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OZET

Yizey Plazmon Rezonans Biyosensor Sistemleri
Kullanilarak Metisiline Direncli Staphylococcus aureus ve
Vankomisine Direncli Enterokok Bakterileri ile Kanser

Biyomarkerlarinin Hizli Tespit Edilmesi

Giilsiim UCAK OZKAYA

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Muhammed Zeki DURAK

Bu calismada, ylizey plazmon rezonans yontemi (SPR) kullanilarak ¢oklu kanallar
yardimiyla metisiline direngli ve duyarl Staphylococcus aureus (MRSA ve MSSA) ve
vankomisine direngli ve duyarli Enterococcus (VRE ve VSE) ve kanser
biyomarkerlarinin tespiti arastirilmistir. S. aureus suslarinin sefoksitin ve
Enterococcus suslarinin vankomisine karsi ila¢ direncinin belirlenmesinde tek ve
coklu kanallarla donatilmis SPR sistemi kullanilmistir. MRSA ve MSSA'min MiK
degerleri sirasiyla 32->128 pg/mL ve 1-4 pg/mL arasinda degismistir. VRE ve
VSE'nin MIK degerleri sirasiyla 64->128 pg/mL ve 2-4 pg/mL araliginda tespit
edilmistir. Cok kanalli sistemde MRSA, MSSA, VRE ve VSE’nin a¢1 kaymalari sirasiyla
-0,030° ve -0,260°, -0,010° ve —0,090° olarak bulunmustur.

MRSA suslarinin, spesifik monoklonal antikor ile etkilesimini incelemek i¢in protein
G tabanli sensor ylizey saptama sistemi gelistirilmistir. Gelistirilen sistem ile 4-7 log
KOB/mL konsantrasyonda MRSA saptanabilmistir. Capraz reaktivite i¢in kullanilan
E. coli ATCC 25922, SPR agisinda 6nemli bir degisim meydana getirmemistir. Cok
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kanalli sistemde pozitif kontrol olarak MRSA (~6 log KOB/mL) ve negatif kontrol
olarak S. aureus subsp. aureus ATCC 29213 (~6 log KOB/mL) sisteme
gonderilmistir. Referans kanalda ise PBS kullamilmistir. Staphylococcus aureus
subsp. aureus ATCC 29213 SPR agisinda bir degisim meydana getirmezken, MRSA
0,150°’lik bir a¢1 kaymas1 meydana getirmistir.

Prostat spesifik antijeni (PSA), insiilin benzeri biliytime faktort I (IGF-I), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF-D) ve monosit yiizey antijeni (CD14)
biyomarkerlarinin ¢oklu ve hassas tespiti icin SPR imager kullanilmistir. PSA, CD14,
IGF-I ve VEGF-D'nin dinamik araliklari sirasiyla 10 fg/mL-100 pg/mL, 1-100 pg/mL,
1,1-110 pg/mL ve 0,5-100 pg/mL arasinda bulunmustur. Coklu tespit icin tespit
limiti (LOD) 0,625 pg/mL olarak bulunmustur. Coklu algilama i¢in sistemin dinamik
aralig1 0,625 ve 125 pg/mL arasinda tespit edilmistir. Sonug olarak SPR sistemi ile
patojen bakterilerin ve kanser biyomarkerlarinin c¢oklu akiskan kanallar

kullanilarak tespit edilebilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: SPR, direncli bakteri, antimikrobiyal duyarhlik, kanser

biyomarker1, ¢oklu tespit

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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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

Giilsiitm UCAK OZKAYA

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 pg/mL to >128 pg/mL and from
1 pg/mL to 4 pg/mL, respectively. The MIC values of VRE and VSE were between 64
to >128 pg/mL and 2-4 pg/mlL, 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

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Viicuttaki patojenik ve fizyolojik olarak ilgili molekiilleri yiiksek hassasiyet ve
ozgillikle algilama yetenegi, hastaliklarin erken teghisi ve tedavisinde gii¢clii bir
firsat sunmaktadir. Erken teshis ve tan1 teknikleri, birgok hastaligin ileri evreleri ile
iliskili hasta bakim maliyetini buliytk 6lciide azaltmak i¢in kullanilabilir. Bununla
birlikte, yaygin klinik kullanimlarina ragmen, bu tekniklerin bir dizi potansiyel
siirlamasi vardir. Ornegin, bir takim teshis cihazlarinin yanit siireleri yavastir ve
hastalar i¢in kiilfetlidir. Ayrica, bazi analizler pahalidir ve saglik sektoriine her yil
milyarlarca dolara mal olmaktadir. Bu nedenle, daha verimli ve gilivenilir algilama

teknolojilerini gelistirmeye ihtiya¢ vardir [1, 2].

Patojenin ve kanser tiliriiniin saptanmasi, tani slirecinin en énemli kisimlarindan
biridir. Patojenlerde sus varyasyonu ve ilag¢ direnci daha yaygin hale geldiginden,
enfeksiyonun 6nlenmesi ve kontrolii son yillarda ciddi bir sorun olmustur. Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), Amerika Bulasici Hastaliklar Dernegi (IDSA)
ve Diinya Saghk Orgiitii (WHO) gibi diinya capinda énde gelen bircok saghk
kurulusu, antibiyotik direncinin kiiresel bir halk tehdidi oldugunu iddia etmistirler.
Baz1 calismalar, antibiyotik direncli hastane kaynakl enfeksiyonlarin (HAI) yilda
99.000 oliimden sorumlu oldugu ABD’de antibiyotik tedavilerinin yaklasik %30-

50’sinin uygun olmadigini ortaya koymaktadir [3].

Kanser, dlinya capinda endise duyulan karmasik bir hastaliktir. Giiniimiizde kanser,
2018’'de 18.1 milyon yeni vaka ve 9.6 milyon 6liimle diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen
O0lim nedeni olmaya devam etmektedir. Anormal hiicre bdéliinmesi, genetik
mutasyonlarin birikmesi ve apoptoza direng¢, kanser gelisiminin ayirt edici
ozellikleridir. Kanser hiicreleri, normal saglikli hiicreler tarafindan ifade edilmeyen
veya ¢ok kiiciik miktarlarda ifade edilen spesifik proteinleri eksprese etme

yetenegine sahiptir. Bu proteinler (biyomarkerlar) kanser tespiti ve tedavisinde



kullanilmaktadirlar. Kanserin teshis edilmeden 6nce viicutta metastaz yapabildigi
ve hayatta kalma oranlarinin diismesine neden oldugu diisiintildiigiinde,
arastirmalar erken teghis ve tan1 yontemlerinin kesfi ve uygulanmasina kaymistir.
Bu nedenle, dogru, duyarli ve non-invaziv erken tani ve Kkisisellestirilmis tedavi,
kanser hastalarinin hayatta kalma oranini ve yasam Kkalitesini iyilestirmenin

anahtarlaridir [4].

Hizli tepki, yiiksek hassasiyet, kullanim kolayhg1 ve diisiik maliyet gibi bir dizi
avantaja sahip olan biyosensorler ¢cok fazla dikkat ¢ekmistir ve derinlemesine
incelenmistir. Ayrica, biyosensorler kiigiik boyut, gercek zamanlh ve coklu analiz
ozelliklerine dayanmasindan dolayi, hizla gelismistir ve yaygin olarak kullanilmistir.
Ek olarak, klinik teshisin gerektirdigi daha yiiksek dogrulugu karsilamak icin

mikrobiyolojik tespit icin uygulanmasi beklenmektedir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci SPR sistemi kullanilarak farkli analitlerin ¢oklu tespiti igin
analizlerinin gerceklesmesini saglamaktir. Bu tezde ¢ farkli c¢alisma
gerceklestirilmistir. Tezin ilk ¢alismasindaki amag¢ antibiyotige direncli suslarin
antimikrobiyal duyarhlik testinin SPR araciligiyla ¢coklu olarak gerceklestirilmesidir.
Bu sekilde duyarli ve direngli suslar sisteme goénderilen antibiyotik akisina
verdikleri SPR a¢1 degisimleri ile belirlenebilecektir. Tezin ikinci ¢alismasindaki
amac ise MRSA izolatlarinin spesifik antikor kullanilarak kantitatif olarak tespitini
gerceklestirmektir. Birinci calismada kullanilan cihaz ve ¢oklu kanal ikinci kisimda
da kullanilmistir. Tezin tUglincii ¢alismasi Amerika’da bulunan Connecticut
Universitesi Kimya Béliimii'nde gerceklestirilmistir. Bu boliimdeki amag farkl bir
SPR cihaz1 kullanarak kanser biyomarkerlarinin ¢oklu tespitini kantitatif olarak
gerceklestirmektir. Bu amagla kullanilan SPR goriintiileme cihazi ile es zamanl elde
edilen goriintiiler ile kalitatif olarak ylizeyde meydana gelen baglanmalar da takip

edilebilmistir.
1.3 Hipotez

Literatiirdeki calismalar incelendiginde patojen mikroorganizmalarin ve kanser

biyomarkerlarin tespiti icin c¢esitli biyosensor sistemlerinin gelistirildigi



gorulmektedir. Etiketlemeye gerek duymadan gercek zamanli 6l¢timler yapabilen
SPR ve SPRi sistemleri ile ¢coklu testlerin gerceklestirebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
amagla oncelikle gercek zamanli SPR sistemi i¢in tasarlanmig olan kanal araciligiyla
uc farkli analiz es zamanh gerceklestirebilecektir. Bu analizleri gerceklestirirken
kanallar ayr1 oldugundan herhangi bir spesifik olmayan baglanma meydana
gelmeyecektir. Bu sekilde 3 farkli mikroorganizma ayni anda spesifik antikorlar
araciligiyla tespit edilebilecektir. SPRi sisteminde kanser biyomarkerlarin
belirlemek i¢cin yapilan ¢alismada offline immobilizasyon ile farkli ligandlar ytlizeye
baglanabilecek ve es zamanli akis ile her ligand kendine o6zgi analiti
yakalayabilecektir. Bu yontem ile yine birden fazla analit es zamanl ve gercek
zamanl olarak kisa siirede tespit edilebilecektir. Sonu¢ olarak coklu tespit ile
enfeksiyonlarda ve kanser hastaliginda erken tani i¢in gerekli olan bilgiler kisa
suirede elde edilebilecek ve hizli bir sekilde baslanan tedavi ile mortalite ve mobidite

oranlarinin azalmasina katki saglanacaktir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Biyosensor Tanimi

“Biyosensor” terimi ¢ok genistir ve cesitli anlamlarda kullanilmaktadir.
Biyosensorler, biyolojik bir yanit1 elektrik sinyaline dontstiiren analitik cihazlardir
[5, 6]. Baska bir ifadede, biyosensorler, bir biyolojik tanima mekanizmasini fiziksel
bir transdiiksiyon teknigi ile birlestiren molekiiler sensorlerdir [7]. Biyosensorler
pH ve sicaklik gibi fiziksel parametrelerden bagimsiz olarak son derece spesifik
olmali ve tekrar kullanilabilir olmalidir. "Biyosensor” terimi Cammann [8],
tarafindan sozliige eklenmistir ve tanimi1 [UPAC (Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi) tarafindan yapilmistir. IUPAC’a gore, biyosensor “transdiiser eleman
ile dogrudan mekansal temas halinde olan bir biyolojik tanima elementini
kullanarak spesifik nicel veya yar1 niceliksel analitik bilgi saglayabilen bagimsiz bir
entegre cihaz” olarak tanimlanmaktadir. Biyosensorler, 6rneklerden biyoanalitik
molekiilleri tespit etmek icin li¢ bilimi (kimya, biyoloji ve miihendislik) tek bir

cihazda birlestirmek icin tasarlanmistir [9].
2.2 Biyosensor Tarihi

Biyosensorlerin baslangici, biyosensor kavraminin babasi olarak bilinen Clark’in,
diyaliz membrani kullanilarak bir oksijen elektrodunda glikoz oksidazin (GOX)

tutuldugu bir deney yayinladig1 1962’ye tarihlenebilmektedir [10].

ABD’nin Ohio eyaletinde bulunan Yellow Spring Instrument Co., 1975 yilinda diinya
capindaki sirketler tarafindan insa edilecek biyosensor bazli laboratuvar

analizorlerinin ilkini Giretmistir.

Guilbault ve Montalvo [11], bir amonyum segici sivi membran elektrodunda
hareketsizlestirilmis lireaza dayali bir lire sensort olan bir potansiyometrik enzim

elektrotunu ilk defa detaylandirmistir.

Lubbers ve Opitz [12], karbondioksit veya oksijeni 6l¢cmek icin hareketsiz gostergeli

bir fiber optik sensorilinii agiklamistir ve fiber optik oksijen sensoriiniin ucundaki
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alkol oksidazi hareketsizlestirerek, alkol icin optik bir biyosensor konseptini

genisletmistirler.

Yapay pankreas i¢ine bir elektrokimyasal glikoz biyosensori dahil edilmistir ve bu
daha sonra Miles (Elkhart) tarafindan Biostator olarak pazarlanmistir [13]. Ayni y1l,
La Roche (Isvigre), laktat dehidrojenazdan elektrotlara elektronlar1 yerlestirmek
icin ¢oziinir ara bulucu hekzasiyanoferratin kullanildigi Laktat Analiz Cihaz1 LA

640’1 tanitmistir.

Subkiitan implantasyon i¢in ilk igne tipi enzim elektrodunu tarif eden glikoz
biyosensorlerinin in vivo uygulamasi bildirilmistir [14]. Evde kan sekeri izleme i¢in
kalem biiyiikliiglinde bir 6l¢iim cihazi, 1987 yilinda MediSense (Cambridge, ABD)
tarafindan baslatilan serigrafi enzim elektrotlarinin temelini olusturmustur.
Antikorlar1 bir piezoelektrik veya potansiyometrik donistiiriiciiye sabitleyerek
dogrudan immiinosensorler olusturma fikri yetmisli yillarin basindan beri
aragtinlmistir. BlAcore (Pharmacia, Isve¢) 1990 yilinda bu teknolojinin ticari

modelini tiretmistir [15].
2.3 Biosensoriin Temel Bilesenleri

Biyosensor, fizyolojik bir degisiklik veya c¢esitli kimyasal veya biyolojik
materyallerin varhgi ile ilgili bilgileri tespit eden, kaydeden ve aktaran bir cihazdir.
Bu biyolojik materyaller arasinda enzimler, dokular, mikroorganizmalar, antikorlar,
hiicre reseptorleri ve biyolojik olarak tiiretilmis materyaller bulunmaktadir.
Biyosensorler ayrica fiziko-kimyasal bir transdiiser ile yakin temastan veya
ortamdaki transdiiksiyon mikro sistemlerinden dolay1 taklit edici bir bilesene
sahiptir. Baska bir deyisle, biyosensorler, biyo-afinite veya biyo-
metabolizmalarindan kaynaklanabilecek bir biyolojik tanima islemi yoluyla ¢alisan
biyolojik materyalleri iceren analitik cihazlardir. Bu tanima isleminin sonuclar1 daha
sonra bir biyokimyasal sinyali Olciilebilir bir elektrik sinyaline doniistiiren
bilesenler olan doniistiirticliler ile ve bir doniistiirme mekanizmasi araciligiyla

gostergeden okunabilmektedir [16].

Biyosensorler esas olarak ii¢ bolime ayrilmistir. (i) Ligand: Hassas bir biyolojik

element (biyolojik materyal 6rn. doku, mikroorganizmalar, organeller, hiicre



reseptorleri, enzimler, antikorlar, niikleik asitler, vb.), (ii) Dontstiriici: Analitin
etkilesiminden kaynaklanan sinyali, sonuclarin kullanici dostu bir sekilde
gorintilenmesinden sorumlu olan dedektor elemanidir (fizikokimyasal bir sekilde
calisir; optik, piezoelektrik, elektrokimyasal, vb.), (iii) Uciincii béliim, sinyal
kosullandirma devresi (amplifikator), islemci ve bir gosterge biriminden olusan
iligkili elektroniklerdir [16-19]. Analit ise biyosensor sisteminde hedef alinan ilgili

maddedir [20].

Biyoreseptorler (ligand), biyosensor teknolojileri icin 6zgiilliigiin anahtaridur. Ilgili
analitin 6l¢ciim i¢in sensore baglanmasindan sorumludurlar. Bu biyoreseptorler
bircok sekilde olabilmektedir. Kullanilan farkli biyoreseptorler, biyosensorler
kullanilarak izlenen farkl analitler kadar ¢oktur [21]. Biyoreseptorler antikorlar,
enzimler, nikleik asitler, aptamerler, bakteriyofajlar, organeller ve
mikroorganizmalardan olusmaktadir. Cok fazla c¢esitlilikte biyoreseptor tiri
bulunmaktadir. Ancak biyosensor uygulamalarinda kullanilan baslica elementler
antikor, enzim ve niikleik asittir. Biyoreseptorler, biyosensor teknolojisinde
immobilizasyondan dolayr 6nemli bir role sahiptir. Biyoreseptoriin
immobilizasyonu i¢in uygun bir teknigin secimi yararli bir biyosensor tretimi icin
onemlidir. Bu teknikler, adsorpsiyon, mikrokapsiilleme, sensor yiizeyine tutunma,

kovalent baglanma ve ¢apraz baglama yontemlerini icermektedir [18].

Sensoriin dontstiiriicii kismy, sinyali tanima sisteminin ¢ikis alanindan, ¢ogunlukla
elektrik alanina aktarmaya yaramaktadir. Kelimenin genel 6nemi nedeniyle, bir
dontsturici iki yonli sinyal aktarimi saglamaktadir. Bir sensoriin dontstiiriici
kismina ayrica bir dedektér, sensor veya elektrot da denmektedir, ancak
karisikliktan kag¢inmak igin dontstiiriici terimi tercih edilmektedir [22].
Biyosensorlerin en 6nemli bilesenleri substrat ve doniistiiriiciidiir. Biyoaktif madde
ve substrat arasinda meydana gelen reaksiyon sonucunda meydana gelen ses, 151k,
sicaklik, biyolojik veya kimyasal bilesen formundaki iiriin elektrot, yar iletken,
termistor, veya ses dedektorii gibi dontstiriiciiler ile okunabilir dataya

donistiirilmektedir [23].

Istenen biyolojik materyal (genellikle spesifik bir enzim) geleneksel yéntemlerle

(fiziksel veya membran sikismasi, kovalent olmayan veya kovalent baglanma)
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hareketsizlestirilmektedir. Bu hareketsizlestirilmis biyolojik malzeme, doniistiirtci
ile yakin temas halinde bulunmaktadir. Analit biyolojik malzemeye baglanmakta ve
bu da olgtilebilen elektronik yaniti iireten bagh bir analit olusturmaktadir. Bazi
durumlarda analit, 1s1, gaz (oksijen), elektronlar veya hidrojen iyonlarinin salinimi
ile iliskili olabilen bir irlne donistirilmektedir. Doniistiriicii, triine bagh
degisiklikleri, ylukseltilebilen ve Olgiilebilen elektrik sinyallerine

dontstirebilmektedir [17].
2.4 Biyosensorlerde Immobilizasyon Yéntemleri

Biyosensorlerin insasi ile ilgili olarak, biyomolekiillerin transdiisere yapismasi,
immobilizasyon olarak adlandirilan, en 6nemli ve ilk adimdir. Biyosensorlerin insasi
icin en yaygin kullanilan immobilizasyon teknikleri fiziksel adsorpsiyon, kovalent

baglanma, matris sikismasi, molekiiler capraz baglama ve membran yakalamadir

[24-26].

Fiziksel adsorpsiyon, biyomateryali sensoriin ylzeyine tutturmak igin Van der
Waals ve hidrofobik kuvvetler, hidrojen baglar1 ve iyonik kuvvetlerin bir
kombinasyonunu kullanmaktadir. Seliiloz, kolodion, silika jel, cam, hidroksiapatit ve
kollajen gibi bircok substratin, biyo-bilesenleri adsorbe ettigi iyi bilinmektedir. Bu
yontem cok basittir, ancak kullanilan kuvvetler ¢ok giiclii degildir ve bu yontemle

baglanan biyomolekiiller salinabilmekte veya kalic1 olmayabilmektedir [27].

