsantrasyonunun MP-Ab2 ile 

kovalent olarak hareketsizleştirilmiş Ab1’e (250 µg/mL) bağlanması 

Ab1 konsantrasyonu 250 µg/mL’ den iyi sonuçlar elde edilmesine rağmen, çip yüzeyi 

500 µg/mL Ab1 ile de test edilmiştir. Her konsantrasyondan sonra, taban çizgisini 

elde etmek için en az 11 kez rejenerasyon gerçekleştirilmiştir (Şekil 6.26). Çok 

sayıda rejenerasyon işleminin gerçekleştirilmesi taban çizgisine ulaşmanın 

güçleştiğini göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.26 Farklı PSA konsantrasyonunun SPR sensör yüzeyi üzerinde kovalent 

olarak hareketsizleştirilmiş Ab1’e (500 µg/mL) MP-Ab2 ile bağlanması 
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Taban çizgisine kolayca ulaşmak SPRi deneyinin önemli bir parçasını 

oluşturmaktadır. Bu nedenle bu konsatrasyonun da primer antikor için uygun bir 

konsantasyon olmadığı tespit edilmiştir.  

Ab1 konsantrasyonu 500 µg/mL olarak kullanıldığında rejenerasyonda meydana 

gelen zorluklar 1000 µg/mL Ab1 konsantrasyonu kullanıldığında da ortaya çıkmıştır 

(Şekil 6.27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.27 SPR sensör yüzeyi üzerinde farklı PSA konsantrasyonunun MP-Ab2 ile 

kovalent olarak hareketsizleştirilmiş Ab1’e (1000 µg/mL) bağlanması 

Birleşme fazı dengeye ulaştığında, antijenlerin tamamı antikora bağlandığından 

ayrılma fazı oluşmamıştır. Bununla birlikte, yüksek miktarda antikor kullanılması 

nedeniyle hala antijene bağlanmamış antikor bölgeleri bulunmaktadır. 

Rejenerasyon adımı sırasında, analitin liganddan çıkarılmasının zor olduğu tespit 

edilmiştir. Antijen konsantrasyonu 0 pg/mL olduğunda bile taban çizgisi zorlukla 

elde edilmiştir. Bu nedenle, rejenerasyon işlemi 11-14 kez gerçekleştirilmiştir. 

Ancak taban çizgisine ulaşılamamıştır. 

Sonuç olarak, 16 spot çip için 4 farklı konsantrasyon (100, 250, 500, 1000 µg/mL) 

kullanılmıştır. Kullanılan konsantrasyonlar için sonuçları daha anlamlı hale 

getirmek için kalibrasyon eğrileri çizilmiştir. Kalibrasyon eğrilerini çizmek için 

kullanılan antijen konsantrasyonları 12,5, 25 ve 100 pg/mL olarak belirlenmiştir. 

Şekil 6.28’de görüldüğü gibi, 100 µg/mL Ab1 için SPRi açısı kaymaları, antijen 

konsantrasyonu arttıkça azalmıştır. 
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Şekil 6.28 Yakalama antikoru 100 µg/mL için kalibrasyon eğrisi 

Ab1 konsantrasyonu 250 ve 500 µg/mL olarak kullanıldığında, SPR yanıtı, artan 

antijen konsantrasyonuna bağlı olarak yükselen sinyal vermiştir (Şekil 6.29). Ab1 

konsantrasyonu 250 µg/mL, 500 µg/mL Ab1’den biraz daha fazla artan sinyale 

neden olmuştur. 

Şekil 6.29 Yakalama antikoru 250 ve 500 µg/mL için kalibrasyon eğrisi 

Ab1 konsantrasyonu 1000 µg/mL olduğunda, 100 µg/mL Ab1’de olduğu gibi sinyal 

azalmasıyla sonuçlanmıştır (Şekil 6.30). Sonuç olarak, rejenerasyon işlemi de göz 

önüne alınarak 250 µg/mL Ab1 konsantrasyonu, en iyi yakalama antikor 

konsantrasyonu olarak seçilmiştir. 
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Şekil 6.30 Yakalama antikoru 1000 µg/mL için kalibrasyon eğrisi 

SPRi sisteminden elde edilen verilere göre, en iyi rejenerasyon çözeltisi 

konsantrasyonu 10 mM NaOH’dır. Spot sayısı 16 olan çip için en iyi Ab1 

konsantrasyonu 250 µg/mL’dir. Bu nedenle, optimizayon çalışmaları dikkate 

alınarak daha ileri çalışmalar yapılmıştır. 