Kovalent baglanmada, sensor ytizeyi, biyolojik malzemelerin baglanabilecegi reaktif
bir grup elde etmek tlizere modifiye edilmektedir. Genellikle, amino, karboksilik,
imidazol, tiol, hidroksil gibi proteinlerin amino asit yan zincirlerinde bulunan
niikleofilik fonksiyonel gruplar birlestirme icin kullanilmaktadir. Bu yodntem,
biyoelementlerin homojenligini, yogunlugunu ve dagilimini, ayrica yuzeylerin
tekrarlanabilirligini ve homojenligini gelistirmektedir. Kovalent immobilizasyon,
instabilite, diflizyon ve agregasyon veya biyomolekiillerin inaktivasyonu gibi bazi
yaygin problemleri azaltabilmekte veya ortadan kaldirabilmektedir. Bu,
biyomolekiiller sensoér yiizeyleri Ulzerinde polimer matrisleri ile hareketsiz
kilindiginda meydana gelmektedir. Bu amaglar icin glutaraldehid, karbodiimid,
siiksinimid esterler, maleinimidler ve periodat gibi reaktifler genellikle kovalent
immobilizasyon i¢in kullanilmaktadir [28].

7



Matris sikismasinda, biyomolekiiller polimerik jel matrisi icinde tutulmaktadir. Bu
yontem icin genellikle poliakrilamid, nisasta, aljinat, pektat, polivinil alkol, polivinil
kloriir, polikarbonat, poliakrilamid, seliilloz asetat ve silika jel kullanilmaktadir.
Matris sikismasi, kullanim sirasinda biyolojik tiirlerin olasi sizintilarina yol agmakta

ve bu da aktivite kaybina neden olmaktadir [26].

Biyomolekiillerin molektller arasi ¢apraz baglanmasi icin glutaraldehit,
heksametilen di-izosiyanat, 1,5-difloro 2,4-dinitrobenzen ve bisdiazobenzidin-2,2'-
distilfonik asit gibi iki fonksiyonlu veya ¢ok fonksiyonlu reaktifler kullanilmaktadir.
Biyosensor uygulamalarinda en yaygin ¢capraz baglama maddesi, lizin amino enzim

gruplariyla birlesen glutaraldehittir.

Enkapsiilasyonda, biyolojik malzemenin etrafinda gozenekli bir kapstilleme matrisi
(6rn., lipit cift katmanlar1) olusmakta ve bunu sensére baglamaya yardimci
olmaktadir. Kapsiilleme icin diger yaklasim, seramik, cam ve diger inorganik
malzemelerdeki biyolojik molekiillerin immobilizasyonu i¢in sol-jel ydntemini
kullanmaktir. Sol-jel prosediiriinde biyolojik molekiiller, polimerik okso koépruli
SiOz ag1 gibi gdzenekli bir matriste tutulur. Bu matrisler, optik olarak seffaf olduklari
icin kimyasal etkilesimlerin optik olarak izlenmesini saglar. Sol-jel islemi oda
sicakliginda yapilabilir ve biyomolekiilleri denatiirasyona karsi korur. Bu
prosediirle hareketsiz hale getirilen biyomolekiiller ¢ok kararldir, ancak
tekrarlanabilir gozenek boyutlarina sahip sol-jellerin elde edilmesi hala bir engel
gibi goriinmektedir. Gozenekli ag icinde yayillma sinirlamalari, camsi matrisin
kirilganligl, tekrarlanabilirlik veya hazirlama prosediurlerindeki tutarsizliklar gibi
problemler rutin uygulama icin bu prosediiriin kullanilabilmesi icin ¢oéziilmelidir

[29].

Verimli bir biyosensor icin, immobilizasyon teknigi cesitli 6zelliklere sahip
olmalidir: iyi ve hizli, transdiiserden immobilize biyomolekiillerin siiziilmesi, uzun
Oomir ve biyomolekiiller,immobilizasyondan sonra, algilama ve tekrar tretilebilirlik

sirasinda bireyselligini tasimalidir [30].



2.5 Biyosensorlerin Temel Ozellikleri

Bir biyosensorde bulunmasi gereken temel 6zellikler asagidaki gibidir [18, 19, 31,
32].

1) Dogrusallik: Sensor kalibrasyon egrisinin maksimum dogrusal degeri. Yiiksek
substrat konsantrasyonunun algilanmasi i¢in sensoriin lineerligi yiiksek olmasini

ifade etmektedir.

2) Hassasiyet: Olgiim sirasinda analit konsantrasyonunda meydana gelen en kiigiik

degisikligi bile algilayabilme kabiliyetini ifade etmektedir.

3) Secicilik: Biyosensoriin tespiti yapilmasi istenen analite 6zgiilliik kabiliyetine

sahip olmasini ifade etmektedir.

4) Yanit stiresi: Biyosensor cihazindan yanitin olabildigine en kisa stirede alinabilme

kabiliyetini belirtmektedir.

5) Diistik belirme limiti: Analiti makul 6l¢tlide kii¢iik bir 6rnek hacminde (1 -100 mL)

tespit etme yetenegini ifade etmektedir.
6) Boyut: Saha kullanimi i¢in kompakt, portatif, el tipi tasarimini belirtmektedir.

7) Tekrarlanabilirlik: Optimum kosullarda meydana gelen 6l¢iimlerin arka arkaya

yapilan analizlerde ¢ikt1 sinyallerinin benzer sonuclar vermesini ifade etmektedir.
2.6 Biyosensor Cesitleri

Biyosensorler, kullandiklar1 biyolojik sinyalleme mekanizmasi tipine veya
kullandiklar sinyal iletim tipine gore ve igerdikleri biyolojik elemanin tiiriine gore
gruplandirilabilmektedir (Sekil 2.1). Transdiiksiyon, ¢ok ¢esitli yontemlerle
gerceklestirilebilmektedir. Cogu transdiiksiyon sekli ii¢ ana simiftan birinde
kategorize edilebilmektedir. Bu siniflar sunlardir: 1) Elektrokimyasal tespit
yontemleri, 2) Optik tespit yontemleri ve 3) Kiitle tespit yontemleri. Bununla
birlikte, biyosensorlerde kullanilmak iizere siirekli yeni tip transdiiserler
gelistirilmektedir [33]. Biyolojik elemanin tiirlerini enzimler, antikorlar,
mikroorganizmalar, biyolojik doku ve organeller icermektedir. Biyosensorler ayrica
analit ve biyolojik eleman arasinda meydana gelen etkilesim ve ortaya ¢ikan

trinlere gore de siniflandirilmaktadirlar. Biyolojik eleman analite baglanirsa,
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sensoOr bir afinite sensorii olarak adlandirilmaktadir. Biyolojik eleman ve analit, bir
substratin konsantrasyonunu 6l¢gmek icin kullanilabilecek kimyasal bir degisiklige
yol acarsa, sensore metabolik sensor denmektedir. Biyolojik eleman analitle
birlesirse ve kimyasal olarak degistirmezse ancak yardimci bir alt tabakaya

dontstiiriirse, biyosensor katalitik sensor olarak nitelendirilmektedir [34].

Déntistiirlicti Biyoreseptdr

Sekil 2.1 Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler tarafindan kullanilan biyolojik sinyaller bes ana mekanizmaya

ayrilabilmektedir [2].

(a)  Antikor/antijen: Bir antikor ve bir antijen arasindaki yliksek 6zgiilliik, bu tip
sensor teknolojisinde kullanilabilmektedir. Bu spesifikligi kullanan biyosensorler,
baglanmanin spesifik olmayan etkilesimlerin en aza indirildigi kosullar altinda

gerceklesmesini saglamalidirlar.

(b)  Enzimler: Enzim bazli biyosensorler, spesifik tespit icin Kkatalitik
aktivitelerini ve baglanma yeteneklerini kullanan enzim biyoreseptorlerinden
olusmaktadir. Enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyon ftriinleri, dogrudan

veya bir indikator ile birlikte tespit edilebilmektedir.

(c) Niikleik asitler: DNA’daki adenozin ve timin, sitozin ve guanozin arasindaki

tamamlayici iliskiler, ntikleik asit bazli biyosensorlerde o6zgilliigiin temelini
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olusturmaktadir. Bu sensorler eser miktarda mikroorganizma DNA’sini, bilinen

DNA’nin tamamlayic bir dizisiyle karsilastirarak tespit edebilmektedir.

(d)  Hiicreler ve virtisler: Bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar, belirli
molekiilleri veya cevre ortamin genel durumunu tespit etmek icin biyosensor olarak
kullanilabilmektedir. Ornegin, hiicre metabolizmas, hiicre canlihgy, hiicre solunumu
ve biyoliiminesans gibi hiicre davranisi, agir metallerin saptanmasi i¢in gostergeler

olarak kullanilabilmektedir.

(e) Biyomimetik malzemeler esasli: Biyomimetik bir biyosensor, dogal bir
biyosensoriin islevini taklit eden yapay veya sentetik bir sensordiir. Bunlar
aptasensorlerin  biyo-bilesen olarak aptamerleri kullandig1i aptasensorleri
icerebilmektedir. Aptamerler amino asitleri, oligosakkaritleri, peptitleri ve

proteinleri tanimak icin tasarlanabilen sentetik niikleik asit zincirleridir.
2.6.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler esas olarak hibridize DNA, DNA baglayic ilaglar,
glikoz konsantrasyonu, vb. tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu biyosensor sinifi i¢in
temel prensip, bircok kimyasal reaksiyonun, ¢oézeltinin elektriksel 6zelliklerinde
algilanabilen ve 6l¢lim parametresi olarak kullanilabilecek bazi degisikliklere neden
olan iyon veya elektron iretmesi veya tliketmesidir [35]. Elektrokimyasal
biyosensorler, iletkenlik, amperometrik ve potansiyometrik o6l¢ciim elektrik
parametrelerine gore siniflandirilabilir. Optik yontemlerle karsilastirildiginda,
elektrokimya, analistin bulanik 6rneklerle ¢alismasina izin verir ve ekipmanin
sermaye maliyeti cok daha diisiiktiir. Diger yandan elektrokimyasal yontemler optik

muadillerine gore biraz daha sinirh secicilik ve duyarlilik gostermektedir [36].
2.6.2 Kiitle Tabanh Biyosensorler

Kiitle tabanl cihazlar, piezoelektrik ve akustik dalga biyosensorlerini icermektedir.
Piezoelektrik biyosensorler, bir elektrik sinyali uygulanarak belirli bir frekansta
salinacak sekilde yapilabilen piezoelektrik bir bilesene (genellikle altin elektrotlarla
kaplanmis bir kuvars kristali) sahiptir ve ytlizeyleri biyolojik olarak aktif bir madde
ile kaplanmaktadir. Aktif maddeye baglanan analitleri iceren bir ¢ozelti icine

yerlestirildiklerinde, sistemin kiitlesi artmakta ve salinnmin rezonans frekansi
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orantili olarak azalmaktadir. Benzer sekilde, akustik dalga biyosensorlerinin
yluzeyine kiitle yiiklenmesi, analit konsantrasyonunu dolayl olarak 6l¢gmek icin
kullanilabilen ¢ikis frekansinda bir kaymaya yol agmaktadir. Kullanimi ¢ok basit ve

ucuzdur, ancak 6zgiilluk, secicilik ve duyarliliktan yoksundurlar [37].
2.6.3 Optik Biyosensorler

Optik biyosensorlerin segiciligi ve duyarliligi, bunlar tespit amaciyla en popiiler
biyosensorler kategorisine sokmustur. Optik biyosensorler arasinda fiber optik,
Research International (Monroe, WA) tarafindan pazarlanan ilk ticari sensordiir
[38]. Optik biyosensorler yiliksek hassasiyet ve secicilik avantajlarina sahiptir.
Emilim, kirilma, yansima, dagihm, kizilotesi, polarizasyon, kemilliminesans,
floresans, fosforesans, vb. gibi bircok sinyale dayali olarak dogru tespit
sunabilmektedirler. Aslinda, optik biyosensorler etiketlere gerek olup olmadigina
gore iki kisma ayrilabilmektedir. Bir tip isaretleyiciye ihtiya¢ duyarken, diger tip
ihtiya¢c duymamaktadir. Floresan, optik fiberler ve ylizey plazmon rezonansi optik
tabanli biyosensorlerdir [39]. Optik biyosensorlerin avantajlari esas olarak yiiksek
hassasiyetleri, gercek zamanli izleme yetenegi ve etiketsiz olma olasiligidir. En ¢ok

kullanilan etiketsiz transdiiksiyon yontemi, ylizey plazmon rezonansidir [3].
2.7 Biyosensorlerin Avantaj ve Dezavantajlari

Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlari

asagida belirtilmistir [40].
Avantajlar:

e (Cogu olciim cihazina cevap vermeyen polar olmayan molekiilleri dl¢ebilirler.
e Biyosensorler, icinde kullanilan hareketsiz sistem nedeniyle spesifiktir.
e Biyosensorler ile hizli ve siirekli kontrol miimkiindiir.

e Tepki stiresi kisa (tipik olarak bir dakikadan az) ve pratiktir.
Dezavantajlar:

¢ Biyolojik materyalin denatlirasyonu nedeniyle 1s1 sterilizasyonu mimkiin

degildir.
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2.8

Biyolojik materyalin stabilitesi (enzim, hiicre, antikor, doku vb.), molekiiliin
cevresel kosullar altinda (pH, sicaklik veya iyonlar) denatiiralize edilebilen
dogal 6zelliklerine baghdir.

Biyosensordeki hiicreler, zardan difiizyon yapabilen diger molekiiller

tarafindan zehirlenebilir.

Biyosensorlerin Uygulama Alanlar

Biyosensorlerin avantajlari, diisiik maliyetli, kiicik boyutlu, hizli ve kolay

kullanimin yan1 sira mevcut cihazlardan daha biiytik bir hassasiyet ve secicilik

icermektedir. Biyosensorlerin klinik analiz, genel saglik bakimi izlemesinde bir¢ok

kullanim1 bulunmaktadir. En popiiler 6rnek, diyabet hastasi olan kisiler tarafindan

kandaki glikoz seviyelerini izlemek i¢cin kullanilan glikoz oksidaz bazli sensordiir.

Biyosensorler genel saglik izleme [41], hastalik taramasi [42], Kklinik analiz ve

hastalik tanisi [43], veterinerlik ve tarim uygulamalari[44, 45], endistriyel islem ve

izleme [46] cevre Kkirliligi kontroli [47], gida glivenligi [48] gibi uygulama

alanlarinda kullanilmaktadir [17].

Biyosensorler genellikle asagida listelenen farkli pozisyonlarda bulunmaktadir [49].

In-vivo: Bu durumda, bir biyo-algilama bir bedenin veya canli bir
organizmanin i¢inde gerceklesmektedir.

In vitro: Bir in vitro biyosensor, bir kiiltiir tabaginda, test tiipiinde veya canl
varligin disinda baska bir yerde calisan bir biyosensordiir.

At-line: Bir biyosensor, bir numunenin aranabilecegi, analiz edilebilecegi ve
tretimin devam etmesi gerekip gerekmedigi sonucuna varilabilecegi bir
tiretim hattina uygulanmaktadir. Bir siit isleme tesisinde laktozun izlenmesi
ornek olarak verilebilmektedir.

In-line: Tamamen otomatik hale getirilmesi miimkiin olan siirekli tiretime
sahip bir degiskeni incelemek i¢in bir tiretim hatti igine bir sirali biyosensor
yerlestirilebilmektedir. Su aritma, sirali bir biyosensoriin uygulamalarindan

biridir.

Deney, cihazlar, test, algilama, biyomalzemelerde izleme ve bir biyoproses stirecinin

diger asamalari ne olursa olsun, personel, zaman sinirlamalary, tesisler, 6zel kosullar
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ve biitce ile ¢cok onemli olabilmektedir. Bu nedenle, laboratuvar ¢alismasinin

ortadan kaldirilmasi stireci hizlandirabilir ve zaman ve paradan tasarruf edebilir.

2.9 Biyosensor ve Patojen Bakteriler

Patojenik mikroorganizmalarin hizli tespiti ve tanimlanmasi, bulasici hastaligin
yayllmasini en aza indirmek ve Kklinisyenleri hasta tedavi stratejileri hakkinda
bilgilendirmek icin esastir [50]. Patojen bakterilerden kaynaklanan hastaliklari
onlemede ilk kontrol noktasi izlemedir. Geleneksel kiiltiir yontemleri bakteri
saptanmasi ve tanimlanmasinda yillardir kullanilan standart bir uygulamadir [51].
Patojen bakterilerin tespit edilmesi ve tanimlanmasi i¢in kullanilan ydntemler
mikrobiyolojik ve biyokimyasal tanimlamadir [52, 53]. Mikrobiyolojik yontemlerin
genel olarak 4 farkl fazi vardir.Tiim organizmalarin gelismesine izin vermek icin 6n
zenginlestirme, arastirllan organizmanin gelismesine izin vermek ve bakteriyel
popiilasyonu saptanabilir bir diizeye ¢cikarmak i¢in secici zenginlestirme, secici agar
plakalar1 kullanilarak izolasyon ve belirli bir patojen mikroorganizmanin
tanimlanmasini dogrulamak icin, serolojik ve biyokimyasal testlerdir [31]. Ancak
geleneksel yontemlerde sonuglari elde etmek i¢in 3-5 giin gibi bir siire gereklidir.
Guvenilir olmasina ragmen, zaman alic1 ve yogun emek gerektiren yontemlerdir.
Belirleme limiti genellikle 6n zenginlestirme olmadan 103-10° hiicre/mL’dir. Bu
nedenlerden dolay1 geleneksel yontemler zenginlestirme olmadan bakterinin hizl
ve direkt tespit edilmesi i¢in uygun degildirler [31]. Sonug¢larin alinmasi uzun
surdiugiinden dolayr polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), enzim baglantili
immiunosensor testi (ELISA) ve niikleik asit temelli molekiiler biyoloji yontemleri
gibi hizli tespit teknikleri gelistirilmistir. Bu yo6ntemler saptama zamanini,
glinlerden birka¢ saate indirmektedir. Ancak bu ydntemler, egitimli personel
tarafindan calisilmasi, kapsamli numune hazirlama, uzun ve sikici prosediirler
sirasinda bakteriyel kontaminasyonun meydana gelmesi gibi cesitli dezavantajlara
sahiptir [54]. Ek olarak gelisen iilkelerde yiiksek maliyet ve sinirli kaynaklar ¢ogu

hizli tespit tekniginin uygulanmasini sinirlandirmaktadir [18].

Patojenik bakteriler insan ve hayvan sagligi i¢cin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.
Patojenlerin hizli multipleks tespiti bakteriyel salginlarin etkili yonetimi i¢in kritik

oneme sahiptir. Zamaninda tedavinin ka¢inilmaz oldugu durumlarda
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enfeksiyonlarin antibiyotiklerle tedavisi, ancak neden olan patojenlerin dogru bir
sekilde tanimlanmamis olmasi, ilaca direncli bakterilerin yayilmasinda kiiresel bir
tehdit olusturmaktadir. Biyosensor teknolojisi patojen tespiti icin hizla gelisen bir
teknolojidir. Bunu en onemli sebepleri portatif, hizli ve otomatik multipleks

Olciimler i¢in uygun olmasidir [51, 55].