SPR’da yüzeye bağlanan reseptör için uygun konsantrasyonun bulunması çalışma 

için büyük önem arz etmektedir. Yakalama antikoru olarak bilinen primer antikorlar 

için en uygun konsantarasyon 250 µg/mL olarak bulunmuştur. Bu sonuç SPRi 

kullanılarak CA125/MUC16 biyomarkerının tespitinde de primer antikor 

konsantrasyonunu 200 µg/mL olarak belirleyen çalışma ile uyumludur [341].  

6.7.3 Çipler Yeniden Kullanım Yöntemlerinin Sonuçları 

Deneyden sonra, kullanılmış altın çiplerinin yenilenmesi SPRi’nin tekrarlanabilir 

sonuçlar elde etmesi açısından çok önemlidir. Çip rejenere edilebilirse, birçok 

deneyde tekrar kullanılabilmektedir. Piranha ve %5 SDS kullanma amacımız, 

kullanılan çipin yüzeyindeki tüm analiti uzaklaştırmaktır. Bununla birlikte, UV 

işlemi SAM’in yüzeyden uzaklaştırılması için kullanılmıştır. Ancak her iki 

prosedürde de bir spota bir damla su eklendikten sonra spot yüzeyinde suyun 

tutunmadığı anlaşılmıştır. Yani piranha veya SDS çözeltisi hidrofobik arka plan 

katmanına zarar vermiştir. Bu nedenle bu solüsyonların çipe uygulanma süreleri 

konusunda çalışma yapılarak çipin tipine en uygun süreler tespit edilmiştir. 
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Materyal ve metot kısmında belirtilen süreler çiplerin tekrar kullanılması için uygun 

metot olarak belirlenmiştir. 

6.7.4 3D Baskılı Kanal Parçasının Tasarımı 

O-ring kullanılarak yapılan analizlerde karşılaşılan sorunlardan dolayı 

mikroakışkan kanal analiz sonuçlarının daha tutarlı ve kısa sürede alınmasını 

sağlayacağından 16 spot içeren çiplerde kullanılmıştır. SPRi cihazı için 

mikroakışkan kanal parçası, Autodesk’in 123 tasarım yazılımı kullanılarak 

tasarlanmıştır. Bir serpantin kanal parçası, Formlabs Form 2 SLA 3D Yazıcı ile akrilat 

esaslı esnek reçine kullanılarak imal edilmiştir. Autodesk programı aracılığıyla 16 

spot çipi için tasarlanan kanal Şekil 6.31A’da gösterilirken, Şekil 6.31B, 3D baskıdan 

önce Preform sürümüne dönüştürülmüş 16 spot çipi için kanalı göstermektedir. 

 

 

 

 

 

Şekil 6.31 (A) Autodesk’ten elde edilen 16 spot çipi için kullanılacak olan kanalın 
görünümü; (B) Preform’dan elde edilen 16 spot çipi için kullanılacak olan kanalın 

görünümü 

6.7.5 PSA’nın Optimizasyonu ve Kalibrasyonu için Sonuçlar 

PSA, prostat kanseri için hastada tespit edilebilen FDA onaylı tek bir biyomarkerdır. 

SPRi sisteminin çalışma durumu PSA biyomarkerı kullanılarak optimize edilmiştir. 

Çoklu analizlerden önce PSA’ın kalibrasyon eğrisi ve saptama limiti elde edilmiştir. 

İlk başta farklı konsantrasyonlarda (12,5, 25, 50 ve 100 pg/mL) PSA ile çalışılmıştır. 

Sonuçlar Şekil 6. 32’de gösterildiği gibidir. 

PSA için doz-yanıt eğrisi, bağlanma sonrası ile bağlanma öncesi farklardan elde 

edilen veriler dikkate alınarak hesaplanmıştır (Şekil 6.33). Bu çalışma için saptama 

A B 
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sınırı 12,5 pg/mL’dır. PSA’nın SPR ile tespiti ile ilgili önceki çalışmalar, çok daha 

düşük konsantrasyonun tespit edilebileceğini göstermiştir [314, 342]. Bu nedenle, 

bir sonraki çalışma çok daha düşük PSA konsantrasyonunun incelenmesi üzerine 

planlanmıştır. 