Bakteriyel tespit icin biyosensorler genellikle reseptorler, niikleik asitler veya
uygun bir transdiiserle yakin temasta olan antikorlar gibi bir biyolojik tanima
bilesenini icermektedir. Sinyal transdiiksiyon yontemine bagli olarak biyosensorler
dort temel gruba ayrilabilmektedir. Bunlar, optik, kiitle, elektrokimyasal ve termal
sensorlerdir. Ek olarak, biyosensorler iki genis kategoriye ayrilabilmektedir. Bunlar
ise, hedef analitin dogrudan tespiti i¢in sensorler ve dolayl (etiketli) tespiti olan
sensorlerdir. Dogrudan tespit biyosensorleri, biyospesifik reaksiyonun kompleks
olusumun neden oldugu fiziksel degisiklikleri 6lcerek dogrudan gercek zamanl
olarak belirlenecegi sekilde tasarlanmistir. Dolayl tespit biyosensorleri, bir 6n
biyokimyasal reaksiyonun meydana geldigi ve bu reaksiyonun iriinlerinin bir
sensOr tarafindan tespit edildigi biyosensorlerdir. Son olarak, bakteriler icin
biyosensorler kesikli (aralikli) ve siirekli (izleme) modda ¢alisan sensorlere de

ayrilabilmektedir [56].
2.10 Biyosensor ve Kanser

Insan saghgna iliskin daha kati gereklilikler, artan sayida klinik testlere yol
actigindan, son derece hassas, hizli ve ekonomik analiz yontemleri gelistirmeye

giderek daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir [57].

Kanser, kontrolsiiz biiyiime ve anormal hiicrelerin yayilmasi ile karakterize bir grup
hastaliktir ve yayilmasi kontrol edilmezse 6liimle sonuglanmaktadir. Bir genin veya
spesifik bir molekiiliin hasar gérmesi, hiicreler arasindaki iletisimi bozabilmekte ve
sonucta canli bir organizmay siirdiiren tiim biyolojik fonksiyonlarin sona ermesine
yol acabilmektedir [58]. Kanser, 200’den fazla kanser tiirii ile her giin 1500’den fazla
6llime neden olan, tiim diinyada yasami tehdit eden 6nde gelen bir hastaliktir.
Kanser, son birka¢ yildir artan mortalite oraniyla dinyadaki ikinci en biiyiik

hastaliktir. Hastanin sagkalim orani, kanser teshisi ve tedavisinin sinirlamalar:
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nedeniyle belirsizdir. Kanserin erken teshisi, basarili tedavisi icin belirleyicidir [59,

60].

Kanser en sik ultrason, manyetik rezonans goriintilleme (MRI) veya biyopsi ile
tespit edilmektedir. Kansere genetik mutasyonlarin birikmesi neden olmakta ve bu
nedenle hastalik ilerlemeden o6nce yakalanmasi gerekmektedir. Erken teshis,
tedavinin etkili olma sansinmi arttirmaktadir. Biyomarkerlar kanser tespitinde
devrim yapmada biiyiik bir potansiyele sahiptir [61]. Biyomarkerlarin tespiti icin
geleneksel enzime bagli immiinosorban analizi (ELISA) veya polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bazh yontemler kullanilmaktadir. Her tahlilde pahal reaktiflerin
tiilketimi ve yavas tespit gibi teknolojik sinirlamalara maruz kalmak bu

teknolojilerin dezavantajlar1 arasindadir [62].

Biyomarkerlar, Ulusal Saglik Enstitiileri’'ndeki Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
“normal veya anormal bir siireci veya bir durumu veya hastalig1 isaret eden, viicut
sivilarinda veya  dokularinda bulunan biyolojik  molekiller” olarak
tanimlanmaktadir. Viicudun bir hastalik veya durum tedavisine ne kadar iyi tepki
verdigini kontrol etmek icin de kullanilabilmektedirler [58]. Biyomarkerlar
prognostik, Ongoriicii ve tanisal olarak siniflandirilmaktadirlar. Tanisal
biyomarkerlar hastaligin tespiti icin kullanilirken, hastaligin niiksetme seyri
hakkinda bilgi, prognostik biyomarkerlar tarafindan verilmektedir. Ote yandan,
tedaviye yanit 6ngoriicii biyomarkerlarla tahmin edilmektedir [62]. Biyomarker
konsantrasyonlari, hastaligin tipini, durumunu veya ilerlemesini ve ayrica hastanin
tedaviye yanitin1 tanimlamak i¢in kullanilabilmektedir. Hastalikla iliskili
biyomarkerlar lzerine arastirmalar devam eden bir siirectir [63]. Biyomarkerlar
tipik olarak kan, serum, idrar veya serebral omurilik sivis1 gibi insan sivilarinda
tespit edilmektedir, ayrics bunlar timor hiicrelerinin icinde veya Ttzerinde

bulunabilmektedir [64].

Biyosensorler tip alaninda, ozellikle kanser arastirmalarinda basariyla
uygulanabilmektedir. Biyosensorler, daha erken asamada hastaliklarin tespit
edilmesine ve vicuttaki degisen miktarda biyomarkerlarin saptanmasina izin

vererek tani yolunda devrim yaratmistir. Biyolojik algilama bileseni ilgili analit i¢cin
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oldukca secici oldugundan, tiim biyosensorler genellikle minimal numune hazirhig:

icermektedir [65].

Kanser agisindan, biyosensor tarafindan tespit edilen analit bir timor
biyomarkeridir. Bu nedenle, biyosensorler tiimor hiicreleri tarafindan eksprese
edilen ve/veya salgilanan bazi proteinlerin seviyelerini dlcerek, bir tiimoériin var
olup olmadiginy, iyi huylu veya koétii huylu olup olmadigini ve tedavinin kanserli
hiicreleri azaltmada veya ortadan kaldirmada etkili olup olmadigim1 tespit
edebilmektedir [66]. Kanser antijenlerini saptamak icin, monoklonal antikorlar ve
aptamerler genellikle tek sarmalli desoksibontikleik aside (ssDNA) karsilik gelen
mikro ribonitikleik asitleri (miRNA’lar) yakalamak i¢in kullanilmaktadir [67].

Birden fazla analiti tespit edebilen biyosensorler, kanser teshis ve takibinde
ozellikle yararh olabilmektedir, ¢iinkii ¢ogu kanser tiirii ¢oklu biyomarkerlari
icermektedir [68, 69]. Bir¢ok kanser c¢esidini tespit edebilen ¢oklu sensorlerin
tasarlanmasi, bu hastaliktan 6liim oranini azaltabilecektir. Coklu dontistiirticiilere
sahip bu tiir biyosensorler, spesifik proteinlerin veya antijenlerin saptanmasi icin
ayr1 ayr islevsellestirilmektedir [67]. Bir biyosensoriin birden fazla biyomarker:
ayni anda test edebilmesi sadece taniya yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
zaman ve finansal kaynaklardan da tasarruf saglamaktadir [70]. Kanser testi icin
biyosensorler gelistirirken kanser biyolojisinin karmasikligini ve bazi temel

unsurlarini anlamak da 6nemlidir [71].

Kanser arastirmasi temel olarak DNA veya RNA’daki mutasyonlar, proteinlerdeki ve
protein duzeylerindeki degisiklikler gibi hiicrelerin bir¢cok 6zelliginin
tanimlanmasina ve ayrica hiicrelerin morfoloji, yapisma veya elastikiyet gibi
ozelliklerinin Kkarsilastirilmasina dayanmaktadir. Analitik bir cihaz olarak,
biyosensor secilen analitin incelenen biyolojik materyale (6rn. doku, hiicreler,
proteinler, RNA, DNA) baglanmasini saglamaktadir. Biyosensorlerde yapilan ¢ogu
analiz, analitin belirli bir belirte¢ ile etiketlenmesini gerektirmektedir. Bununla
birlikte, 6nceden etiketlenmeden analitlerin dogrudan saptanmasina izin veren
bircok teknik de mevcuttur. Yaygin "etiketsiz" biyosensor teknolojileri, kuvars
kristali mikro terazisi (QCM) ve yuizey plazmon rezonansidir (SPR) [9]. Etiket

icermeyen yontemlerde analitinin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesinde
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antikor tabanli tanimlama islemi ile gergeklestirilmektedir [65]. Bu teknolojilerle
beraber mikroakiskanlarin kullanilmasi, bir teshis testi sirasinda katilan
reaktanlarin mikrokanallar aracilifiyla kontrolli laminer akisina izin vermekte ve
diisiik malzeme tiiketimi, azaltilmis 6rnek boyutu, gercek zamanl analiz ve yliksek

verim taramasi gibi faydalar sunmaktadir [72].
2.11 SPRve Gidalarda Kullanim Alanlar

SPR, daha kisa siirede, glivenilir ve tekrarlanabilir sonuglari, duyarliliklari, etiketsiz
ve gercek zamanl tespiti ve kantitatif sonuglar1 nedeniyle yillar boyunca yaygin bir
yontem olarak kullanilmistir [73, 74]. SPR teknigi ilk olarak 1957’de teorik olarak
ongorulmistiir [75]. Elektron uyarimi kullanilarak 1959°da dogrulanmistir ve en
son olarak 1968’de optik uyarim kullanilarak gosterilmistir [76, 77]. Yiizey
plazmonlari genel olarak elektronlar veya 1sik tarafindan uygun uyarilma kosuluyla

olusturulabilmektedir.

SPR, bir metal ile dielektrik bir madde, tipik olarak bir sivi veya hava arasinda, ylizey
plazmonu polaritonlar1 (SPPs) olusumunu o6lgen bir olgudur. Monokromatik, p-
polarize bir 151k kaynagindan gelen 1sitk demeti, metal filmden bir diyot dizisi
detektoriine yansitilmaktadir. O zaman, metal ylizey lizerinde plazmon adi verilen
iletken elektronlarin salinimlari, gelen 15181n dalga fonksiyonu ile meydana
gelmektedir. Plazmon, kaybolan bir dalga (evanescent wave) olarak adlandirilan bir
elektromanyetik alan olusturmaktadir. Bu dalga metal yiizeyden bir numune
cozeltisine gegerken, yansiyan 1s181in yogunluguna SPR ac¢is1 denmektedir. Molekiiler
etkilesimden kaynaklanan SPR a¢1 kaymasi1 zamana bagh olarak izlenmektedir [1,
78]. Glinlimiize kadar, SPR uygulamasi temel biyolojik ¢alismalar, saglik bilimleri
arastirmalari, gida glivenligi, klinik teshis ve cevresel ve tarimsal izleme dahil olmak
lizere cesitli arastirma alanlarinda kullanilmistir. SPR bazli biyosensorlerin

kullanimi 6zellikle patojen [79, 80] ve hastalik tespitinde [81] artis gdstermistir.

SPR teknigi, sensor ylizeyindeki kiitle degisimlerini ve her tirlii molekiil ciftinin
baglanmasini hassas ve anlik olarak, etiketleme yapmadan saptayabilen, opto-
elektronik temelli, gliclii bir tekniktir. SPR teknigi, altin vb. materyallerin tasidigi
serbest elektronlarin karakteristik 6zelliklerden yararlanmaktadir. Yiiksek kirilma
indisine sahip bir malzemenin tizerine kaplanan ince altin katmani, lazer 1sinini
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emer ve altin yiizeyinde elektron dalgalar olusur. Analiz edilmesi diistiniilen kiitle
miktarindaki artis veya bir alicinin baglanmasi halinde, altin katmanin
ylzeyinde 15181n davranisi degiserek, kirilma indisi degisimine yol acar. Meydana
gelen bu optik degisim sayesinde biyolojik etkilesimler, etiketlemeye ihtiyag
duyulmaksizin, yiiksek hassasiyette, gercek zamanli, nitel ve nicel olarak
Olctilebilmektedir. SPR fenomeni cevresel faktorlere asir1 baghdir. Altin ylizeyine tek
bir molekiiler tabaka bile baglansa ciddi bir sinyal degisimi olusturabilmektedir. Bu
teknigin yliksek hassasiyete olan baglilig1 bir dezavantaj olarak su sekilde karsimiza
cikabilmektedir: Hazirlanmasi sirasinda yanlishk yapilan bir 6rnekten sinyal
alabilmek  miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle c¢alisilacak sistemin
simiilasyonlarinin yapilip 6nceden planlanmasi, algilayici ylizeylerin modifikasyon
islemlerinin olduk¢a hassas ve kontrollii bir sekilde yapilmasi ve dl¢iimii yapilacak
orneklerin kontrollii bir deney protokolii ¢cergevesinde ytizeye yerlestirilmesi hayati

Oonem tasimaktadir.

Isik tarafindan uyarilan plazmonlar, biyo-madde isleme, immiino-tani ve antikor-
antijen etkilesiminin kinetik analizi gibi biyo-materyal islemlerinin incelenmesi i¢in
uygulanmistir. SPR’de kullanilan materyalin refraktif indeksi 15181n rezonans giris
acisini, baglanma verimliligini, baglanma dalga boyunu ve yansiyan 15181in optik
fazini etkilemektedir. Tiim fiziksel miktarlar yansiyan 1sikla dl¢iilebilmektedir. Bu
nedenle SPR teknigi floresans etiketlemeye gerek duymaz ve c¢ok yiiksek
hassasiyetle gercek zamanl bilgi saglamaktadir. Ayrica ¢cok az miktarda 6rnek ile
refraktif indeks degisimleri belirlenebilmektedir. SPR’nin biyomedikal
uygulamalarinin ¢ogu, biyomolekiillerin saptanmasi ve tanimlanmasi iizerine
odaklanmaktadir. SPR biyosensorleri, mikroorganizmalar, toksinler, proteinler ve

niikleotitler gibi cesitli analitleri saptamak i¢in kullanilmistir [82].

SPR biyosensorleri cesitli sistemlere entegre edilmistir. Literatiirde yapilan
calismalar bu konu ile ilgili bize genis bir bilgi vermektedir. Genel olarak gida
kaynakli patojenler lizerine yogunlasilmistir ve c¢alismalar gergeklestirilmistir.
Fernandez, vd. [83] 2010 yilinda yapmis olduklar1 calismada siit 6rneklerinde
antibiyotik saptamaya calismislardir. Bu amagla 6 kanalli SPR sistemi kullanilmistir.

Bu calisma i¢in li¢ 6nemli antibiyotik ailesinin (florokinolon, siilffonamid ve fenikol)
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temsilci eslenikleri kullanilmistir. Cip ytizeyi polietilenglikol birimleri igeren iki tip
merkaptoalkil ayiract kullanarak kaplanmistir. Bu sekilde kendiliginden biriken
molekiiller (SAM) olusturulmustur. Ornek ve poliklonal antikor karisim seklinde
sisteme verilmis ve saptanabilirlik basarisi enrofloksasin icin 0,30 pg/L, siilfapiridin
ve Kkloramfenikol i¢in sirasiyla 0,29 pg/L, 0,26 pg/L olarak bulunmustur.
Vaisocherova-Lisalova, vd. [84] tarafindan 2015 yilinda yapilan calismada gida
enfeksiyonlarina yol acan Escherichia coli 0157:H7 ve Salmonella spp. patojeninin
SPR biyosensoru ile saptanmasina dair gercgeklestirilen calismada, ytizeyi
poly(carboxybetaine acrylamide) kaplanmistir. Daha sonra ¢ip ylizeyine antikorlar
immobilize edilmistir. Gida maddesi sisteme gonderilip inkiibe edildikten sonra,
biyotinlenmis sekonder antikor (Ab:) gonderilmistir. En son olarak da ¢ipin
sinyalini arttirmak i¢in streptavidin kapli altin nanopartikiiller génderilmistir.
Calismada gida numunesi olarak salatalik ve hamburger ekstrakti kullanilmistir.
Calismanin tespit limiti (LOD) salatalik ve hamburger ekstrakti i¢in sirasiyla E. coli
0157:H7 i¢in 57 KOB/mL ve 17 KOB/mL ve Salmonella spp. i¢in 7,4 x 103 KOB/mL
ve 11,7 x 103 KOB/mL olarak bulunmustur.

Optik bir biyosensor olan SPR yontemi ile farkli mikroorganizmalar hizl bir sekilde
saptanabilmistir. Barlen, vd. [85] 2007 yilinda gerceklestirmis oldugu c¢alismada
SPR yontemi ile Salmonella serovarlar1 es zamanl ve spesifik olarak saptanmistir.
Bu calismada siit 6rnekleri inaktive edilmis Salmonella Typhimurium ve Salmonella
Enteritidis ile kontamine edilmistir. Sistemde biyolojik tanimlama materyali olarak
poliklonal anti-Salmonella antikoru ve Salmonella Typhimurium ve Salmonella
Enteritidis’e karsi O-spesifik (0:4 ve 0:9) antikorlar1 kullanilmistir. Sandvig
yonteminin kullanildigi bu c¢alismada 10 pl 6rnek hacminin yeterli oldugu
belirtilmistir. Ayrica Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis'in LOD
degeri sirasiyla 2,5 x 105KOB/mLve 2,5 x 108 KOB/mL olarak saptanmistir. Bir diger
calismada, yumurta sarisina Salmonella enterica serovar Enteritidis inokiile
edilmistir ve daha sonra SPR sistemi ile bu bakteriye 6zgii antikor kullanilarak
mikroorganizma saptanmistir [86]. Spesifik antikorlar kullanilarak gerceklestirilen
baska bir calismada siit 6rnekleri Salmonella enterica serovar Enteritidis ve E. coli
ile kontamine edilmistir ve SPR sistemi ile siit 6rnekleri icerisinde bulunan
bakteriler refraktif indeks degisimine bagh olarak saptanmistir [87].
20



Bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarin yami sira liretmis olduklar1 toksinler
araciligiyla meydana gelen intoksikasyon da halk saghgi acisindan 6nem arz
etmektedir. SPR yontemiyle sadece bakteriler degil, toksinler de
saptanabilmektedir. Nitekim Homola, vd. [88] 2002 yilinda yapmis oldugu
calismada siit ve tampon sivisi staphylococcal enterotoxin B kontamine edilmistir.
Sandvic¢ ve direkt assay tespit yontemi ile kontamine edilen 6rneklerdeki toksin
saptanabilmistir. Direkt tespit yontemi ile tampon sivisi icinde bulunan toksinin
belirlenme limiti 5 ng/mL olarak bulunurken, sandvi¢ yontemiyle hem tampon hem

de siit 6rneginde LOD degeri 0,5 ng/mL olarak saptanmistir.

Patojenik mikroorganizmalar, gida zehirlenmesi, a¢ik yaralarin enfeksiyonu,
ozellikle de yanik yaralanmalar1 ve sepsis gibi agir klinik sonuclara yol
acabilmektedir. Bu patojenlerin hizli bir sekilde saptanmasi, bu enfeksiyonlarin
zamaninda oOnlenebilmesini ve daha iyi klinik sonuglar elde edilmesini
saglamaktadir. Ancak geleneksel yontemlerle bu bakterilerin saptanabilmesi uzun
zaman almaktadir. Yapilan bir calismada altin yiizey iki farkl yiizey kimyas1 yontemi
kullanilarak islevsellestirilmistir. Ik yontem NeutrAvidin tabanli yiizey araciligiyla
biyotinlenmis antikorun yiizeye immobilize edilmesidir. Ikinci yontemde ii¢ farkh
biyotinlenmemis antikorun yiizeye protein G ile immobilize edilmesini
icermektedir. Islevsellestirilmis yiizeye PBS c¢ozeltisi icerisinde E. coli ile kontamine
edilmis kan, siit ve 1spanak ornegi gonderilmistir. Bu calisma NeutrAvidin aracili
anti-LBP antikoru-LBP immobilizasyonunun, E. colinin yiiksek yakalama
verimliligine ulasmaki¢in daha iyi bir yontem oldugunu ortaya koymustur. PBS, kan,
stit, ve 1spanak orneklerindeki bakterinin LOD degeri sirasiyla 50, 50, 50 ve 500
KOB/mL olarak bulunmustur [89].

Bakteri iiremesinin hizl ve hassas olarak saptanmasi gida endiistrisinde, su ve cevre
kontroliinde ve klinik tanida 6nem arz etmektedir. Kee, vd. [90] 2013’te bakteri
iremesi ve antibiyotik duyarlilik testinin hizli, hassas ve niceliksel izlenmesi i¢in bir
plazmonik nanohole sensoérii iretmistir. Konsept, plazmonik nanoholedeki
olaganiisti optik transmisyon fenomenine dayanmaktadir. Bakterilerin
yakalanmasi igin E. coli’ye spesifik antikor uygulanmistir. Cip yiizeyi polielektrolit

multilayer olarak kaplanmistir. Bu amagla 3-mercaptopropoionic acid, poly
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(allylamine hydrochloride) ve poly (sodium-4 styrenesulfonate) kullanilmistir.
Antikor ile yakalanan bakterilere, minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlenmis
tetrasiklin ve ampisilin gonderilmistir. Bakteriler ampisilin gonderildikten sonra
uiremeyi surdurirken, tetrasiklin gonderildiginde ilireme egrisinde bir plato
gostermistir. Bu durum E. coli’ nin ampisiline direngli oldugunu, tetrasiklinin ise E.
coli’ nin Uremesini engelledigini gostermistir. Ayrica bakterinin LOD degeri <102

KOB/mL olarak bulunmustur.

Baska bir calismada, insan bagirsak sisteminin yaygin bir lyesi olan Candida
albicansin hizl bir sekilde saptanabilmesi i¢in SPR metodu gelistirilmistir. Analizde
sandvi¢ yontemi ve direkt yontem karsilastirilmistir. Yakalanan antikorlar karisik
SAM tizerine kovalent olarak immobilize edilmistir. 11-mercaptoundecanoic acid ve
3-mercaptopropanol farkli oranlarda karistirilarak yiizey kaplanmistir. Yapilan
denemeler sonucunda C. albicans’'in saptanmasi i¢in uygun yiizeyin sadece 11-
mercaptoundecanoic acid ile kaplanan yiizey oldugu belirlenmistir. LOD degeri
direkt yontem icin 107 KOB/mL, sandvi¢ yontemi i¢cin 10® KOB/mL olarak
bulunmustur. Antikor E. coli, Streptococcus mutans, S. aureus, [-hemolitik
streptokoklar ve Lactobacillus casei bakterileri lizerinde c¢apraz reaktivitesine
bakilmistir. Karisik kiiltir icerisinden bile C. albicansn saptanabilecegi

belirlenmistir [91].

Baska bir calismada, E. coli 0157:H7 ve MRSA, SPR araciligiyla tanimlama elemani
olarak bakteriyofaj kullanilarak saptanmistir. E. coli’'yi saptamak icin T4
bakteriyofaji, S. aureus icin BP14 bakteriyofaji kullamilmistir. Islevsellestirilen bu
sistem ile 103 KOB/mL konsantrasyonda bakteri 20 dakikadan daha kisa bir siire

icerisinde saptanabilmistir [92].
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3

DIRENCLI S. aureus ve Enterococcus spp.

3.1 Giris

Hastanede yatan hastalar icin birincil mortalite nedeni olarak bilinen nozokomiyal
enfeksiyonlar genellikle hastalar tarafindan tibbi bakim sirasinda edinilmektedir.
Bu enfeksiyonlar uzun siireli hastanede kalislara, yasam kalitesinde diisiise,
morbidite ve mortalitede artisa, insan giicii kaybina ve saglik harcamalarinda artisa
neden olmaktadir [93]. WHO'’ya gore, 4.544.100 nozokomiyal enfeksiyon vakasi her
yil 4.131.000 hastay1 etkilemekte ve yaklasik 7 milyar Euro’luk ekonomik zarara
neden olmaktadir [94]. Gelismis ve gelismekte olan tlkelerdeki nozokomiyal
enfeksiyon oranlar sirasiyla %7 ve %10’dur [95]. Halk saghig icin risk olusturan
hastane enfeksiyonlari erken teshis edildiginde bilingli ve dogru se¢im ile uygulanan
antibiyotiklerle tedavi edilerek Onlenebilmektedir. Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine direngli Enterococcus (VRE),
hastaneye yatirilan ve bagisikligi baskilanmis hastalar icin en yaygin hastane

patojenleridir.

S. aureus, en sik kullanilan antibiyotiklere yavas yavas direnc gelistirmektedir [96].
S. aureus’un antibiyotiklere karsi direnci gelistikce, tedavi siiresi uzamakta,
mortalite ve morbidite oranlar1 artmaktadir. Bu direngler arasinda metisilin direnci
en dnemlisidir. Clinkli mecA geni tarafindan metisiline direngli genetik bir belirteg
olarak kodlanan penisilin baglayici protein 2a (PBP2a/PBP2) beta-laktam grubu

antibiyotiklere diistik bir afinite gostermektedir [97].

Enterokoklar genis bir antibiyotik direnci spektrumuna sahiptir [98]. Bu yetenekleri
nedeniyle, nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan en yaygin ajanlar, Enterococcus
faecium ve E. faecalis tiirlerini iceren enterokoklardir [99]. Direngli vanA ve vanB
genlerini tasiyan E. faecium ve E. faecalis, vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid

antibiyotiklerine vankomisin direnci gosterir ve bu suslara VRE (vankomisine
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direngli Enterococcus) denir. VRE, tiim E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin yaklasik

%6’s1n1 olusturmaktadir [100].

Antimikrobiyal ajanlar genellikle, hiicre duvar1 sentezini (6rn. (-laktamlar ve
glikopeptid ajanlar) engelleme, protein sentezinin engellenmesi (makrolidler ve
tetrasiklinler), niikleik asit sentezinin (florokinolonlar ve rifampin) engellenmesi,
metabolik yolun inhibe edilmesi (trimetoprim-siilfametoksazol) ve bakteriyel
membran yapisinin (polimiksinler ve daptomisin) bozulmasini igeren temel etki
mekanizmasi dikkate alinarak siniflandirilmaktadir [101]. Tez g¢alismasinda,
direncli ve duyarli suslar1 tanimlamak i¢in -laktam ve glikopeptid antibiyotik tiyesi
sefoksitin ve vankomisin kullanilmistir. Sefoksitinin antimikrobiyal mekanizmasi,
bakteriyel hiicre otolizinleri aktive ederek, bakteriyel hiicre duvarinin sentezine
miidahale ederek ve peptidoglikanin ¢apraz baglanmasini inhibe ederek meydana
gelmektedir. Vankomisin ise, duyarli bakterilerde hiicre duvar1 sentezinin ikinci

asamasini engellemektedir [102].

Agar difiizyon [103], broth mikrodiliisyon [104], gradyan serit testleri [105] ve disk
difiizyon [106] gibi cesitli fenotipik antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri
geleneksel olarak arastirmacilar tarafindan bakterilerin direncli veya duyarh olup
olmadigini belirlemek icin kullanilmistir. Spesifik bir antibiyotige karsi direnc,
direncten sorumlu genlerin varligini veya yoklugunu arastiran polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile de belirlenebilmektedir [107]. Bu yontemler, 06zel
mikrobiyoloji laboratuvarlari, uzman personel ve uzun analiz slresi
gerektirmektedir. Antimikrobiyal duyarlilik testinin dezavantajlari, yeni, hizli ve
glivenilir yontemlerin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Yeni teknolojiler
kullanarak patojenik bakterilerin hizh ve hassas tespiti, hasta bakimini iyilestirmek

ve hastane enfeksiyonlarini sinirlamak i¢in hayati bir konudur.

Chiang, vd. [108] SPR sistemi kullanilarak direncli veya duyarl suslarin saptanmasi
icin antimikrobiyal testin kullanimini tarif eden ilk kisilerdir. Bu arastirmacilar, tek
bir kanal kullanarak altin ¢ipe yapisan direngli ve hassas bakterilerin antimikrobiyal
duyarliligini belirlemislerdir. Syal, vd. [109] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada,
antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in tek bir kanal kullanilmis, ancak daha 6nce

bahsedilen c¢alismadan farkl olarak sensor yiizeyini islevsellestirmek i¢cin SAM
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olusturulmustur ve antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesi, transmitter bir

mikroskop gorintisti ile izlenmistir.

Literatiirde SPR tespit sistemi ile ilgili calismalar géz 6niine alindiginda, sensor
yluzeyinde ¢oklu kanallarin kullaniminin antimikrobiyal duyarlilik testi icin sinirh
oldugu gozlenmektedir. Bu nedenle, tezin ilk kisminda MRSA ve VRE icin
antimikrobiyal duyarhligin ve MRSA’'nin protein G tabanli bir sensor yiizeyinde
coklu ve es zamanl tespitine yonelik calismalar yapimistir. Sensor ytlizeyinde birden
fazla kanalin kullanilmasi, referanslarin ve birden fazla numunenin ayni anda

izlenmesi i¢cin kritik 6neme sahiptir.

Deneylerde, bakterilerin duyarl olmasi durumunda, bakteriler antibiyotik akisi ile
altin yiizeyden ayrildikca daha fazla SPR agis1 kaymasi meydana gelecektir. Baska
bir deyisle, antibiyotiklerin test edilen bakteriler {izerindeki etkisi kirilma
indeksindeki degisiklik ile belirlenebilecektir. Ek olarak, negatif veya pozitif
kontroliin a¢1 kaymalari gercek zamanli olarak izlenerek hangi bakterilerin direncli
veya duyarl oldugunu ayni anda belirlemek miimkiin olacaktir. Bu nedenle, bu tez
calismasinda, metisiline duyarli ve metisiline direngli S. aureus’'un suslan ile
vankomisine duyarli ve vankomisine direngli Enterococcus suslarini ayirt etmek i¢in
SPR teknigi tek ve ¢cok kanall sistemlerle kullanilmistir. Ayrica MRSA’'nin tek ve ¢ok
kanalli SPR sistemi lizerinde kantitatif olarak tespiti icin spesifik antikorlar

kullanilmistir.
3.2 Literatiir Ozeti

3.2.1 Metisiline Direncli Staphlococcus aureus

Stafilokoklar 0,5-1,5 pm c¢apina sahip Gram-pozitif bakterilerdir [110]. Uziim
salkimina benzer kiimeler olustururlar. Simdiye kadar, 32 tir ve 8 alt tir
belirlenmistir. Bunlarin bir¢ogu insan viicudunda kolonize olmustur [111].
Bunlardan en yaygin olanm Staphylococcus aureus’tur [112]. ilk olarak 1884 yilinda
Anton Rosenbach tarafindan kesfedilmistir, fakat kokeni bilinmemektedir [113].
NaCl'nin yiliksek konsatrasyonuna ve kurutma gibi bir¢ok olumsuz sartlara
dayaniklidir [114]. S. aureus yaklasik olarak 2.800 baz ciftine sahip dairesel bir

kromozom igeren bir genoma sahiptir ve ayrica profaj, plazmid ve transpozon igerir
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[115]. S. aureus insanlarda bulunan en yaygin bakterilerden biridir. S. aureus dogal
olarak burun ve deri mikroflorasinda bulunmaktadir [116]. Ancak viicut lizerinden
acik bir yaray1 kontamine ettigi zaman enfeksiyona neden olabilmektedir. S. aureus
cogu enfeksiyondan sorumlu olan 6nemli bir insan patojenidir [117]. Yetiskinlerin
%50’sinin  S. aureus tasiyicis1 oldugu tahmin edilmektedir [118]. S. aureus
nozokomiyal pnémoninin yani sira deri enfeksiyonu [119] [120] [121] ve kan
dolasimi enfeksiyonuna [122, 123] neden olan baslica etkenler arasinda

siralanmaktadir.

S. aureus, yuzeysel cilt ve yumusak doku, kas ve iskelet sistemi, solunum sistemi,
dolasim sistemi, genitoliriner sistem, santral sinir sistemi enfeksiyonlarina, sepsise
ve Olime neden olan 6nemli bir bakteridir. [124]. S. aureus’'un bu genis hastalik
spektrumuna sahip olmasinda rol oynayan viruans faktorleri mevcuttur. S. aureus’un
virulans faktorleri hiicresel bilesenler (kapstil, protein A, peptidoglikan, teikoik asit
vb.) ve hiicre dis1 tiretilen proteinlerine (alfa toksin, beta toksin, gama toksin gibi
enterotoksinler ve koagiilaz, B-laktamaz, proteaz, katalaz, lizozim gibi enzimler)
baghdir [125]. Sanayilesmis diinyada, S. aureus bakteriyemisinin (SAB) niifus
insidans1 her 100.000 kisi i¢in y1lda 10 ila 30 arasinda degismektedir. Toplam SAB
oranlar1 son 20 yilda stabil olmus olsa da, metisiline direncli S. aureus’un katkisi ile
bu oran dalgalanmistir [126]. Diinya capinda S. aureus enfeksiyonlarinin %13-
74’liniin metisiline direngli S. aureus (MRSA) oldugunu géstermektedir [127]. MRSA
uzun suredir saglik ortamlariyla iliskili bir patojen olarak bilinmektedir [128].
MRSA ilk olarak Birlesik Krallik'ta 1960’larin basinda bildirilmistir. MRSA dogal
sec¢ilim siirecinde mevcut tiim penisilinler ve diger f-laktam antimikrobiyal ilaglara

direng gelistiren S. aureus suslaridir [129, 130].

S. aureus’ta mecA geninin kodladig1 bir PBP’nin (PBP2a/PBP2) yol actig1 metisilin
direnci, diger tiim -laktamlarda da dirence yol agmasi nedeniyle hasta tedavisinde
biiylik sorun olusturmaktadir [97]. B-laktam grubu antibiyotiklerin tedavide
kullanilmas1 durumunda penisiline diisiik affinite gosteren bu protein MRSA

suslarinin antibiyotik varliginda gelismesine izin vermektedir [131].

Metisilin direncinin genetik belirleyicisi (mecA geni), stafilokokal kaset

kromozomunda (SCCmec) bulunmaktadir. mecA geni, PBP2a olarak bilinen ve (-
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laktamlar i¢in diistik afiniteye sahip modifiye bir penisilin baglama proteini (PBP)
kodlamaktadir [132]. SCCmec yapisal organizasyonu ve genetik icerik, MRSA
izolatlar1 arasinda kapsamli varyasyon gostermektedir. Aksine, mecA geninin

dizilimi ise olduk¢a korunmustur [133].

Birlesik Krallik, Danimarka ve irlanda’da MRSA izolatlarinda 2011 yilinda yeni bir
mecA homologu tanimlanmistir [134, 135]. Bu yeni varyant, mecA ile %70 6zdeslige
sahiptir ve baslangicta mecALcazs1 olarak adlandirilmistir ve daha sonra mecC olarak
yeniden adlandirilmistir [136]. mecC geni PBP2a ile aminoasit seviyesinde %63
ozdeslige sahip bir PBP’yi (PBP2c) kodlamaktadir [133]. Bununla birlikte, mecC
geninin S. aureus’ta sebep oldugu (-laktam direncinin molekiiler kanit1 hala eksiktir
[97]. mecC geni, DNA seviyesinde mecA ile %70 benzerlik tasimaktadir. PBP2c’nin,
PBP2a’nin aksine, 1siya duyarli oldugu ve etkinliginin 37 °C’de distigi
bulunmustur. Dahasi, PBP2c’nin, oksasilin antibiyotigine PBP2a’ya kiyasla 4 kat
daha yiiksek bir baglanma afinitesi sergiledigi belirtilmistir [97, 133].

Antimikrobiyal diren¢ 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur ve Gram-pozitif
bakterilerden ilaca direngli S. aureus ciddi bir tehdittir [137, 138]. S. aureus’tan
kaynaklanan enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde kullanilan neredeyse biitiin
antibiyotiklere bu bakteri direng¢ gelistirmistir. Ilk olarak siilfonamid grubu
antibiyotiklere karsi direng¢ gelistirmistir. Daha sonra penisilin, metisilin,
teikoplanin direnci ile devam etmistir. Giintimiizde ise linezolid, vankomisin ve

daptomisine karsi da direng gelistirdigi belirlenmistir [139, 140].

Metisiline direngli suslar yliksek oranda morbidite ve mortalite gostermektedirler.
MRSA yaygin antibiyotiklere diren¢ gostermektedir, ancak siklikla vankomisin ile
basarili bir sekilde tedavi edilmektedir. Bununla birlikte, baz1i MRSA hastalarinda
vankomisin daha az etkilidir. Hatta 2002 yilinda Amerika Bilesik Devletleri'nde
vankomisin direncli S. aureus ortaya ¢ikmistir [141]. Tedavideki sinirliliklar goz
ontine alindiginda MRSA’'nin tedavisi icin alternatif ajanlarin tanimlanmasina
ihtiyag vardir. Etkili tedaviye kadar gecen siire biiylik oranda patojen tanimlamasina
baghdir [137]. Taniy1 koymada ve tedavi etmede gecikmeler daha kotu klinik

sonuglara yol agmaktadir.
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3.2.1.1 MRSA’'nin Antibiyotik Direnci

Penisilinin 1940’larin ortalarinda kullanilmasinin ardindan, S. aureus’un penisiline
direngli suslar bildirilmis ve bunu penisiline direngli S. aureus salgini izlemistir.
Baslangicta sadece hastanelerde yaygin olmasina ragmen, penisilin direnci toplum
izolatlarinin %90'1ndan fazlasinda mevcut oldugu belirlenmistir. Bu suslar, penisilin
B-laktam halkasini bozan plazmid kodlu bir penisilinaz liretmektedirler. Penisilinaz
enzimine kararl bir B-laktam olan metisilin, 1950’lerin sonlarinda tanmitilmistir.
Bununla birlikte, metisiline diren¢ raporlar: hizla ortaya ¢ikmistir. Metisiline karsi
diren¢ mekanizmasi, 3-laktam antibiyotiklerin tiim tiyelerine karsi genis bir diren¢
saglayan mecA geni tarafindan kodlanan degistirilmis ve diisiik afiniteli bir penisilin
baglayic1 protein (PBP2a) icermektedir. mecA geni, mobil genetik eleman stafilokok
kromozom kaseti (SCC) ilizerinde, tim kompleks SCCmec elemani olarak
adlandirilmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ elemanlarinin boyutu ve bilesimi
bakimindan farkhilik gosteren 11 tanimlanmis SCCmec varyanti (tip [-XI) vardir.
Tipik olarak, ¢coklu direngli nozokomiyal MRSA suslari, daha biiyiik olan ve ¢oklu

direnc belirleyicileri iceren SCCmecll ve SCCmeclIl'i barindirmaktadir [121].

3.2.1.2 S. aureus’'un Neden Oldugu Enfeksiyonlarda Kullanilan

Antibiyotikler

Antimikrobiyal ajanlar genellikle hiicre duvar1 sentezine ([3-laktamlar ve
glikopeptid ajanlar1)) miidahale eden, protein sentezinin (makrolidler ve
tetrasiklinler) inhibisyonu, niikleik asit sentezine (florokinolonlar ve rifampin)
miidahale, bir metabolik yolun (trimetoprim-silfametoksazol) inhibisyonu ve
bakteriyel membran yapisinin (polimiksinler ve daptomisin) bozulmasini igeren

temel etki mekanizmasi dikkate alinarak siniflandirilmaktadir [101, 124, 142].

e Hiicre duvarina etki eden antibiyotikler:

Beta-laktam antibiyotikler

B-laktam ajanlarinin birincil hedefleri penisilin baglayici proteinler (PBP)’lerdir. 3-
laktam halkasinin, peptit zincirinin normalde PBP ile bagh olan D-alanil D-alanin

kismini taklit ettigi varsayilmistir. PBP, -laktam halkasi ile etkilesime girmekte ve
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yeni peptidoglikan sentezini engellemektedir. Peptitoglikan tabakasinin bozulmasi

ise bakterinin lizisine yol agmaktadir.
Glikopeptitler

Glikopeptidler, oncii peptidoglikan alt biriminin peptit yan zincirinin D-alanil D-
alanin kismina baglanmaktadir. Biiyiik ilag molekilii vankomisin, bu D-alanil alt
biriminin PBP ile baglanmasini1 6nlemekte ve boylece hiicre duvari sentezini inhibe

etmektedir.

e Protein sentez inhibitorleri
ilk olarak bakteriyel DNA’daki bilgi, transkripsiyon olarak adlandirilan bir islem ile
transkripsiyon RNA (mRNA)’y1 sentezlemek icin kullanilmaktadir. Daha sonra
ribozom adi verilen makromolekiiler yapi, translasyon adi verilen bir siire¢ olan m-
RNA’da bulunan proteinleri sentezlemektedir. Protein biyosentezi ribozomlar ve
sitoplazmik faktorler tarafindan katalize edilmektedir. Bakteriyel 70S ribozom, iki
riboniikleoprotein alt biriminden, 30S ve 50S alt birimlerinden olusmaktadir.
Antimikrobiyaller, bakteriyel ribozomun 30S veya 50S alt birimini hedefleyerek
protein biyosentezini inhibe etmektedir. Bu antibiyotikler aminoglikozidler,
makrolidler, oksazolidinonlar, streptograminler, linkozamidler, ve

kloramfenikollardir.

e DNA replikasyon inhibitorleri
Sillfonomidler ve trimethoprim, kinolonlar, rifampisin bakteriyel DNA’nin

replikasyonunu inhibe eden ajanlardir.

e Hiicre zar1 inhibitorleri

Daptomisin bakteriyel hiicre zarina etki ederek inhibe etmektedir.