Şekil 6.32 SPRi sensör yüzeyi üzerinde kovalent olarak immobilize edilmiş Ab1’e 

farklı PSA konsantrasyonunun MP-Ab2 ile bağlanması 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.33 Değişen PSA konsantrasyonlarının kalibrasyon grafiği 

SPR görüntüleri tüm dizi için gerçek zamanlı olarak toplanmıştır. Deneyden önce, 

yüzey üzerinde sabitlenmiş Ab1 ve BSA’nın “referans görüntüsü” alınmıştır. Yüzey 

MP-PSA-Ab2PSA analitine maruz bırakıldıktan sonra, “bağlanma sonrası görüntü” 
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olarak adlandırılan başka bir görüntü alınmıştır. “Fark görüntüsü”, bağlanma 

sonrası görüntülerden referans görüntünün çıkarılmasıyla elde edilmiştir. Bu fark 

görüntüsü, analitin liganda bağlı olduğu her yerde artan bir şekilde yansıtma 

göstermektedir. Elde edilen fark görüntüsü yeniden renklendirilmiştir ve daha 

sonra düzenlenmiştir. Şekil 6.34’te görüldüğü gibi, 100 pg/mL, Ab1’e en yüksek 

bağlanma miktarını göstermektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.34 PBS-T’de seyreltilmiş farklı PSA konsantrasyonu için yeniden 

renklendirilmiş SPR farkı görüntüsü 

PSA örneklerinin daha düşük konsantrasyonları başka bir çalışmada hazırlanmıştır. 

Bu PSA konsantrasyonları 0, 10, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 25000 fg/mL’dır. Taze 

antijen yüzeyi elde etmek için bağlı MP-Ab2PSA-PSA’nın ayrılması, 1 dk süreyle 210 

µL/dk’da 10 mM NaOH ile gerçekleştirilmiştir. Bu adım, taban çizgisini elde etmek 

için üç kez gerçekleştirilmiştir. Yıkama ve rejenerasyon aşamalarından sonra, çip 

yüzeyi diğer PSA konsantrasyonu ile muamele edilmiştir. BSA negatif kontrol olarak 

kullanılmıştır. BSA spotları için önemsiz sinyal artışları gözlenmiştir. Spesifik 

olmayan bağlanmayı ortadan kaldırmak için BSA spotlarından elde edilen sinyalin 

ortalama sonuçları PSA spotlarından elde edilen sonuçlardan çıkarılmıştır. Bu 

çalışmanın kalibrasyon grafiği, SPR yanıtı ile PSA konsantrasyonu arasında 0 fg/mL-

25 pg/mL aralığında iyi bir ilişki olduğunu göstermiştir ve korelasyon katsayısı 
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0,9678 olarak bulunmuştur. PSA için saptama sınırı 10 fg/mL’dır. Elde edilen 

kalibrasyon eğrisi Şekil 6.35’ te gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.35 Düşük PSA konsantasyonları için kalibrayon eğrisi 

Daha önce de belirtildiği gibi SPR analizi sırasında, spotların gerçek zamanlı 

görüntüleri sistem tarafından toplanmıştır. Ab1 ile kaplanmış olan spotlar üzerinde 

bağlanma meydana geldiğinden, spotlar parlaklaşmıştır. Yukarıda tarif edildiği gibi, 

bağlanma öncesi ve sonrası görüntüler çıkarılmıştır ve bir fark görüntüsü elde 

edilmiştir. Analizin fark görüntüsü Şekil 6.36’da gösterilmiştir. Görüldüğü gibi, MP-

PSA-Ab2PSA’nin spotlara bağlanma miktarı, artan konsantrasyona bağlı olarak 

artmıştır. 

 

 

 

 

 

Şekil 6.36 PBS-T içinde antikor kaplı manyetik partiküller üzerine önceden 

yakalanmış 0, 10 fg/mL, 1, 2,5, 5 ve 25 pg/mL PSA için SPR farkı görüntüsü 
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Sonuç olarak, MP-Ab2PSA üzerine yakalanan PSA’nın değişen konsantrasyonu, SPR 

yüzeyi üzerinde hareketsiz kılınan Ab1’e başarıyla bağlanmıştır. Ek olarak, fark 

görüntülerinin ve doz-yanıt kalibrasyon eğrisinin sonuçları başarı ile 

sonuçlanmıştır. PSA için analizlerin dinamik aralığının MP kullanılarak 10 fg/mL-

100 pg/mL aralığında olduğu bulunmuştur. 

Sandviç tipi immünosensörler ve immünoanalizlere dayanan yöntemler, eşleşen iki 

antikorun kullanılması nedeniyle birden fazla epitop ile çok değerlikli 

antijenlerin/analitlerin saptanması için geliştirilmiştir. Yüksek afiniteli antikorlar 

ve uygun etiketler genellikle saptanabilir sinyalin amplifikasyonu için 

kullanılmaktadır [343]. Bununla birlikte yüksek molekül ağırlığına sahip 

moleküllerin interaksiyonda kullanımları sinyal artışında avantaj sağlamaktadır. 