3.2.1.3 Metisilin Direncinin Gelisimini Etkileyen Faktorler

e TestEdilen Ajan

MRSA ile metisilin ve diger (-laktam ajanlar1 arasinda ¢apraz direng vardir. Direng
en ¢ok metisilin veya oksasilin ile yapilan testlerde tespit edilmektedir ve bu
ajanlardan herhangi biriyle yapilan testler tim [-laktam ajanlarinin temsilcisi

olarak alinmalidir [143].
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e Kiiltiir Ortami

Mueller-Hinton ve Columbia agarlari, duyarh suslar ve MRSA arasinda IsoSensitest
ve DST agarlardan daha iyi secicilik saglamaktadir. Farkl treticilerin Mueller-
Hinton ortaminin performansinda ve tek bir tireticinin farkli Mueller-Hinton ortam
gruplar1 arasindaki farkhiliklar rapor edilmistir. Farkl treticilerin Columbia agar
gruplar1 arasindaki olasi farkliliklar hentiz arastirilmamistir. Mueller-Hinton broth
disindaki ortamlarla ilgili raporlar nadir oldugundan, farkli sivi ortamlarin

performansi hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir [143].
e NaCl Konsantrasyonu

Yaygin olarak MRSA i¢in test ortamina %>5’e kadar NaCl eklenmektedir. Ancak NaCl
konsantrasyonun etkisi, bazal ortama, inkiibasyon sicakligina, asiya ve test
formatina baghdir. Mueller-Hinton, Columbia ve DST ortamlarina NaCl ilavesi

metisilin direncinin saptanmasini gelistirmektedir [143].
e Inokiilasyon

Diren¢ ekspresyonu icin diger kosullar uygunsa, inokiilasyonu arttirmanin ¢ok az
etkisi olabilmektedir. Daha yliksek NaCl konsantrasyonlari ile birlikte yiiksek bir
inokitlasyon, direncli ve duyarh poptilasyonlar arasindaki seciciligi zorlastirmakta
ve seyreltme yontemlerindeki duyarh suglar icin MIK u¢ noktalarinin okunmasi ¢ok
zor olabilmektedir. Ozellikle oksasilin ile yapilan disk difiizyon testlerinde, daha
yuksek bir NaCl konsantrasyonu ile birlikte daha yiliksek oranda inokiilasyon
yapilamasi, yanlis sayida direncli rapor sayisinin artmasina neden olabilmektedir

[143].
¢ Inkiibasyon Kosullar:

Testlerin inkiibasyon sicakliginin azaltilmasi genellikle direng tespitini
gelistirmekte ve 30 °C’de inkiibasyon, duyarl ve direncli popiilasyonlarin 35 °C’de
inkiibasyondan daha iyi ayirt edilmesini saglamaktadir. Bazi suslarda, direncli alt
poptilasyonlar yavas bliyiimekte ve inkiibasyon 48 saate uzatilarak direng tespiti
gelistirilebilmektedir. Ancak yine de bu durum diger test kosullarina da baghdir
[143].
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3.2.14 Metisilin Direncinin Tespitinde Kullanilan Yontemler

MRSA, halk saglig1 ve hayvan saghigi konularinda giderek artan bir endise kaynagidir
ve bu nedenle MRSA'nmin tanimlanmasi igin etkili ve giivenilir yontemlerin
saglanmasi onemlidir [144]. Ayrica MRSA’'nin tespiti zordur ve bir¢ok faktor
nedeniyle karmasik hale gelmistir. S. aureus’ta metisiline direng, izolatlarin cogunda
heterojendir. Heterojen suslar iki bakteri popililasyonundan olusmaktadir; biri
nispeten duyarl;, digeri oldukc¢a direngli bir niifustur. Cogu MRSA izolatlarinin
tespiti icin, agar difiizyon, E-test, kromojenik besiyeri, lateks agliitinasyon, disk
difiizyon, minimum inhibisiyon konsantrasyonunun belirlenmesi, agar tarama
yontemi gibi fenotipik yontemler ve VITEK, Phoenix, ve Microscan gibi otomatize
duyarhilik sistemler kullanilmaktadir [125][134, 145-147]. MRSA i¢in geleneksel
kultiir ve duyarlilik testlerini tamamlamak icin 16 ila 24 saatlik bir inkiibasyon ve
16 ila 24 saatlik bir siire de dahil olmak tizere 48 ila 72 saat arasinda siirmektedir
[146]. MRSA'nin saptanmasinda kullanilan geleneksel yontemler kullanim kolaylig:
ve diistik maliyetinden dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Antimikrobiyal testleri
dogrulamak amaciyla mecA geninin saptanmasinda PCR [148] [149], PBP2a
proteinin saptanmasinda ise "slide agglutination testi" kullanilabilmektedir [147]
[144]. Molekiiler yontemlerde, metisilin direnci icin mecA’'nin saptanmasi ile,
niikleaz (nuc), koagiilaz (coa), protein A (spa), femA ve femB, Sa442, 16S rRNA
fibrinojen baglayici protein genleri gibi tiire 6zgl genlerin arastirilmasiyla elde
edilebilmektedir [150]. Metisilin direnci SCCmec genindeki klonal varyantlarla da
iliskilendirilmistir [151]. MRSA’nin saptanmasi i¢in geleneksel yontemler arasinda
oksasilin disk difiizyonu, oksasilin MIK ve oksasilin screen agar yontemleri de
bulunmaktadir. Son zamanlarda, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi,
MRSA tespiti icin sefoksitin disk difiizyon yonteminin kullanilmasini 6nermektedir.
Sefoksitin, sefamisin tipi bir antibiyotiktir ve PBP2a kodlayan mecA geninin bir

indiikleyicisi olarak tarif edilmistir [152].

Test edilen ajan, kiiltiir ortami, NaCI konsantrasyonu, inokiilasyon ve inkiibasyon
kosullarn geleneksel yontemlerde metisilin direncinin gelisimini etkileyen
faktorlerdir [143]. Bu faktorlerden dolayi, rutin tanmi laboratuvarlari MRSA’nin
tespiti i¢in hassas, hizli, basit ve dogru bir yonteme ihtiya¢ duymaktadir [153].
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Pahali molekiler teknikler olduk¢a hassas ve hizli sonuglar sunarken, kiltiirel
yontemler daha uzun bir zaman gerektirmektedir. Ancak daha diisiik bir fiyat i¢in

karsilastirilabilir bir hassasiyet saglayabilmektedir [154].
3.2.1.5 MRSA’nin Epidomiyolojisi

MRSA kaynakli hastane enfeksiyonlari, son 20 y1l boyunca diinya ¢apinda 6nemli bir
sorun haline gelmistir. Bunlar baslica hastanelerde ve hastaneler arasinda yayilma
ozelligine sahip klonlar (HA-MRSA/Healthcare-acquired methicillin-resistant S.
aureus) ile iliskilendirilmistir. Ancak 1990’larin sonuna gelindiginde, MRSA
suslarinin hastanelerden bagimsiz olarak toplumda paralel olarak ortaya ¢iktigi
belirlenmistir. Toplumla iliskili MRSA (CA-MRSA/Community-associated
methicillin-resistant S. aureus) ac¢ik bir sekilde HA-MRSA’dan ayri olarak ortaya
cikmistir ve bunlarin ¢ogunlugu HA-MRSA’dan farkli klonlar1 temsil etmistir.
Hayvanlarda, 6zellikle hayvancilikta 2005 yilinda MRSA'nin ortaya cikis1 dikkat
cekmistir (LA-MRSA/Livestock-associated methicillin-resistant S. aureus) [120,
155]. Ancak bunlar arasindan hastane kaynakli klonal MRSA suslar1 (HA-MRSA)
hastanede yatan hastalarda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir. Bu
durum, klinik mikrobiyoloji laboratuvarina, hastanin enfeksiyonundan sorumlu
etkeni hizla tanimlama ve mikroorganizmalarin inhibe edilmesi i¢in etkili bir tedavi

rehberi sunmak acisindan ¢ok biiyiik bir yiik meydana getirmistir [138].
e Hastane Kaynakl/iliskili MRSA (HA-MRSA)

ilk vaka 1961’de ingiltere’de bildirildiginden, MRSA’nin saghkla iliskili (HA) MRSA
olarak bilinen nozokomiyal ortamlara maruz kalan hastalarda cesitli
enfeksiyonlarla iliskili oldugu kabul edilmistir [156]. HA-MRSA, hastanede yatan
hastalarda cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonu ve
pnomoni dahil olmak tizere ciddi, invaziv hastaliklarla iliskilidir. HA-MRSA suslari
coklu ilag¢ direncine sahip olma ve SCCmec tip Il tasima egilimindedir. HA-MRSA,
1960’lardan beri hastane ortamlarinda endise kaynagi olmustur. O zamandan beri,
hastane kaynakli S. aureus enfeksiyonlarinda antimikrobiyal diren¢ prevalansi
giderek artmistir. HA-MRSA enfeksiyonunun risk faktorleri arasinda antibiyotik
kullanimi, uzun sireli hastaneye yatis, yogun bakim, hemodiyaliz, MRSA

kolonizasyonu veya enfeksiyonu olan bireylere yakinlik yer almaktadir [157].
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e Topluluk Tarafindan Edinilmis/iliskilendirilmis MRSA (CA-MRSA)

Toplumlailiskili (CA) MRSA’nin ortaya ¢ikisi, MRSA izolatlarinin epidemiyolojisinde
onemli bir degisiklige yol acmistir. Topluluk ortamlarinda CA-MRSA’'nin neden
oldugu artan enfeksiyon sayisi diinya ¢apinda bilim insanlarinin dikkatini gekmistir.
Her ne kadar CA-MRSA klinik olarak hastanede yatma ve HA-MRSA enfeksiyonlari
icin risk faktorlerinin yoklugu ile tanimlansa da benzersiz ilag¢ direnci paternleri ve
molekiiler 6zelliklerine sahip olarak HA-MRSA’dan da ayirt edilmistir. CA-MRSA
SCCmec 1V veya V8 tasimaktadir. [B-laktam antimikrobiyal ilaglara direng
gostermesine ragmen, CA-MRSA geleneksel olarak HA-MRSA'dan daha az
antibiyotik kategorisine direncli kalmaktadir. Ek olarak, cogu CA-MRSA izolaty,
lukSF-PV genlerinin varlig1 ile klinik sonug¢ arasindaki korelasyon tartismali
olmasina ragmen, iki bilesenli bir toksin sitolitisini nétrofillere kodlayan lukSF-PV
(Panton-Valentine 16kosidin-PVL) genlerini tagimaktadir [156]. Yani tipik olarak
baz1 metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslarina benzerler, daha genis bir
yelpazede antistafilokok antibiyotiklerine duyarli (bazilar1 sadece (-laktamlara

direnglidir) ve genellikle beyaz kani yok eden bir toksin olan PVL tretmektedirler

[158].
e Hayvancailikla iliskili MRSA (LA-MRSA)

Insanlarda zoonotik hastaliga neden olabilen hayvancilikla iliskili metisiline-
direncli S. aureus (LA-MRSA) klonunun ortaya ¢ikmasi 6énemli bir halk saghgi sorunu
olmustur [159]. MRSA dizi tiirti (ST) 398 domuzlardan insanlara, ancak nadiren
kisiden Kkisiye yayilmistir. Bu MRSA susu, digerlerinden daha az 6ldiiriicii olarak
kabul edilmistir. Hayvancilikla iligkili MRSA ST398’in (LA-MRSA ST398) o6zellikle
domuz ciftgilerini kolonize ettigi bilinmektedir [160]. Domuzlar, bu MRSA soyunun
rezervuarlar1 olarak kabul edilmektedir. ST398 ile kolonizasyonun kiimes
hayvanlarinda ve sigirlarda da rapor edildigi bildirilmistir [161]. Domuzlarla yakin
temasta olan isciler, zoonotik potansiyelini destekleyen ve gida giivenligi ile ilgili
sorular1 giindeme getiren ST398 tarafindan kolonizasyon a¢isindan 6nemli risk

altindadir [162].

33



3.2.1.6 MRSA’'nin Tespitinde Kullanilan Biyosensorler

MRSA'nin hizh ve dogru tanisi, hasta tedavisi, enfeksiyonun kontroli ve
epidemiyolojinin izlenmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. MRSA'nin 6nemli bir belirteg
proteini olan penisilin baglayic1 proteinler (PBP2a), MRSA’'nin toleransh bakterileri
icin tarama testi hedefi olarak dnerilmistir. Bununla birlikte, PBP2a aktivitesine
veya PBP2aimmiinoanalizlerine dayanan mevcut teknolojiler, yetersiz spesifiklik ve
duyarhliktadir. Fan, vd. [163] PBP2a’ya yiiksek afinite ve secicilige sahip DNA
aptamerleri araciigiyla MRSA izolatlarinin tespiti icin kolorimetrik biyosensor

gelistirmistir.

Cok farkli biyosensor sistemleri patojenlerin tespitinde kullanilmistir. Nanofotonik
interferometrik biyosensor, DNA aptamerleri kullanilarak immobilize edilmistir ve
daha sonra MRSA’nin tespitinde kullanilmistir. Ayrica yiizeyde bakterilerin spesifik
olmayan baglanmalarini 6nlemek i¢in silane-PEG-COOH kullanilmistir [164]. Lee,
vd. [165] tarafindan yapilan bir c¢alismada mecA genini iceren hedef DNA
cogaltilmistir ve PCR yerine nanogap elektrot tabanli impedimetrik sensor

kullanilarak MRSA'nin direkt tespiti saglanabilmistir.

Coklu ¢apraz yer degistirme (MCDA) amplifikasyonu MRSA’y1 metisiline duyarl S.
aureus’tan ayirmaktadir. nuc genini (S. aureus’a 6zgl gen) ve mecA genini (penisilin
baglayici proteini-2a kodlayan) hedefleyen multipleks MCDA (m-MCDA), S. aureus
suslarin tespit edebilmekte ve 85 dk icinde MRSA’y1 tanimlayabilmektedir. Wang,
vd. [166] MRSA'nin tespiti i¢in tek kullanimlik yanal akis biyosensoérii gelistirmistir.

Baska bir c¢alismada biotin-streptavidin interaksiyonundan yararlanilarak DNA
tabanli elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Bu calismada da mecA geni hedef
alinmistir. Ancak DNA'nin amplifikasyonunda PCR metodu kullanilmistir [167].
Elektrokimyasal biyosensor kullanilan baska bir calismada ise PCR metodu
kullanilmadan MRSA’dan elde edilen DNA, nanopartikiiller ile modifiye edilmis
problar araciligiyla hassas bir sekilde tespit edilebilmistir [168].

Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), alternatif bir analiz olarak, yiiksek
ozgulluk, duyarlilik ve daha az zaman alan ntikleik asit amplifikasyonu ic¢in bir

tekniktir ve PCR gibi termal dongiiye ihtiya¢ duymamaktadir. Arastirmacilar, LAMP
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araciligiyla MRSA klinik izolatlarindan elde edilen mecA geninin DNA fragmenti SPR
biyosensoriinde tespit edebilmistir. Bu amacla, ylizey streptavidin ile immobilize
edilerek biyotinlenmis DNA problar1 baglanarak mecA geni tespit edilebilmistir
[169].

Biyotaninma elemani analitin yakalanmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Litik fajin
ligand olarak kullanildig1 bir calismada magnetoelastik biyosensor kullanilmistir. Bu

sekilde MRSA izolatlar1 hassas bir sekilde tespit edilebilmistir [170].

Genel olarak literatirde yapilmis olan c¢alismalar incelendiginde sensor tiru
farketmeksizin bir sistem tasarlandiginda metisilin direncinin olusmasina sebep
olan mecA geninin tespiti icin DNA problar1 kullanilmaktadir [171]. Ayrica bu
sistemlerde MRSA kiltirleri oldugu gibi kullanilamamistir. Bunu yerine DNA

ekstraksiyonu yapilmistir ve problarda tespiti gerceklestirilmistir.
3.2.1.7 MRSA ve Gida Giivenligi

Gida kaynakli hastaliklar diinya capinda bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Bugline kadar, ¢cogu bakteri, viriis ve parazitin neden oldugu 250’den
fazla farklh gida kaynakli hastalik meydana gelmistir [172]. S. aureus insan ve
hayvanlarda meydana gelen hastaliklarin en 6nemli nedenlerinden biridir. Gida
acisindan durum degerlendirildiginde, kontamine olmus gidada S. aureus salgilanan
stafilokokal enterotoksinler gida kaynakli intoksikasyonlara sebep olabilmektedir.
Gidalarin kontrolstiz depolama kosullariyla birlikte uygun olmayan hazirlama
prosesleri, S. aureus’un kontaminasyon riskini arttirmakla beraber, 1s1ya ve diisiik
pH’ya dayanikli SE'lerin iiretiminde artisa da sebep olabilmektedir [173]. S. aureus
peynir, siit ve diger siit Urtnleri ile iligkili gida kaynakl salginlarin %10’undan

fazlasindan sorumludur [174].

Metisiline direngli S. aureus (MRSA), saglikla iliskili ciddi enfeksiyonlarin ana
nedenidir [175]. MRSA, diinya ¢apinda hastane (HA-MRSA) ve toplum kaynakli (CA-
MRSA) enfeksiyonlarindan sorumlu patojen olarak bilinmektedir [176]. Ancak, son
on yi1lda, MRSA'nin bir klonu CC398 (ST398) domuz ve ciftlik hayvanlarinda (LA-
MRSA) ortaya cikmistir [177]. LA-MRSA ilk defa Hollanda’da domuzlarda ve domuz

ureticilerinde tanimlanmistir [178]. Domuz, domuz yetistiricileri ve ayn1 zamanda
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kontamine et yoluyla tiiketicileri enfekte edebilen LA-MRSA i¢in rezervuar gorevi
gormektedir [179]. Bu sus hayvancilik iiretimini etkilememesine ragmen,
insanlarda kolonize olabilmektedir ve ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir
[180-183]. Ek olarak, enfekte veya kolonize olmus hayvan patojeninin personeli
kontamine etmesine ve daha sonra gida zincirine bulasmasina sebep olmaktadir
[13]. LA-MRSA klonlar1 hayvanlarla dogrudan temasta bulunmamis kisilerde izole
edilmesi ise bakterinin bulasmasinda ek olarak ¢cevreden insana ve insandan insana
tasima gibi diger iletim yollarinin da varhigim1 disindirmektedir [184]. LA-MRSA
hayvan iiretim ortaminda havayla tasinarak gida olarak tiiketilen hayvan tiretim
zincirinde ¢alisan gorevliler tarafindan solunabilmektedir ve tozda bulunmasi

sebebiyle giday1 kontamine edebilmektedir [179, 185].

MRSA diinya ¢apinda klinik olarak sorun olusturmaktadir. Antimikrobiyal tedavi
icin veya biiylimeyi tesvik etmek icin uygun olmayan antibiyotik kullaniminin bir
sonucu olarak antimikrobiyal direncgli bakterilerin ortaya ¢ikmasi, gida zincirinde
kullanilan hayvanlar1 ve iligkili gida maddelerini kontamine ederek gida zinciri

sektorlerini etkilemektedir [186].

Ik cahismalarda, MRSA’'nin antimikrobiyal direnci ve genetik gecmisinin spesifik
konakgilarina gore farkli oldugu diisiiniilmistiir. Ancak, farkli kaynaklardan elde
edilen MRSA'nin diisiik konakg1 spesifisitesine ve benzer genomik diziye sahip
oldugu tespit edildiginde bu bakis ac¢is1 degismistir. Bu nedenle, bu MRSA’nin
hayvandan insana ve insandan hayvana bulasabilecegini diisiindiirmiistir [187,
188]. Cesitli calismalar LA-MRSA’'nin insanlardan kaynaklandigini ancak zamanla
HA-MRSA ve CA-MRSA i¢in bir marker olan PVL, toksik sok sendromu toksin 1 ve
eksfolyatif toksinlerini iiretme yeteneklerini kaybettigini belirtmektedir [189].
Ayrica mecA ve tetM gibi antibiyotige direng genlerinin ciftlik hayvanlarinda adapte
oldugu bildirilmektedir [190]. Ayrica, gesitli arastirmalar hayvanlarla temas eden
kisilerin LA-MRSA ile kolonize olma riskinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir
[191]. Bununla birlikte, kolonizasyonun hayvan temasi sikligina ve yogunluguna ve

maruz kalma stiresine bagh oldugu duistiniilmektedir [192].

MRSA mastitisli ineklerden 1972 yilinda ilk defa izole edilmistir [193]. Hayvanlar,

MRSA tarihinin ¢ogunda 6nemli bir rol oynamistirlar. O zamanlar mevcut olan
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biyotip yontemlerine dayanarak bu ilk izolatlarin insan kaynakli oldugu sonucuna
varimistir [194]. Daha sonra MRSA problemi biiytimiistiir ve Hollanda’da domuz
yetistiriciligi ile iligkili oldugu tespit edilen MRSA ortaya c¢ikmistir [178]. Bir
bolgeden baska bir bolgeye gelen bir domuz ciftgisi ve domuzlarla ¢alisan bir
veteriner, veteriner hekimin oglu ve ¢ocugu tedavi eden bir hemsirenin ilgili MRSA
susu ile kolonize oldugu tespit edildiginde, domuz yetistiriciliginin insanlarda MRSA
tasinmasi icin 6nemli bir risk olusturabilecegi sonucuna varilmistir [178]. Daha
sonra yayinlanan raporlarda, MRSA'nin sadece domuzlar arasinda yaygin olmadigi
ayni zamanda dana, tavuk, at, kopek ve sicanlar gibi hayvan tiirlerinde de kolonize
oldugu [195-198] [199], hayvanlar [200] ve insanlarda [201, 202] hastaliga neden

olabilecegi belirlenmistir.

MRSA, saglikl ve mastitisli siit hayvanlarinin siitiinden izole edilmistir [203, 204].
Bu konu ile ilgili yapilan bir calismada test edilen siit, siit Urtinleri, insan ve
hayvanlardan alinan burun siiriintii 6rneklerinin %99,6’s1 en az bir antibiyotige
direncli ve %13,3"lintin ise ¢oklu ila¢ direncine sahip oldugu ortaya cikmistir.
Orneklerin toplam %3’iiniin de mecA genini tasiyan MRSA ile kontamine oldugu
belirlenmistir. MRSA ¢iftlik calisanlarinin %2,4’inde, siit endiistrisinde ¢alisanlarin
ise %6,5’inde tespit edilmistir [205]. Baska bir ¢alismada, ¢ig siitlerde MRSA'nin
izolasyonu, mecA ve mecC gen varlig1 ve antibiyotik direng profilini belirlemek i¢in
farkli siit sigirlarindan 63 st 6rnegi ve 32 burun siirtinti 6rnegi alinmistir.
Orneklerin %17,89 ve % 15,79’unda sirasiyla mecA ve mecC genleri icin pozitif
bulunmustur. mecC pozitif izolatlardan 12’si hem mecA hem de mecC igin pozitif
olarak tespit edilmistir [206]. Yapilan diger ¢alismalarda, ¢ig stit ve siit lirlinlerinden
izole edilen tic MRSA susunun (%1,2) enterotoksijenik oldugu [207] ve siit
tanklarindan izole edilen iki adet MRSA’nin (% 1,33) ¢oklu stafilokokal enterotoksin
lirettigi tespit edilmistir [208]. Ozellikle pastérize ve pastorize edilmemis siit ve siit
trinlerinde MRSA'nin tespit edilmesi halk saglig1 icin tehdit olusturmaktadir.
MRSA’nin siit ve siit iirtinlerinde varligini kontrol etmek i¢in saglhkli hayvanlarin
kullanilmasi gerekmektedir. Ayrica peynir lretiminde ¢ig siitiin kullanilmasindan
kacinilmalidir [209]. Cig siit ve bazi stt triinlerinde MRSA’'nin yayginlig1 belirlemek
icin yapilan bir calismada, ¢ig siit ve siit lriinlerinde koagiilaz pozitif olarak
belirlenen S. aureus izolatlarindan 5 tanesi mecA geni pozitif bulunmustur [210].
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Tiirkiye’de tulum peynirleri tizerine yapilan ¢alismada da ¢oklu ilag direncine sahip
MRSA izolatlari tespit edilmistir [211]. Siit Girtinlerinde ¢oklu ila¢ direncine sahip S.
aureus’'un ve oOzellikle MRSA'nin varligi, bu patojenin toplumda yayilmasi igin
potansiyel bir tehdit olusturmaktadir. insan, hayvan ve cevre kaynaklarinin siit
trtinlerinin tretim zincirleri boyunca kontaminasyonuna karisabilecegini ve bu
nedenle toplumda MRSA dagilimini kontrol etmek icin kontaminasyon

kaynaklarinin daha fazla arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

Besi hindi ve besi hindi barindiran ¢iftliklerde yasayan insanlarin LA-MRSA tasima
olasilig1 da yapilan calismalar ile kanitlanmistir. Yapilan bir ¢calismada, hindi strisi
ve ciftlik calisanlar1 incelenmistir. Incelenen 20 siiriiniin 18'i (%90) ve ciftliklerin
12’sinde orneklenen 59 kisiden 22’si (%37,3) MRSA icin pozitif olarak tespit
edilmistir [212]. Hindi striisii ve g¢alisanlarinda MRSA’nin tespit edilmesi
hayvanlarin islenme prosesi sirasinda kontaminasyonun meydana gelecegini a¢ikca
gostermektedir. Yapilan bir calisma perakende satilan hindi etlerinde MRSA'nin
varlig1 aciklanmistir [196]. Perakende olarak satilan cig etlerde MRSA’'nin varhigini
ve dagihmi belirlemek i¢in Ingilitere’de bir ¢calisma yapilmistir. Toplanan 6rneklerde
MRSA’nin kékeni belirlendikten sonra stafilokokal gida zehirlenmesine neden olan
enterotoksin gen varligi ve antibiyotik direnci belirlenmistir. LA-MRSA’'nin gida
zincirindeki varligi dogrulanmistir [213]. Bir ¢alismada, MRSA’'nin varlig1 ve
izolasyonu icin 3.520 perakende et, Amerika’'nin sekiz eyaletinden toplanmistir.
MRSA prevelansinin en yiiksek ¢iktig1 iirtin grubu hindi olurken bunu sirasiyla
domuz eti, sigir biftegi ve tavuk izlemistir [214]. Almanya’da yapilan bir ¢alismada
ise c¢iftlikten izole edilen MRSA izolatlarinin gida zincirinin sonraki tiim
asamalarinda kontaminasyon meydana getirebilecegi elde edilen sonuclara gore

belirtilmistir [215].

Gida olarak tiiketilen hayvanlarin PVL-pozitif ¢oklu ila¢ direncine sahip S. aureus ve
MRSA'nin ciftlikten calisanlara tasinmasinda bir ara¢ oldugu yapilan ¢alismalar ile
belirlenmistir. Nijerya’da yapilan bir ¢alismada, tavuk karkaslarinin %64,3’tiinde
coklu ila¢ direncine sahip S. aureus tespit edilmistir [216]. Yine aym ¢alismada
toplam 53 adet S. aureus izolatindan, 19’unun PVL pozitif ve 12’sinin mecA genini

tasidig1 sonucuna varilmistir.
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Gidalarin antimikrobiyal direncli S.aureus varyantlarinin iletiminde birer arag
oldugunun 6nemi Danimarka’da yapilan bir ¢alismada da belirtilmistir. Bu amacla,
¢ig tavuk, hindi, domuz, susi ve makarnadan izole edilen toplam 88 adet S. aureus
izolatina biyoinformatik analizler yapilmistir ve 31 izolatta CC398 dominant klon
olarak bulunmustur. Ayrica izolatlarin %39,8’inin ¢oklu diren¢ genlerine sahip

oldugu tespit edilmistir [217].

Italya’da ve Ingiltere’de yapilan ¢alismalarda ¢ig olarak satilan sigir, domuz eti,
tavuk ve at eti 6rneklerinde MRSA pozitif olarak bulunmustur. Bu etlerde MRSA’nin
varligl, bu bakteri ile kolonize olmus gida calisanlar1 nedeniyle insan
kontaminasyonu veya gida isleme sirasinda karkaslarin ¢apraz kontaminasyonun
meydana geldigi sonucuna varilmistir. Ayrica, bu arastirmada tespit edilen MRSA
klonlar1 toplum enfeksiyonlarindan sorumlu oldugu, ve gidalarin MRSA’nin ¢evreye

yayllmasina katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir [191, 218].

Insanlar ve domuzlar arasindaki dogrudan temas, MRSA CC398 (ST398) tarafindan
kolonizasyon ve enfeksiyon i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmistir. Portekiz’de
yapilan bir ¢alismada domuz karkaslarinda %20 oraninda MRSA izole edilmistir
[14]. MRSA domuzda kolonize olmakla beraber ayni zamanda bu hayvanlarda
firsatg1 bir patojendir ve halk saghgi tizerindeki etkisi nedeniyle iireticiler ve

kesimhaneler diizeyinde kontrol edilmelidir.

Gida olarak tiiketilen hayvanlarda MRSA varlig1 ve perakende et orneklerinde
saptanmasi, MRSA'nin potansiyel gida kaynakli bulasma endisesini arttirmaktadir.
Bir ¢alismada, oral enfeksiyonu takiben MRSA suslarinin olasi yollarini incelemek
ve kaynaklarinin ve iletiminin sonuglarini anlamak i¢in oral yoldan alinan érnekler
icin bir fare modeli kullanilmistir [172]. Sonu¢ olarak farelerin i¢ organlarinda
MRSA'nin kolonize oldugu ve ayrica digkilar1 araciligiyla da MRSA’nin cevreye
bulasabilecegi tespit edilmistir. Bu nedenle hayvanciliktan hayvansal iiriinlerin
tiketimine kadar, gida =zincirinin tiim asamalarinda iyi hijyen ve iiretim
uygulamalari, hayvan yeminden bakteriyel kontaminasyonun ortadan
kaldirilmasinda ve daha sonra enfeksiyonlarinin ve antimikrobiyal direncli

bakterilerin dagilmasinin 6nlenmesinde ¢ok degerlidir.
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MRSA CC398, esas olarak domuzdan tespit edilen hayvancilikla iligkili (LA) bir
sustur [183]. Her ne kadar, et, siit, tavuk ve benzeri gidalarda tespit edilebilmesine
ragmen, domuzun LA-MRSA’nin rezervuari olarak bildirilmesi nedeniyle herhangi
bir gidada bu tiiriin tespit edilmesi miisliman toplumlar tarafindan gidanin helal
olup olmamasi konusunda tartismaya yol agmasi beklenmektedir. Ciinkti bu durum
gidanin hazirlama prosesisin herhangi bir asamasinda domuzdan kaynaklanan bir

bulasinin meydana gelme ihtimalini diisiindliirmektedir.

Antimikrobiyal diren¢ yirmi birinci ytizyilin en biliyiik sorunlarindan biridir. Kiiresel
olarak bu sorunun ele alinmasi insanlar, hayvanlar ve cevre agisindan uyumlu bir
ortam olusmasini saglayacaktir. Antibiyotik direncli bakterilere bagh gida kaynakl
salginlara iliskin mevcut veriler, esas olarak izole edilmis bakterilerin rutin olarak
antimikrobiyal duyarlilik testine tabi olmamalar1 nedeniyle genellikle yetersizdir ve
testler yapilsa bile, sonuglarin yetkili saglik otoritelerine bildirilmesi zorunlu
degildir [219]. Antimikrobiyal maddelere direncgli patojenlerin neden oldugu gida
kaynakl hastaliklarin biliytik ¢ogunlugu, hayvansal kokenli veya cok bilesenli
kontamine gidalarinin tiiketilmesinin sonucu meydana gelmektedir. Bunun giiclii
kaniti, hayvancilikta antimikrobiyal madde kullanimin, antibiyotik direngli,
zoonotik, gida kaynakli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda ana etmen olmasi ve bu
mikroorganizmalarin hayvansal gidalar1 kontamine etmesinin sonucu olarak
insanlarda enfeksiyona neden olmasidir [220]. Antimikrobiyal diren¢ ayrica
insanlarda artan viriilans ile iligkili gibi goériinmektedir. Bir¢ok epidemiyolojik
calisma, antimikrobiyal direngli gida kaynakli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinde artis oldugunu goéstermektedir [221].
Ornek olarak antimikrobiyal maddelere direngli bakterilerin kontamine olmus bir
gida ile tiiketimi bunlarin bagirsakta kolonize olmasiyla beraber bu dénemde
uygulanan herhangi bir antibiyotik tedavisinin direngli gida kaynakli patojenlerin
bagirsak mikroflora tizerinde hakim olmasina neden olacag: icin ciddi klinik

hastaliklarin gelismesine neden olabilmektedir [222].

MRSA'nin gida zinciri yoluyla yayilmasi bir gida giivenligi sorunu olma ihtimalini
gostermektedir. Bu nedenle hizli MRSA tespiti ve kontrolii gida glivenligi icin

gerekmektedir.
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3.2.2 Vankomisine Direncli Enterokoklar

Enterokoklar, insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda dogal mikrobiyotanin bir
pargasi olarak yasayan Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik bakterilerdir ve ayrica
hastanelerde onkoloji, hematoloji, nefroloji ve transplantasyon {nitelerinde
bagisiklig1 baskilanmis hastalar1 enfekte eden diisiik patojeniteli bakteriler olarak

da kabul edilmektedirler [223].

Enterokoklar gerek hastanelerde kullanilan cesitli tibbi malzemeler, gerekse saglik
personeli ile hastadan hastaya tasinarak hastane enfeksiyonu olarak salginlara yol
acabilmektedir. Glikopeptid yapida antibiyotiklere (vankomisin ve teikoplanin gibi)
direnc¢ vanA ve vanB genlerini tasiyan Enterococcus faecium ve E. faecalis tlrlerinde
gorilmekte [224] ve bu tirler VRE (Vankomisine direngli enterokok) olarak
adlandirilmaktadir. VRE, tiim E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin yaklasik %6’sin1
olusturmaktadir [100]. En yaygin enterokok izolatlar1 arasinda E. faecium, vanA ve
vanB araciligiyla glikopeptidlere direncin rezervuari olarak diisiiniilmektedir. vanA
genine sahip direngli enterokoklar direng genlerini diger enterokoklara ve Gram-
pozitif bakterilere aktarabilmektedirler. Bu nedenle, vankomisine direngli
enterokoklarin izlenmesi glikopeptid direncinin yayilmasinin énlenmesi icin ¢ok
onemlidir [225]. VRE suslan ilk kez 1988’de bildirilmistir. O zamandan beri
teikoplanin ve/veya vankomisine direngli suslar tiim diinyada saptanmistir.
VRE'nin ampisilin ve aminoglikozidleri (yiiksek diizey diren¢ dahil) iceren birden
fazla antibiyotik icin ek diren¢ olusturdugu belirtilmektedir [226]. Enterokoklarda
B-laktamlara ve aminoglikozidlere direncin yani sira artan glikoprotein direncinin
varligr siklikla bildirilmektedir. Enterokoklarda literatiirde dort fenotipik
glikopeptid direnci bildirilmistir: vankomisin (Vm) ve teikoplana karsi direnci
yuksek vanA fenotipi, sadece Vm'ye diren¢li vanB fenotipi, Vm'ye Kkarsi
indiiklenemeyen diisiik seviyeli diren¢ gosteren vanC fenotipi ve vanC geni ile hi¢cbir

homoloji paylasmayan "vanC benzeri" direnc¢ fenotipidir [227].

Iyi huylu ve firsatgi patojenler olarak kabul edilmelerine karsin, enterokok
enfeksiyonlar1 kiiresel olarak hastane ortaminda bir klinik sorun olarak kabul
edilirler ve enfektif endokardit, nozokomiyal enfeksiyonlarin yani sira

yenidoganlarda menenjit, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, osteomiyelit, akciger
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enfeksiyonlari ve eriskinlerde kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlari, liriner
sistem enfeksiyonlar1 ve kaynagi bilinmeyen bakteriyemiye yol acabilmektedirler

[228, 229].

Sinirli tedavi secenekleri nedeniyle [230], VRE'nin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, halk
saghgl icin tehdit olusturmaktadir. VRE enfeksiyonlarinin ¢oklu ilag direncine yol
acabilmeleri nedeniyle bu izolatlarin hizli tanimlanmalar1 gerekmektedir [231].
Patojen mikroorganizmalarin saptanmasinda plak sayimi [232], PCR [233], ELISA
[234], biyosensorler [79, 235, 236] ve biyoliiminesans [237] gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Plak sayma, ELISA ve PCR gibi yontemlerde, patojenleri pozitif
olarak tanmimlayabilmek icin zenginlestirme yontemlerine, izolasyon, morfolojik

inceleme, biyokimyasal ve serolojik testlere gereksinim duyulabilmektedir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan yontemler, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve sivi
mikrodiliisyon yonteminin cesitleridir. Bu yontemlerin esas1 antibiyotik etkisi
altinda bakteri lireme yeteneginin saptanmasina dayanmaktadir. Bu nedenle test
siresi test edilen bakterilerin ¢ogalma siireleri ile belirlenmektedir. Bu
yontemlerden sonu¢ alinmasi bir glinden bir haftaya kadar uzamaktadir.
Inkiibasyon siiresinin uzamasi hastaya uygun bir tedavi siirecinin baslamasina da
engel olmaktadir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin ortaya ¢ikarmis olduklar:
dezavantajlar yeni, hizli ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi gerektigini

gostermistir [238].
3.2.21 VRE ve Gida Giivenligi

Enterokoklar, insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminin normal
florasina ait bir grup bakteridir. Muhtemelen ¢evrenin, insan ve hayvan diskisi ile
kontamine olmasi nedeniyle sebze, bitki materyali, su ve gidalardan izole
edilmektedirler. Son zamanlarda, bagisiklik sistemleri baskilanmis olan hastalarda
diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarinin ana nedeni olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.
Vankomisine direncli enterokoklar (VRE) insanlardaki ana enfeksiyon kaynagi ve

aktarilabilir vankomisine diren¢ genlerinin tasiyicilar olarak bilinmektedir [239]
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Antibiyotige direncli enterokoklar i¢in rezervuarlar tarif edilmistir [240]. VRE i¢in
iki tiir stipheli kaynak vardir. Bunlar insan tedavisinde vankomisin kullanimindan
kaynaklanan klinik kaynaklar [226] ve hayvansal kaynakl gidalardir [241]. Gida
olarak tiiketilen hayvanlarda bulunan enterokoklar hayvanlar icin patojen degildir.
Ancak hayvanlarin biiyiimesini tesvik etmek icin avoparsin takviyeli yemlerin
kullanilmasi [242], bu antibiyotigin enterokoklarda vankomisin ve teikoplan adi
verilen antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimini desteklemektedir. Meydana gelen
vankomisin direncli suslar hayvan icin patojen olmayabilir ancak tiirler arasi ve cins
seviyelerinde vankomisine direngli genler ic¢in rezervuar havuzu gorevi

gorebilmektedir [243].