Tez çalışmasında, primer ve sekonder antikorlar kullanılarak sandviç yöntemi 

uygulanmıştır. Ek olarak, manyetik partiküller kullanılarak SPR sinyalinin artışı 

sağlanmıştır. Bununla beraber daha düşük limitlerde antijen tespiti (pg/mL) elde 

edilebilmiştir. Benzer sonuçlar, Teramura, vd. [344] tarafından yapılan çalışmada 

bulunmuştur. Bu çalışmada, beyin natriüretik peptidi (BNP) sandviç yöntemi ve 

biyotin-avidin interaksiyonu kullanılarak pikogram seviyelerinde tespit 

edilebilmiştir ve SPR sinyalinin amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Sinyal amplifikasyonunu sağlamak için manyetik partiküller biyotanımlama için 

etiket olarak geliştirilmiştir ve manyetik etiket tabanlı biyo-tahlillerdeki 

araştırmalar artan ilgi alanı haline gelmiştir. Taneciklerin manyetik özelliklerinin 

zaman içinde stabil kalması önemli bir özelliğidir. Manyetik mikropartiküller geniş 

bir yüzey alanına sahiptir ve birçok ligand mikropartikül yüzey üzerinde hareketsiz 

hale getirilebilmektedir. Ayrıca manyetik partiküllerin sıvı fazdan manyetik bir 

alanla ayrılması kolaydır [345, 346]. Manyetik partiküllerin bu avantajlarından 

yararlanılarak SPRi sisteminde sinyal amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Benzer 

çalışmalar manyetik partiküllerin sinyal amplifikasyonundaki önemini açıkça 

bildirmektedir. Soelberg, vd. [347] tarafından yapılan çalışmada düşük 

konsantrasyondaki analitlerin bile manyetik partiküller sayesinde örneklerden 

tespit edilebileceği belirtilmiştir. 
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6.7.6 Çevrimiçi Tespit Metodolojisi 

Metodolojimiz EDC/NHSS birleştirme kimyasına dayanmaktadır. SPR analizi 

yapılmadan önce, 11-MUA kullanılarak SAM oluşturulmuştur. Sensör çipi 

üzerindeki 11-MUA aracılığıyla oluşturulan karboksil grupları, 10 dk boyunca 

EDC/NHSS karışımı ile aktive edilmiştir. Daha sonra yakalama antikoru yüzeyden 

geçirilmiş ve esterler, Ab1’i çip yüzeyine kovalent olarak bağlamak için amino 

gruplarıyla kendiliğinden reaksiyona girmiştir. Yakalama antikorunun 

enjeksiyonundan sonra, kalan aktif esterleri deaktive etmek için etanolamin ve BSA 

yüzeyden geçirilmiştir. Ayrıca analize başlamadan önce yüzeyi şartlandırmak için 

10 mM NaOH kullanılmıştır. Tüm sensorgramlar Şekil 6.37’de gösterilmiştir. 

Şekil 6.37 Yakalama antikoru immobilizasyon işleminin sensogramı: (A) Çevrimiçi 

tespit işlemin görüntülenmesi; (B) çevrimiçi bloklama adımlarının görüntülenmesi 

Altın bir film üzerinde geleneksel antikor immobilizasyonu Au ile antikor arasında 

oluşturulan bir kovalent bağ ile meydana getirilmektedir. Bunu sağlamak için 

oluşturulan SAM ile EDC/NHS kimyası kullanılarak antikorun yüzeye kovalent 

olarak immobilizasyonu gerçekleştirilmektedir [315, 341, 342, 348]. Ancak tez 

çalışmasının aksine yapılan bir çalışmada antikor ile konjuge edilmiş manyetik 

partiküllerin yüzeyde tutunmasını sağlamak için prizmanın hemen altına manyetik 

sütun yerleştirilmiştir. Bu şekilde herhangi bir yüzey kimyası kullanılmadan 

antijenler, manyetik güçle yüzeyde tutunan manyetik partiküllere bağlanmıştır 

[345]. 

A B 
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Genel olarak SPR sisteminde çip yüzeyini bloklamak için etanolamin 

kullanılmaktadır [349]. Sistemde spesifik olmayan interaksiyonları önlemek için 

sürekli olarak akan tampon sıvının içine Tween-20 katılmıştır. Sadece etanolamin 

veya BSA kullanılan analizlerde negatif spot üzerinde göz ardı edilemeyecek kadar 

fazla sinyaller alınmıştır. Bu nedenle bu iki çözeltinin aynı anda kullanıldığı bir 

protokol geliştirilmiştir. Çip yüzeyinde meydana gelebilecek spesifik olmayan 

bağlanmaları minimize etmek için etanolamin ve BSA iki aşamalı bloklama için 

kullanılmıştır [314]. 

6.7.7 Antikorun Antijene Bağlanma Kinetiği 

Çoklu tespit için analitik protokolü gerçekleştirmeden önce SPR çiplerinde 

bağlanma kabiliyetini anlamak ve dinamik antijen aralığını belirlemek için, her bir 

antijenin mikrodizi üzerinde yakalama antikoruna bağlanma kinetiği araştırılmıştır. 