Enterokoklar, firsatci patojen olmalar1 nedeniyle c¢esitli ciddi enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler. Ciinkli antibiyotige direncli enterokoklarin tedavisi sinirhdir.
Vankomisin, Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda en son care
olarak kullanilan bir antibiyotiktir [244]. Eger bakterinin ampisilin direnci varsa
vankomisin ve linezolid kullanilarak enfekiyon sinirlandirilabilir. Fakat bakteri
ylksek oranda gentamisin, ampisilin ve vankomisine dire¢ gosteriyorsa enfeksiyon

icin basarili bir tedavi imkansizdir [245].

Antibiyotik kullaniminin kiimes ve domuz ciftliklerinde biiytimeyi arttirici olarak
kullanilmasi sonucunda VRE’nin kolonizasyonunda artisa sebep olmustur [246]. Bu
artis VRE’nin hayvanlardan insanlara bulasmasina neden olmustur [247].
Hayvansal kokenli suslar, hayvanlarla dogrudan temas yoluyla veya kontamine
gidalara maruz birakilarak insanlara bulasabilmektedir. Sanayilesmis tilkelerde,
kontamine hayvanlarla dogrudan temas yoluyla zoonotik bulasma riski, genel insan
nifusunun kiiciik bir kismin1 temsil eden ciftciler, veterinerler ve mezbaha
calisanlart ile smirhdir. Ancak gida kaynaklhi bulasma, kontamine bir gida
maddesinin veya mutfakta ¢apraz kontamine olabilecek diger gida maddelerinin
tiketimi ve islenmesi yoluyla nifusun daha biiyik bir bolimiini

etkileyebilmektedir [248].

Enterococcus faecium ve E. faecalis insan bagirsak sisteminde bulunan ve probiyotik
olarak etki gosteren bakterilerdir. Fermente olmus gidalarda bu iki bakterinin

varlig1 ve probiyotik etkisi cesitli arastirmalar ile calisiimistir [249, 250]. Probiyotik
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olarak kabul edilen bazi enterokoklar hayvan ve insan bagirsak sisteminde
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanabilmektedir. Yapilan bir calismada hayvanlardan
ve insanlardan toplanan feges 6rneklerinde VRE varligi arastirilmistir. VRE’yi tagima

orani insanlardan alinan 6rneklerde %9 oldugu belirlenmistir [251].

VRE'nin gidalardaki prevelansini belirlemek icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Turkiye’de yapilan bir calismada ¢ig siit, peynir, yogurt, tereyagi, et ve et
trinlerinden toplanan 270 6rnekte VRE varligi arastirilmistir. Toplam 12 adet VRE
izole edilmistir [252]. Malezya’da yapilan c¢alismada ise, toplam 150 adet
dondurulmus biftek ve biftek tirtinleri VRE a¢isindan incelendiginde 22 adet VRE
izole edilmistir [253]. italya’da yapilan bir ¢alismada yine ¢ig et iiriinlerinde VRE
tespit edilmistir [254]. Kore’de yapilan ¢alismada perakende ¢ig etlerde ve balik
triinlerinde toplam 9 adet VRE izole edilmistir [255]. Mastitisli inek siitii, tavuk
kumu ve hindi kumlarindan alinan 6rneklerden elde edilen verilere gore 30 adet
coklu ila¢ direncine sahip Enterococcus spp. izole edilmistir [256]. Ayrica VRE’nin su
kaynaklarindan izole edilmesi epidemik bir salgin olusumu riskine isaret

edebilmektedir [257].

llaca diren¢ transferi riskini en aza indirmek, gida giivenligi ve halk saghgim
glivence altina almak icin, et ve et Urlnlerinde ve ciftliklerde bu tir patojenik
bakterilerin varligini tespit etmek icin titiz bir tarama ve izleme programina ihtiyac

bulunmaktadir.
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4

KANSER BiYOMARKERLARI

4.1 Giris

Kanser, ekonomik olarak gelismis ve gelismekte olan tilkelerde 6liimlerin 6nemli bir
nedenidir. Gelismekte olan tilkelerin ¢cogunda kanser insidansi ve mortalite oranlari
artmaktadir. Tiirkiye ayrica bireysel ve cevresel risk faktorleri nedeniyle kanser
insidansinda bir artisa sahiptir. Ayrica, kayit sistemindeki gelisme ve saglik

hizmetlerine erisimdeki artis kanser goriilme oraninda biiytik rol oynamistir [258].

Zaman kanser tedavisinde kritik bir parametredir. Hizli tan1 konulmasi devam eden
bir metastatik silirecin erken tespit edilmesine ve ayni zamanda da kanser 6nleyici

etkenlerin etkinliginin kolay izlenmesine olanak taniyabilmektedir.

Hastalarda tiimoral doku varligi ¢cogu teshisin hedefi olmaya devam etmektedir. Ne
yazik ki, erken asamalarinda, kanser kolayca goriillememekte olup, baz1 gecikmis
bulgular agir veya olimciil sonuglar ile neticelenmektedir. Ayrica, yanlis taniyi
onlemek icin, hastalara agr1 ve rahatsizlik veren ¢ok sayida gereksiz ameliyat
eylemiyle sonuglanan klinik karar1 teyit/ertelemek icin sayisiz biyopsi
yapilmaktadir. Kanserli hastalar i¢in hayatta kalmanin erken evre tani ile kuvvetle
iliskili oldugu iyi bilinmektedir.

Kanserin tespitinde etkili teshis araclarinin gelistirilmesi yogun arastirma
konusudur. Etkin tiimor belirteglerinin kesfi ve bunlarin tespiti tanm1 ve tedavi
yaklasimlarinda 6nemlidir. Kimyasal veya biyolojik maddeler olabilen (proteinler,
antijenler, hormonlar, reseptorler, genetik belirte¢ler ve mikro RNA) biyomarkerlar
son zamanlarda kanserin erken teshisi, etkili tedavisi ve prognozu hakkinda bilgi
vermek icin kullanilmaktadir. Biyomarkerlarin kuantifikasyonu, hiicresel ambalajin
analizi, doku biyopsilerinde morfoloji ve mamografi, kolonoskopi gibi bazi
goriintiileme yontemleri ¢ogu kanseri teshis etmek icin kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, hastanin kanserle hayatta kalmasinin erken tani ile giiclii bir sekilde iliskili

oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, in vivo klinik taniy1 yiiksek secicilik ve duyarlilikla
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kolaylastirmak ve spesifik olarak hizlandirmak i¢in analitik yontemleri kullanan

yeni cihazlara ihtiyac¢ vardir.

Biyolojik belirleyicilerin tespiti onlarca yildir énemli bir trend olmustur [259].
Ashinda bu belirleyicilerin ¢ok sayida patojenik stirecte 6nemli rol oynadigi tizerine
calisilmis ve yapilan ¢alismalar kanitlanmistir [260]. Biyolojik belirtegler tlizerine
yapilan arastirmalar, kanser tanisi icin rutin olarak yiritilmektedir, ¢linki
biyolojik belirteglerin varlig1 kanser tiirtinii belirlemeye yardimci olmaktadir.
Biyolojik belirteclerin tanimlanmasi su anda biyopsileri gerektiren dokular
tzerinde gerceklestirilmektedir [261]. Cerrahi girisimlerden kaginmak amaciyla,
biyolojik belirtegleri in vivo olarak tespit etme fikri ortaya ¢ikmis ve bu da 6zel

biyosensorlerin hazirlanmasina neden olmustur.

Biyosensorler esas olarak ilgilenilen biyolojik belirtecleri tespit etmek amaciyla
gelistirilmistir [262]. Bu teknoloji tarafindan o6nerilen etiketsiz ve gercek zamanl
saptama, klasik tekniklerle karsilastirildiginda 6énemli bir varlik olmaya devam
etmektedir. Minimalize boyut, iyi bir hassasiyete bagh olarak, biyolojik belirtec¢
algilamasi i¢in de 6nemlidir. Uzun yillardir bu amagla hedef molekiillerin (6rnegin;
proteinler, hiicreler) detaylandirilmasi ve ayirt edilmesi icin elektrokimyasal veya
optik teknikler kullanilarak cesitli biyosensérler gelistirilmistir [64]. Ozellikle SPR
bazl sistemler hizli ve hassas sonu¢ vermesi dolayisiyla biiytik ilgi gormektedirler.
SPR biyosensorleri sayesinde biyomolekiiler etkilesimlerin etiketlemesiz (yani
herhangi bir ekstra boyar madde kullanimina gerek kalmadan), ger¢ek zamanli,
niceliksel, hizli, giivenilir, uygun maliyetli, cok parametreli ve yiiksek verimli bir
sekilde olciilebilmeleri miimkiin olabilmektedir (Sekil 4.1). SPR sisteminde genel
olarak altin yiizey kullanilmaktadir. Metallerin icerisinde serbest elektronlar
bulunmaktadir, metallerin iletken olmasinin sebebi de budur. Bu serbest elektronlar
1s1l etkenlerden dolay1 titresirler. Elektronlar, yiiklii parcaciklar olduklar: icin
birbirleriyle etkilesirler ve bu titresimler diizenli dalgalara dontstir. Bu dalgalar
bilimsel literatiirde elektron plazmasi yani plazmon olarak adlandirilir [108].
Yiksek kirilma indisine sahip bir malzemenin lizerine kaplanan ince altin katmani,
lazer 151n1n1 emer ve altin ylizeyinde elektron dalgalari olusur. Analiz edilmesi

diistiniilen kiitle miktarindaki artis veya bir alicinin baglanmasi halinde, altin
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katmanin yiizeyinde 15181n davranisi degiserek, kirilma indisi degisimine yol acar.
Meydana gelen bu optik degisim sayesinde biyolojik etkilesimler, etiketlemeye
ihtiya¢ duyulmaksizin, yiiksek bir hassasiyette ve gercek zamanl olarak, nitel ve
nicel olarak 6lciilebilir [263]. Buna gore konsantrasyon analizi, antijen-antikor,
viriis-antikor, bakteri-antikor, DNA-DNA, DNA-protein gibi etkilesime sahip
biyolojik molekiillerin afinite ve avidite analizi, kinetik analizi, aktif konsantrasyon
tespiti ve daha pek cok analiz ¢esidi yapilabilir. SPR teknigi sagladig1 bu avantajlar

nedeniyle diger bir¢ok yeni sensor teknolojisinden de ayrilmaktadir [264].

SPR Sisteminin Avantajlari

st AAA, = it

-

Etiketlemesiz Gergek zamanh

Reflectance '

Yuksek hassasiyet Cokluanalitve mikrodizi goruntileme

Sekil 4.1 SPR sisteminin avantajlari

Kanserin tespitinde ¢esitli biyolojik belirtecler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari
prostat spesifik antijen (PSA), interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8), karsino-
embriyonik antijen (CEA) kanser antijenleri (CA-125, CA15-3, CA19-9, CA27-29), c-
reaktif protein (CRP), p53 proteini, tiroglobtilin ve a-fetoprotein (AFP) gibi hiicre
ylizeyi veya salgilanmis proteinlerdir [265]. Kanser biyolojik belirte¢ proteinleri,
enzime baglh immiinosorbent deneyler, radyoimmunoassay, elektroforetik
immiunoassay ve kiitle spektrometresi temelli proteomik igceren yontemlerle
Olciilebilmektedir. Glivenilir olmasina ragmen, bu yontemlerin maliyet, kompleks
protokoller, uzun test siiresi ve/veya cogulculugun zorlugu gibi klinik ve bakim
noktas1 kullanimi icin sinirlamalart  bulunmaktadir [266]. Ancak kanser
biyomarkerlarinin belirlenmesinde SPR tabanli biyosensorler etiketsiz ve gercek
zamanli saptama sistemi saglamaktadir. Ayrica SPR tabanl biyosensorler, doku ya

da viicut sivilarinda ya da her ikisinde de bulunan genetik ya da protein belirtecleri
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kullanarak c¢ok ytiksek insidans diizeyinde ortaya ¢ikan diger hastaliklar i¢in de

kullanilmaktadir [267].

Soliisyondaki biyomarker ile ytlizeye bagl reseptor arasindaki baglanmaya dayanan
SPRile biyotanimlama, erken tani i¢cin umut verici oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
nedeni, SPR ile tespit sinirinin, pikomolar ila zeptomolar arasinda genis bir aralikta
manyetik partikiiller kullanilarak belirlenebilmesidir. Bu durum, SPR yonteminin,
kanserin erken teshisinde kan veya serum iz seviyelerinde bulunan baz1 kanser

biyomarkerlarinin hizli ve hassas belirlenmesinde 6nemini ortaya koymaktadir.

SPR sistemine sahip spesifik kanser biyomarkerlari ile gesitli ¢calismalar yapilmistir.
SPR ¢ipi lizerinde hareketsizlestirilen aptamer ve antikor reseptorlerinin
kullanilmasi, serum 6rneklerinde farkli protein biyomarkerlarinin secici olarak
saptanmasina izin vermistir [268]. Bir calismada aptamer fonksiyonel SPR
arayuzlerinde immiunoglobulin E'nin attomolar tespiti icin anti-IgE modifiye edilmis
altin nanorodlar kullanilmistir [269]. Baska bir ¢alismada, aptamer ile degistirilmis
kuantum noktalarin SPR sinyal arttirict olarak kullanilmasi, zeptomolar saptama
limitli serumda C-reaktif proteinlerin algilanmasina izin vermistir [270]. Uludag ve
Tothill [271] antikor modifiye edilmis altin nanopartikiilleri kullanarak bir sandvi¢
testi yaparak prostat spesifik antijen (PSA) biyolojik belirtecleri i¢in 8,5 pM tespit
limiti bildirmislerdir.

Tez calismasinda, mikroakiskan bir kanal ile donatilmis yiiksek hassasiyetli SPR
bazli bir biyosensor yoluyla kanser biyomarkerlarini tespit etmek amacglanmistir.
Deneyler, mikroakiskan kanaldaki spesifik proteinler yoluyla kanser tipini
tanimlamak icin ayni anda yapilmistir. Dért biyomarker paneli, Prostat Spesifik
Antijen (PSA) [272], Vaskiiler Endotelyal Biiyime Faktori-D (VEGF-D) [273],
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor-1 (IGF-I) [274] ve Serum Monosit Farklilasma
Antijeni (CD-14)[275] ¢alismada kullanilmistir. Agresif prostat kanserine spesifik
oldugu disiiniilen dort protein biyomarker paneli, hastaligin yayilma ilerlemesi
hakkinda bilgi vermek i¢in secilmistir. Bu biyomarkerlarin tespit edilmesi sadece

prostat degil (PSA haricg) diger kanser tiirleri hakkinda da bilgi vermektedir.
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4.2 Literatiir Ozeti

4.2.1 Kanser Prevelansi

Tlm diinyada 200’den fazla kanser tiirii tespit edilmistir ve glinde 1500’den fazla
kanser kaynakl 6lim meydana gelmektedir. WHO’nun verilerine gére 2018 yilinda
diinya genelinde erkeklerde en fazla mortalite oranina sahip kanser ¢esidi akciger
kanseridir. Ikinci siray1 prostat kanseri almaktadir. Yine ayn verilere dayanarak
diinya capinda kadinlarda en fazla mortalite oranina sahip kanser tiirii meme
kanseridir. Meme kanserinden sonra yine kadinlara 6zgt bir kanser tiirti olan rahim
boynu kanseri ikinci sirada yer almaktadir. WHO’nun diinya genelindeki kanser

prevalansi cinsiyete gore ayrintili olarak Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir [276,

277].
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Sekil 4.2 Erkeklerde diinya genelinde kanser tiiriine gére mortalite oranlar

49



Karaciger [l

Mide

Kolon
Akciger
Rahim Boynu

Meme

Mortalite

40 60 80 100

120

Sekil 4.3 Kadinlarda diinya genelinde kanser tiiriine gore mortalite oranlari

WHO tarafindan yayinlanan raporda Tiirkiye icin 2018 yili icinde tiim yaslar goz

online alindiginda kadinlarda toplam 91.655 yeni vaka meydana gelmistir. Bu

vakalarin ytizdesel dagilimlar1 incelendiginde en fazla goriilen kanser tiiriiniin

%24,4 ile meme kanseri oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).

B Meme = Tiroid M Kolon M Dolyatagi Govdesi M Akciger M Diger Kanserler

Sekil 4.4 Kadinlarda Tiirkiye genelinde 2018 yilinda kanser tiirtiniin vaka sayisina

gore dagilimi
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Ayni sene erkeklerde tim yaslar goz ontine alindiginda toplam 118.882 yeni vaka
oldugu agiklanmistir. Bu vakalardan en yiliksek oran %Z24,7 ile akciger kanseri
hastalarini icermektedir (Sekil 4.5). Her iki cinsiyet beraber degerlendirildiginde en
fazla kanser orani akciger kanserinde bunu izleyen kanser tiirii ise meme kanseridir

[276].

M Akciger M Prostat M Kolon B Mesane B Mide M Diger Kanserler

Sekil 4.5 Erkeklerde Tiirkiye genelinde 2018 yilinda kanser tiiriintin vaka sayisina
gore dagilimi

4.2.2 Kanser Biyomarkerlari

Kanseri tespit etmek icin ultrason, manyetik rezonans goriintiileme ve biyopsi gibi
bazi geleneksel yontemler bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemler tiimoriin
fenotipik  ozelliklerine  dayanarak  kanserin  erken  evresini  teshis
edemeyebilmektedir [59]. Kanser sirasinda onemli degisikliklerden gegen
biyomarkerlar klinik ag¢idan biiyiik 6neme sahiptir. Bunlar hastaligin tespiti ile
iliskili tanm1 biyomarkerlari, hastaligin niiksii hakkinda bilgi sunan prognostik
biyomarkerlar ve tedaviye yaniti tahmin eden 6ngoriicii biyomarkerlar olarak
listelenmektedir [278]. Kanser gelisimini gostermek icin, biyomarkerlar i¢in niikleik
asitler, proteinler, metabolitler, izoenzimler veya hormonlar kullanilabilmektedir
[62]. Biyomarkerlar, dokular, hiicreler veya sivilar gibi biyolojik ortamlarda
bulunabilmektedir. Ote yandan, verimliligi en iist diizeye cikarmak ve tarama
masrafini en aza indirmek icin biyomarkerlarin serum, idrar veya balgamda

bulunmasi arzu edilmektedir [279].
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Amerikan Gida ve ilag Dairesi [280] tarafindan yayinlanan raporda kanserlere 6zgii
biyomarkerlar belirlenmistir. Tablo 4.1’de goruldiigii gibi bir kanser tiiriine 6zgti tek
bir biyomarker bulunmamaktadir. Prostat kanserinin tespitinde onaylanan ve o
kansere 6zgii kullanilan tek biyomarker PSA’dir. Diger kanser tiirleri i¢cin onaylanan
en az iki tane biyomarker bulunmaktadir. Ancak kanserin baslangi¢c doneminde ve
agresif oldugu donemde bu kanser biyomarkerlarina ek olarak viicutta iretilen
farkli biyomarkerlarda bulunmaktadir. Ek olarak, FDA (Amerikan Gida ve ilag
idaresi) tarafindan onaylanmayan ancak cesitli arastirmalarda kullanilan
biyomarkerlar da bulunmaktadir. Genel olarak tek bir biyomarker tek bir kanser

tiirtine 6zgi bilgi vermemektedir.