Antijenlerin birleşme ve ayrılma hızı, SPR sensör yüzeyine bağlı yakalama 

antikorlarına bağlandıktan ve ayrıldıktan sonra hesaplanmıştır. Her antijen için 

bağlanma verileri bir denge modeli kullanılarak hesaplanmıştır. Bu denklemler 

üzerine eş zamanlı doğrusal olmayan regresyon analizi uygulanarak en iyi birleşme 

hızı sabiti “𝑘𝑎”, ayrışma hızı sabiti “𝑘𝑑” ve denge sabiti “𝐾𝐷” değerleri elde edilmiştir. 

Birleşme oranı (6.1), ayrışma oranı (6.2)  ve denge sabiti (6.3) aşağıdaki gibidir:  

𝑑[𝐿𝐴]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑎[𝐿][𝐴] − 𝑘𝑑[𝐿𝐴] 

𝑑𝑅

𝑑𝑡
= −𝑘𝑑 × 𝑅 

𝐾𝐷 =
𝑘𝑑
𝑘𝑎

 

Bu eşitliklerde, “L” ligand, “A” analit, “LA” ligand-analit kompleski, “R” sistemin 

yanıtı ve “t” zamandır. CD14, VEGF-D ve IGF-I, farklı kanser tiplerinin 

saptanmasında çalışıldığından ve agresif prostat kanserine spesifik olduğu 

düşünüldüğünden bu çalışma için seçilmiştir. Analit ve ligand arasındaki etkileşimi 

belirlemek için, Au yüzeyi üzerinde hareketsiz kılınmış antikorlar aracılığıyla 

(6.1) 

(6.2) 

(6.3) 
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antijenleri yakalamak için CD14, VEGF-D ve IGF-I kinetikleri ölçülmüştür (Tablo 

6.4). Kinetik eşitlikler GraphPad Prism8 programı kullanılarak elde edilmiştir. 

Tablo 6.4 Antikorları yakalamak için antijen bağlanma parametreleri 

 

En yüksek birleşme hızı VEGF-D biyomarkerında meydana gelmiştir. En hızlı 

ayrışma hızı da CD14 biyomarkerı kullanıldığında elde edilmiştir. CD14 için dengeye 

ulaşmak daha uzun süre gerektirmiştir. Çünkü 𝐾𝐷 değeri en yüksek olan biyomarker 

CD14’dir. IGF-I ise en iyi denge sabitine sahip biyomarkerdır. 

Au çip üzerindeki antikorları yakalamak için MP-Ab2-Ag kompleksinin bağlanması, 

25-30 dk boyunca SPRi tarafından izlenmiştir, ardından sensörden sadece PBS-T 

tamponu geçirilirken 5 dk boyunca antijen-antikor kompleksinin ayrılması 

izlenmiştir. CD14, VEGF-D ve IGF-I için bu birleşme verileri, farklı antijen 

konsantrasyonları için Şekil 6.38’de gösterilmektedir. CD14, IGF-I ve VEGF-D’nin 

dinamik aralıkları sırasıyla 1-100 pg/mL, 1,1-110 pg/mL ve 0,5-100 pg/mL 

arasında tespit edilmiştir. 

Her biyomarkerın kendine has bir birleşme ve ayrışma fazına sahip olduğu tez 

çalışması tarafından doğrulanmıştır. Mani, vd. [342] tarafından yapılan çalışmada 

da PSA ve IL-6 antijenlerinin farklı birleşme ve ayrılma oranlarına sahip olduğu 

bildirilmiştir. Bu sonuç tez çalışmasından elde edilen sonuçları desteklemektedir. 

 

 

Analitin Ab1’e 

bağlanması 
𝒌𝒂(𝑴

−𝟏𝒎𝒊𝒏−𝟏)/𝟏𝟎𝟓 𝒌𝒅(𝒎𝒊𝒏−𝟏)/𝟏𝟎−𝟑 𝑲𝑫(𝒏𝑴) 

    CD14  15,5±0,4 5,9±0,3 3,82±0,3 

IGF-I  41,5±0,8 1,2±0,6 0,28±0,06 

VEGF-D  54,0±1,0 2,8±0,2 0,51±0,5 
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Şekil 6.38 CD14, IGF-I ve VEGF-D konsantrasyon serileri için SPRi birleşme veri 

yanıtı (CD14 için 0,1, 2, 5, 10, 100 pg/mL, IGF-I için 0, 1,1, 2,2, 5,5, 11, 110 pg/mL 
ve VEGF-D için 0, 0,5, 1, 2, 5, 100 pg/mL) 

6.7.8 MP-Ab2 Konjugatı Kullanılarak CD14, IGF-I ve VEGF-D’nin Çoklu Tespiti 

Ab2 konsantrasyonunu çoklu tespit için optimize etmek için üç farklı yöntem 

denenmiştir. En iyi çözelti, her Ab2’nin (10 µL) manyetik partiküllere ayrı ayrı 

eklendiği ve daha sonra 30 dk boyunca 37 °C’de inkübe edildiği çözeltidir. 

İnkübasyondan sonra, her MP-Ab2 kompleksinin stok çözeltisi bir vial içinde birlikte 

karıştırılmıştır. Her biyomarker aynı vialde bir araya getirilmiş ve istenen 

konsantrasyona seyreltilmiştir. MP-Ab2-Ag oluşturmak için, miks edilmiş MP-Ab2 

kompleksi ve miks biyomarker çözeltileri ile birleştirilmiş ve inkübe edilmiştir. 

CD14, IGF-I ve VEGF-D için yakalama antikorları ve negatif kontrol olarak %2 BSA 

her biri için dört spot olacak şekilde ekilmiştir ve inkübe edilmiştir. İnkübasyondan 

sonra bu çip sisteme takılmıştır ve MP-Ab2-Ag göndermeden önce etanolamin ve 
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BSA ile bloklama işlemine tabi tutulmuştur. Daha sonra seri bir şekilde her bir 

antijen konsantrasyonu sisteme enjekte edilmiştir. Ayrılma aşamasından sonra, 

bağlı MP-Ab2-Ag’nin ayrılması için rejenerasyon, 10 mM NaOH’nin kısa darbeleri ile 

gerçekleştirilmiştir. Yeni bir antijen yüzeyi elde etmek için, rejenerasyon adımı bir 

sonraki çalışma için kritiktir. Bu nedenle, her iki çalışma arasında rejenerasyon 

çözeltisi kullanılarak %80-100 taze yüzey oluşturulmuştur. Her konsantrasyondan 

sonra negatif kontrol olan BSA spotlarında düşük sinyaller görüldüğü gözlenmiştir 

(Şekil 6.39). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.39 Antijeni (100 pg/mL) algılama sırasında yakalama antikoru (kırmızı) ve 

bir BSA spotu (siyah) üzerine kaydedilen gerçek zamanlı SPRi yanıt eğrisi 

Spesifik olmayan bağlanmayı ortadan kaldırmak için kontrol BSA spotlarının sinyal 

sonuçları, tespit işlemi yapılan spotların sonuçlarından çıkarılmıştır. Sistem doyuma 

ulaştıktan sonra, tampon çözelti sistemden geçirilmiştir ve sinyal azalmıştır. Bu 

sonuç analit ve ligand arasında kuvvetli bir bağın olmadığını, çözünme hızının 

yüksek olduğunu yani 𝑘𝐷 değerinin yüksek olduğunu göstermektedir. SPR 

görüntüleri, deney sırasında bir kamera aracılığıyla gerçek zamanlı olarak 

yakalanmıştır. Yakalama antikoru ile kaplanan yüzeye spesifik bağlanmayı takiben, 

spotların yüzeyinde parlaklık meydana gelmiştir. BSA spotları üzerinde önemsiz 

yanıtlar izlenmiştir. Antijenlerin artan konsantrasyonuna bağlı olarak, spotların 

parlaklığı da artmıştır (Şekil 6.40).  
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Şekil 6.40 Antijenin artan konsantrasyonuna bağlı olarak çoklu algılama için fark 

görüntüleri (yukarıdan aşağıya) 

Çok düşük konsantrasyonda antijenin çoklu tespiti için manyetik partiküller ile 

sandviç yöntemi kullanılmıştır. Buzağı serumu içinde seyreltilmiş IGF-I, CD14 ve 

VEGF-D biyomarkerlarını içeren farklı antijen konsantrasyonularının, doz-tepki 

eğrilerini elde etmek için analizler gerçekleştirilmiştir. Kullanılan konsantrasyonlar 

0, 0,625, 6,25, 12,5, 25, 62,5, 125 pg/mL’dir. Çoklu tespit için LOD değeri 0,625 

pg/mL olarak tespit edilmiştir. Çoklu algılama için sistemin dinamik aralığı 0,625 ve 

125 pg/mL arasında bulunmuştur. Şekil 6.41’de görüldüğü gibi, MP-Ab2 kullanılarak 

seyreltilmiş buzağı serumundaki her biyomarker için kalibrasyon eğrisi, SPR 

yanıtının pg/mL aralığında artan konsantrasyonla arttığını göstermiştir. 

Tez çalışmasına benzer bir çalışma elektrokimyasal biyosensör kullanılarak 

yapılmıştır. Bu çalışmada çift taraflı kullanılan elektrotlar ile paralelli olarak 8 

biyomarker için eş zamanlı olarak HRP ile etiketlenmiş sekonder antikor 

kullanılarak ölçümler gerçekleştirilmiştir [350]. Tez çalışması bu araştırmadan elde 

edilen veriler ile uyumludur.  
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SPR yüzeyindeki spotların yüzey alanının azaltılması ölçümlerin daha hassas bir 

şekilde yapılacabileceğini göstermiştir. Bu fark 25 spot ve 16 spot içeren çiplerde 

yapılan deneyler ile farkedilmiştir. Ayrıca dizayn edilen kanal ile analitin sensör 

yüzeyine daha hızlı ve birikim olmadan enjekte edilmesi sağlanmıştır. Analizlerde 

kanal kullanılması pahalı ve az bulunan analitlerin hacimlerinin azaltılarak 

kullanılmasına olanak sağlamıştır [315]. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.41 Yakalama antikor spotları üzerindeki CD14, IGF-I ve VEGF-D 

biyomarkerları için kalibrasyon eğrisi 

Gelecekteki çalışmalarda biyomarkerlar arasında meydana gelebilecek çapraz 

reaksiyon çip yüzeyi eşit sayıda spot içerecek şekilde ikiye bölünerek elimine 

edilebilir. Ayrıca sıcaklık kontrol paneli entegre sistemler kullanılarak sistemde 

sıcaklığa bağlı meydana gelebilecek dalgalanmalar da önlenebilir. Bu tez 

çalışmasında hasta örnekleri üzerine denemeler yapılamamıştır. İlerleyen 
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çalışmalarda geliştirilen bu yöntem ile hasta örnekleri üzerinde çalışmalar 

yapılabilir ve SPRi sisteminin klinik çalışmalar için uygunluğu kanıtlanabilir. 

6.7.9 Micro Bicinchoninic Asit (μBCA)2 Protein Deneyi Sonuçları 

BCA reaktifi uygulanan MP-Ab2 ve MP’nin absorbansı 562 nm’de ölçülmüştür. MP-

Ab2 ve MP için elde edilen kalibrasyon eğrisi Şekil 6.42’de verilmiştir. MP-Ab2 

çözeltisinde bulunan ortalama Ab2 konsantrasyonunu hesaplamak için, ölçülen MP 

absorbansı MP-Ab2’den çıkarılmıştır. Ab2’nin doğrusal kalibrasyon eğrisi için, iki 

katlı seyreltme serisi, 0,0625 µg/mL’ye kadar 8,2 µg/mL başlangıç konsantrasyonu 

ile hazırlanmıştır. Her bir Ab2’nin kalibrasyon eğrisi Şekil 6.43’te verilmiştir. 

Manyetik partiküller üzerinde kaplanan Ab2 konsantrasyonu, her ikincil antikor için 

bu yöntemle doğru bir şekilde hesaplanmıştır. Manyetik partikül çözeltisine ilave 

edilen Ab2’lerin hepsi manyetik partiküllerle kompleks oluşturmamıştır. 

İnkübasyon ve yıkama aşamasından sonra, anti-CD14, anti-PSA, anti-VEGF-D ve 

anti-IGF-I için Ab2 konsantrasyonunun 4,51, 8,24 6,38 ve 4,00 µg/mL olduğu 

bulunmuştur. Bu tahmin biyokonjugatın hazırlık aşamasında 50 µg/mL Ab2 

kullanıldığında geçerlidir. 
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Şekil 6.42 µBCA protein deneyi için farklı MP-Ab2 ve MP konsantrasyonlarının 

absorbans yanıtı 
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Şekil 6.43 µBCA protein testi için saf anti-CD14, anti-PSA, anti-VEGF-D ve anti-IGF-

I Ab2’nin kalibrasyon eğrisi 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Gıda kaynaklı ve hastane kaynaklı enfeksiyonlar, morbidite ve mortaliteden 

sorumlu oldukları için halk sağlığı için önemli bir risk oluşturmaktadır. 

Enfeksiyonların erken teşhisi yapılırsa, bilinçli ve doğru seçim ile uygulanan 

antibiyotik tedavisi hastaneye yatırılan hastaların tedavisinde başarılı olacaktır. Bu 

nedenlerden dolayı, hastane enfeksiyonlarına neden olan bakterilerin hızlı 

tanımlanması uygun tedavi için önemlidir. Bu tez çalışmasında, dirençli veya duyarlı 

suşları hızlı bir şekilde tespit etmek için antimikrobiyal duyarlılık testinin 

kullanımını gösterilmiştir. MRSA ve VRE suşları antibiyotik akışı sırasında 

neredeyse sabit bir SPR açısına sahip olduğu belirlenmiştir. Sefoksitin ve 

vankomisin bakteri hücre duvarı sentezini engellediğinden, MSSA ve VSE suşları 

düzenli bir SPR açısı düşüşü sergilemiştir. Dirençli ve duyarlı suşlar, SPR 

kullanılarak 12 saatten daha az bir sürede (MRSA ve MSSA için 3 saat, VRE ve VSE 

için 6 saat) tespit edilebilmiştir ve test için seyreltme gerektirmedikleri için 

doğrudan sistemde kullanılabilmiştir. Tez çalışmasının en önemli yanı 

antimikrobiyal duyarlılık testinin gelişmiş çok kanallı bir sistemle yapılmasıdır. Bu 

sistemle, bir kontrol numunesi ile aynı anda çoklu analizler yapılmıştır. Tez 

çalışması, mevcut sistemin antimikrobiyal duyarlılık testi için geleneksel tespit 

tekniklerine bir alternatif sunduğunu göstermektedir. 

Geleneksel yöntemlerle enfeksiyon etkeni olan bakterilerin tanımlanmasında 

kullanılan yöntemler ile sonuçların elde edilmesi en az 3-4 gün sürmektedir. Sensör 

sistemleri ile bu süre bir günden daha az bir süreye indirilebilmektedir. Tez 

çalışmasında, gıda kaynaklı veya hastane kaynaklı enfeksiyonlara sebep olan MRSA 

bakterisi SPR biyosensörü ile hızlı bir şekilde saptanabilmiştir. Bu amaçla, protein G 

tabanlı bir yüzey geliştirilerek anti-MRSA aracılığıyla MRSA saptanmıştır. Ayrıca E. 

coli ATCC 25922 kullanılarak anti-MRSA monoklonal antikorunun özgül olduğu 

kanıtlanmıştır. MRSA’nın LOD değeri ~104 KOB/mL olarak saptanmıştır. Ancak akış 
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koşulları ve yüzey özellikleri değiştirilerek LOD değeri daha düşük 

konsantrasyonlarda mikroorganizma tespitine imkan tanıyabileceği belirlenmiştir. 

Tezin son kısmında kanser biyomarker tespiti için Au yüzeyine bağlanan farklı 

yakalama antikorları içeren SPRi immünoarrayi gösterilmiştir. Sekonder 

antikorlarla kaplanmış manyetik partiküller, buzağı serumundan CD14, IGF-I ve 

VEGF-D biyomarkerlarını yakalamak için kullanılmıştır. Bunlar da doğrudan buzağı 

serumunda bulunan antijenlerin pikogram seviyelerini tespit etmek için SPRi 

çipindeki spesifik yakalama antikorları spotlarına doğrudan bağlanmıştır. Manyetik 

partiküller kullanılarak buzağı serumunda SPRi tarafından kanser 

biyomarkerlarının ultra düşük saptama sınırlarına ulaşılmıştır.  

Her biyomarkerların dinamik aralığı, çoklu tespitten önce belirlenmiştir. Bunu 

yaparak, her bir biyomarker arasındaki birleşme ve ayrılma oranının farklı olduğu 

da belirlenmiştir. IGF-I ve VEGF-D hemen hemen aynı birleşme ve ayrılma oranına 

sahip olduğu, ancak CD14 diğerlerinden daha düşük birleşme ve ayrılma oranlarına 

sahip olduğu belirlenmiştir. BSA spotlarında çok az spesifik olmayan bağlanma 

meydana geldiği görülmüştür. Ancak bu artış, MP-Ab2’nin spotlar üzerinde 

birikmesi ile yorumlanmıştır. Öte yandan, her biyomarker spesifik olarak kendi 

yakalama antikoruna bağlanmıştır. Çoklu tespitten sonra kalibrasyon eğrisini 

çizerken, CD14 spotlarının 12,5 pg/mL konsantrasyonunda anlamlı bir tepki 

vermediği gözlenmiştir. Tüm antijen konsantrasyonları, kendi yakalama 

antikorlarını içeren spotlarda iyi yanıtlar vermiştir. Bu üç biyomarkerların çoklu 

tespiti, iki bloklama aşaması (etanolamin ve BSA) kullanılarak spesifik olmayan 

bağlanmayı ortadan kaldırarak gerçekleştirilmiştir. 

Sonuç olarak, yapılan tez çalışması ile patojen bakteriler ve kanser biyomarkerları 

SPR ile eş zamanlı ve çoklu olarak tespit edilebilmiştir. Gelecekte, geliştirilen 

metotlar gıdalarda bulunması istenmeyen ve enfeksiyonlara neden olan çeşitli gıda 

kaynaklı patojenlerin tespitinde kullanılanılabilecektir. 
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