Tablo 4.1 Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan onaylanan kanser biyomarker

listesi
Biyomarker Kaynag Kanser Tiirt
Prostat
PSA Serum Prostat
Meme
HER2 Serum Meme
CA15-3 Serum Meme
CA27-29 Serum Meme
OPR Timor Meme
HER2/NEU Tiumor Meme
Mesane
FDP [drar Mesane
BTA Idrar Mesane
HMW CEA Idrar Mesane
NMP Idrar Mesane
Kromozom 3, 7,9p21, 17 [drar Mesane
Testis
a-fetoprotein Serum Testis
HCG- Serum Testis
Kalin Bagirsak
CEA Serum Kalin Bagirsak
EGFR Kolon Kalin Bagirsak
Digerleri
CA19-9 Serum Pankreas
CA125 Serum Yumurtalik
Tiroglobiilin Serum Tiroid
KIT Tiumor GIST
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4.2.2.1 insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF'ler)

Insiilin benzeri biiyiime faktérleri (IGF'ler), karsinogeneze dahil olmanin yani sira
normal ve transforme edilmis hiicreler tlizerinde promitotik ve antiapoptotik
etkilere sahiptir. IGF-I ve IGF-II olmak tzere iki tip IGF bulunmaktadir. IGF-I'in
miyositler, osteoblastlar ve kondrositler gibi bazi mezotel hiicrelerinde hiicre
farklilasmasim tesvik ettigi bildirilmigtir. Ozellikle, dogrudan prostat kanseri
gelisimi icin bir risk faktoriidiir [281]. Roddam, vd. [274] artan IGF-I seviyelerinin,
sonraki prostat kanseri icin orta derecede artmis bir riskle istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde iliskili oldugunu tespit etmislerdir.
4.2.2.2 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), kan damarlarinin olusumunu uyaran
hiicreler tarafindan iiretilen bir sinyal proteininin vaskiiler gecirgenlik faktori
(VPF) olarak da adlandirilmaktadir. Hem vaskiilojenez (embriyonik dolasim
sisteminin de novo olusumu) hem de anjiyogenez (6nceden var olan vaskiilatiirden
kan damarlarinin biiytimesi) ile ilgili 6nemli sinyal proteinleri tiretmektedir. VEGF
ailesinin bir iiyesi olan VEGF-D, endotelyal hiicreler lizerinde lokalize olan VEGFR-2
ve yetiskin dokularinda lenfatik endotelyum iizerinde eksprese edilen bir reseptor
olan VEGFR-3 tretimini aktive etmektedir. Bu, VEGF-D’nin tiim6r anjiyogenezini ve
lenfanjiyogenezi tesvik ettigi anlamina gelmektedir [282, 283]. VEGF-D, VEGF-C ile
hemen hemen ayn1 yapiya sahiptir. VEGF-C'nin ekspresyonu, gégis, kolon, akciger,
tiroid, mide ve yassi hiicreli kanserler, mezotelyomalar, néroblastomlar, sarkomlar

ve melanomlar gibi gesitli insan tiimorleriyle baglantihdir [284-287].
4.2.2.3 Monosit Yiizey Antijeni (CD14)

CD14, hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler i¢cin bir reseptor olan 53 kD
molekiiler agirliga sahip bir glikoproteindir. Membrana bagh CD14 (mCD14) veya
¢oziinlr form (sCD14), enflamatuar sitokinler iirettiklerinden insan dogustan gelen
bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kulttirlenmis CD14 hiicrelerinin
sliipernatanlarinda veya serum ve idrarda ¢oziiniir bir CD14 formu tespit
edilebilmektedir [288]. CD14, monositler, makrofajlar, notrofiller gibi miyeloid

hiicrelerin ve endotelyal ve epitelyal hiicreler (mCD14) gibi miyeloid olmayan
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hiicrelerin ylzeyinde eksprese edilmektedir. Serumdaki sCD14
konsantrasyonundaki artis, artan enfeksiyon oranlari, sepsis veya mortalite oranlari
ile iliskilendirilmistir [289]. U¢ fonksiyonel alt gruba (Kklasik, orta ve klasik olmayan)
ayrilan ve CD14 ile ifade edilen monositler, kanserin ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir [290]. CD14’lin vicuttaki islevi hala tam olarak anlasilamamistir. Bu
nedenle, islevi yogun bir arastirma konusudur [291]. Bir ¢alismada, oral skuamoz
hiicreli karsinom (OSCC) hastalarinda CD14+*CD16* ara monositlerinin sikliginin
belirgin sekilde arttigi belirtilmistir [290]. CD14 ekspresyonunun baska bir
calismada, mide kanseri hiicresi invazyonunu inhibe ettigi bildirilmistir [292]. Li, vd.
[292], CD14+*CD169* hiicrelerinin frekansinda bir artis olmasi durumunda
kolorektal kanserin gelisebilecegini ve ilerleyebilecegini 6ne siirmiistir. Kanser ve
iltithaplanma arasinda bir baglanti bulunmaktadir. Enflamatuar hastaliklar, bir¢ok
kanser tirtiniin (mesane, servikal, gastrik, bagirsak ve prostat ve tiroid kanseri
dahil) gelisme riskini arttirmakta ve bu durum tiim kanser tiirleri gelistikce CD14’iin

hasta kaninda ytliksek oranda tespit edilebilecegi anlamina gelmektedir [293].
4.2.2.4 Prostat Spesifik Antijeni (PSA)

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat tarafindan liretilen bir glikoproteindir. PSA
1994 yilinda FDA tarafindan kanser tespiti i¢cin onaylanmistir. Fonksiyonu seminal
siviyl sivilastirmaktir. Serum PSA seviyeleri 1-3 ng/mL arasinda degismektedir.
Serumda toplam 4 ng/mL PSA seviyesi, prostat kanseri icin muhtemel bir
endikasyondur. Tedaviden sonra, konvansiyonel test prosediirlerini kullanarak
serumda PSA seviyesinin belirlenmesi, hastaligin niiksetmesini gostermektedir. Bu
nedenlerden dolayi, 6zellikle pg/mL bélgede serumdaki PSA’nin asir1 hassas
algilanmasi, sadece prostat kanserinin erken saptanmasi icin degil ayn1 zamanda
hastaligin tekrarinda bilgi saglamak i¢in dnemlidir [294]. Ayrica PSA'nin kana
salinmasi iyi huylu prostat hastaliklari ile yorumlanabilmektedir. Ancak, PSA testi
cogunlukla prostat kanseri riskinin tahmini i¢in kullanilmistir. Ote yandan, PSA
taramasinin prostat kanseri icin kesin sonuclar verip vermedigi konusunda bazi
celiskiler bulunmaktadir [295, 296]. PSA tespitinde testin dogrulugu ve hassasiyeti
olmadigindan PSA tiirevlerini ve diger biyomarkerlar: kullanarak PSA etkinligini

artirmak icin ek yontemler gelistirilmelidir.
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4.2.3 Kanser Biyomarkerlarinin Tespiti

Kanser biyomarkerlar: genellikle kanda bol miktarda bulunmaktadir. Daha yiiksek
bir tedavi etkinligi saglamak i¢in klinik semptomla karsilasmadan 6nce hastaligin
erken tanisi 6nemlidir. Biyolojik sivilardaki biyomarker seviyesi son derece diisiik
oldugundan, konvansiyonel yontemler ultra hassas algilama saglayamamaktadir

[270].

Biyolojik sivilardaki biyomarkerlarin tespiti icin ¢esitli arastirmalar SPR yontemleri
ile gergeklestirilmistir. Karsinoembriyonik antijeni (CEA) saptamada, sinyali
arttirmak icin altin nanopartikiiller (GNP’ler) kullamlmistir [297]. ki kanser
biyomarker aday1 ALCAM ve TAGLNZ2'nin etkilesimleri SPR sensorii yaniti dikkate
alinarak arastirilmistir [298]. SPR algilama, ilag¢ gelistirme, gida kalite kontrolij,
cevresel izleme ve Kklinik analiz gibi ¢esitli alanlarda kullanilmistir. Gelisen
teknolojinin yan1 swra SPR algillama alaninda da bazi 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. “SPR mikroskopisi” olarak da adlandirilan SPR goriintiileme [84],
tarama a¢ist SPR  oOlglimlerinin  hassasiyetini goriintiilemenin mekansal
yetenekleriyle birlestiren ilerlemeye bir 6rnektir [299]. DNA/DNA, RNA/DNA, DNA
baglayici protein, RNA aptamerleri/protein, antikor-antijen ve
karbonhidrat/proteinden olusan birkac afinite sisteminin SPRi lizerinde kullanimi
kaydedilmistir. Herhangi bir etiket kullanilmadan ligand ve analit arasinda meydana
gelen afinite etkilesimleri, klasik SPR algilamasinda oldugu gibi ger¢cek zamanh
olarak izlenebilmektedir. Bununla birlikte, sadece sensorgramlar (yani rezonans
sinyali zamana karsi) aymi anda izlenmekle kalmaz, ayni zamanda kamera

kullanilarak tiim biyocip ytlizeyini gorsellestirilebilir.

Tez calismasinda PSA, CD14, IGF-I ve VEGF-D kullanilan biyomarkerlardir. Bunlarin
serumdaki miktar1 Tablo 4.2'de goésterildigi gibidir. Viicutta meydana gelen
metastaz ile serumdaki miktar artis gostermektedir. Hastaligin erken evresinde bu
biyomarkerlarin kantitatif olarak hassas bir sekilde tespit edilmesi uygun bir

tedavinin se¢im siiresini kisaltacak ve mortaliteyi azaltacaktir.
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Tablo 4.2 Calismada kullanilan biyomarkerlarin serumdaki miktarlari

Biyomarker Serumdaki Miktari Referans
CD-14 1,9 ug/mL [289, 300]
IGF-1 160 ng/mL [301]
VEGF-D 657 (+43) pg/mL [302, 303]
PSA 1-3 ng/mL [295]
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S

MATERYAL VE YONTEM

5.1 Materyal

5.1.1 Mikroorganizmalar

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve metisiline duyarh
Staphylococcus aureus (MSSA), vankomisine direncli Enterococcus (VRE) ve
vankomisine duyarl 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 Tibbi Laboratuvarlarindan (Istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir. Amerikan
Tip Kiltir Koleksiyonunun (ATCC) suslari, antimikrobiyal duyarliliklarin
belirlemek i¢in tek bir kanalla donatilmis sistemin optimizasyonda kullanilmistir.
Protein G tabanlh bakteri tespitinde S. aureus subsp. aureus ATCC 43300 pozitif
kontrol olarak tek kanalli sistemin optimizasyonunda kullanilmistir. E. coli ATCC
25922 ise negatif kontrol olarak ¢cok kanalli sistemde ¢alisilirken ¢apraz reaktiviteyi
tespit etmek icin kullanilmistir. Cok kanalli SPR sisteminde toplam 40 izolat (MRSA,
MSSA, VRE ve VSE) kullanilmistir. Biitiin suglar -80 °C'de %15 gliserol ile

depolanmuistir.
5.1.2 Antimikrobiyal Duyarlilik Testi i¢cin Kimyasallar

Poly-L-lysine, 200 pg/mL konsantrasyonda bir altin ¢ip kaplama malzemesi olarak
kullanilmistir. Poly-L-lysine (P8920) soliisyonu Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO,
ABD) temin edilmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testi icin kullanilan sefoksitin ve
vankomisin Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir. Her iki
antibiyotik de tiim antimikrobiyal duyarhlik testler sirasinda minimum
antimikrobiyal etki seviyesi olarak 3 pg/mL’lik bir konsantrasyonda kullanilmistir.
Tiim deneyler boyunca akan bir tampon olarak steril ultra damitilmis su (DI su)

kullanilmistir.
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5.1.3 Bakteri Tespiti icin Kimyasallar

Au kapli (47 nm) ¢ipler NanoDev® (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.
11- mercaptoundecanoic acid (11-MUA) Santa Cruz Biotech’ten (Dallas, TX, ABD)
satin alinmistir. 11-MUA hazirlamak icin analitik etanol (Sigma-Aldrich, Darmstadet,
Almanya) kullanilmistir. N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
Hydrochloride (EDC, 03450, ABD), N-Hydroxysuccinimide (NHS, 130672, ABD) ve
bovine serum albumin (BSA, A2153, ABD) Sigma Aldrich’ten satin alinmistir.
Metisiline direncli S. aureus’'u hedefleyen saflastirilmis monoklonal antikor
(mAbwmrsa, LS-C342883, ABD), Lifespan Biosciences'tan temin edilmistir.
Saflastirilmis rekombinant Protein G (PG, 101201, ABD), Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific’ten satin alinmistir. Tiim deneyler boyunca kullanilan pH 7,4’e sahip fosfat
tamponlu tuz (PBS-P8920, ABD) Sigma Aldrich’ten alinmistir. Kullanilan su bir
PURELAB® Plus tnitesinden (USF Elga, Almanya) elde edilmistir. Brain Heart
Infusion (BHI) Broth , Brain Heart Infusion Agar ve Blood Agar Merck’ten (Merck,
Darmstadt, Almanya) saglanmistir. Defibrinated sheep blood Thermo Fisher
Scientific’ten (Oksoid, Darmstadt, Almanya) alinmistir. Mueller Hinton Broth Sigma-

Aldrich (Darmstadt, Almanya)’ten temin edilmistir.
5.1.4 Kanser Biyomarkerlarinin Tespiti icin Reaktifler

SpotReady cipler 16 SPRi icin Playtpus Techologies, Inc. (ABD)’den ve 16 SPRi icin
GWC Technologies, Inc. (ABD)’den temin edilmistir. Prostat spesifik antijen (PSA),
monoklonal primer antihuman PSA antikor (Abi, clone no. CHYH1), ve sekonder
anti-PSA antikor (Ab2, clone no.CHYH2), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-D
(VEGF-D), monoklonal primer antihuman VEGF-D antikor (Ab1, cat no: MAB2861),
sekonder anti-VEGF-D antikor (Abz, cat no: BAF286), insiilin benzeri biiyiime
faktori-1 (IGF-I), monoklonal primer antihuman IGF-I antikor (Abi, lot no:
BIM1113041), sekonder anti-IGF-I antikor (Abz, lot no: AJS1718091), serum
monosit yiizey antijeni (CD14), monoklonal primer antihuman CD14 antikor (Aby,
cat no: MAB3833) ve sekonder anti-CD14 antikor (Abz, cat no: BAF383) Origene
Technologies, Inc. (ABD)’den satin  alinmistir. Streptavidin-coated
superparamagnetic beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Invitrogen, ABD),
monothiol alkane PEG3-OH (Sigma-Aldrich, ABD), monothiol alkane PEGs-COOH
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(Santa Cruz,ABD) ve 10 mM pH 7,4 fosfat tamponlu tuz (PBS- 0,14 M NacCl, 2,7 mM
KClicerisinde 0,01 M sodyum fosfat) ve 10 mM pH 7,4 fosfat tamponlu tuz-Tween20
(PBS-T- 0,14 M Nac(l, 2,7 mM KCl ve %0,5 Tween20 (Sigma-Aldrich, ABD) icerisinde
0,01 M sodyum fosfat), NaOH (Sigma-Aldrich, ABD), etanolamin (Sigma-Aldrich,
ABD) ve buzagl serumu (Sigma-Aldrich, ABD)calismada kullanilan diger

reaktiflerdir.
5.2 Yontemler

5.2.1 Minimum inhibisyon Konsantrasyonun Belirlenmesi

Biitiin suslar -80 °C’de %15 gliserol ile depolanmistir. SPR biyosensor sisteminde
kullanmadan o6nce, tim MRSA, MSSA, VRE ve VSE suslarinin steril 96’lik
mikroplakalarda uygulanan broth mikrodiliisyon yéntemi (MIK) ile antimikrobiyal
duyarhiliklar1 belirlenmistir [304-307]. Sefoksitin ve vankomisin antimikrobiyal
duyarlilik testinde kullanilan iki antimikrobiyal ajandir. Sefoksitin S. aureus suslari
icin vankomisin ise Enterococcus spp. suslari i¢in kullanilmistir. Antibiyotikler, steril
ultra damitilmis su igerisinde ¢ozindiirilmis ve 512 pg/mL’lik bir stok ¢ozelti
haline getirilmistir. Stok antibiyotik ¢ozeltisi, Mueller Hinton Broth ile iki katl 0,25
ug/mL’ye seri olarak seyreltilmis ve kontrol numuneleri disinda kuyucuklara ilave
edilmistir. Pozitif kontrol olarak antibiyotik icermeyen bakteri siispansiyonu ve
negatif kontrol olarak steril broth kullanilmistir. Her kuyucuk negatif kontroller
hari¢ 5 x 10° KOB/mL bakteri siispansiyonu icermistir. Sefoksitin ve S. aureus
iceren mikroplakalar 37 °C’de 20 saat, vankomisin ve Enterococcus spp. iceren
mikroplakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra mikroplaka okuyucu
(BioTek, ABD) kullanilarak 630 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmistiir. Minimum
inhibisyon konsantrasyonu [285], goriiniir biiylimeyi tamamen inhibe eden en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Sonuglar, Klinik ve

Laboratuvar Standartlar1 Enstittisii [308] kilavuzuna gore yorumlanmaistir.
5.2.2 Tiirbidimetrik Ol¢iim

MRSA, MSSA, VRE ve VSE 6rneklerinden -80 °C’de bulunan kriyolarindan BHI agar
lizerine Oze ile ekim islemi yapilmistir. Cizimi yapilan besiyerleri 37 °C’de 18 saat

inkiibe edilmistir. Koloni olusumu gerceklestirdikten sonra BHI brotha tek koloni
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olacak sekilde aktarilmistir ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Bakterilere 1:2,
1:4, 1:8 ve 1:16 olacak sekilde BHI broth igerisinde seyreltme islemi yapilmistir
[309]. Bu soliisyonlarin peptone water (%0,1) diliisyon ¢ozeltisi ile bir seri
seyreltme islemi yapilmistir. Yayma plak yontemine gore seri diltisyonlardan BHI
agara 0,1 mL paralelli olarak ekim yapilmistir ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edildikten
sonra 30-300 arasi koloniler sayilip hesaplanmistir. BHI broth icerisinde seyreltilen
(1:2, 1:4, 1:8 ve 1:16) orneklerin ayrica spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800,
Japonya) 696 nm dalga boyunda o6l¢iimleri yapilmistir ve absorbans degerleri
belirlenmistir. Absorbans degerlerine karsilik gelen bakteri sayisi belirlendikten
sonra standart Kkurve cizilmistir. Standart kurvenin c¢iziminde istatistik
hesaplamalar ile elde edilen regresyon dogrusu kullanilmistir. Kurve araciligiyla
elde edilen regresyon dogrusu ile herhangi bir absorbans degerine karsilik gelen
mikroorganizma sayist kiltiirel yonteme gerek kalmadan direkt olarak

hesaplanabilmistir [310].
5.2.3 Direncten Sorumlu Genlerin PCR Yontemiyle Arastirilmasi

MIK calismalar1 sonrasinda direngli bulunan suglarda direncin genotipik
incelenmesi amaciyla direngten sorumlu genler (metisilin direnci icin mecA ve mecC,
vankomisin direnci i¢cin vanA, vanB ve van(C) polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR)

yontemiyle arastirilmistir.

Metisilin direncinden sorumlu genlerin arastirilmasinda Stegger, vd. [311]
gelistirdigi PCR yontemi, vankomisin direncinden sorumlu genlerin arastirilmasi

Clark, vd. [227] gelistirdigi PCR yontemi modifiye edilerek kullanilmistir.

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu 100 pL steril su igerisine eklenen 4-5 koloninin 95
°C’de 15 dk kaynatilip, daha sonra -20 °C'de 10 dk bekletilip, 3000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmesiyle elde edilmistir. Elde edilen DNA’'nin nitkleik asit
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Nanodrop cihazindan (BioSpec-nano,

Shimadzu, Japonya) 6l¢lim alinmistir.

Metisilin direng¢ genlerinin PCR yontemiyle arastirilmasinda kullanilan primerler

(5’-3’ yoniinde):

mecA_P7- CCACTTCATATCTTGTAACG
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mecA_P4- TCCAGATTACAACTTCACCAGG
mecALeazsi_MultiRP- GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC
mecALeazsi_MultiFP- GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC

PCR testi i¢in kullanilacak karisim: her érneki¢in; 5 uL H20, 12,5 pL Taq master mix
0,5 pL Mg, 0,5’er uL. mecA P4/P7 ile hazirlanmistir. PCR tiiplerine 19 pL karisim
dagitilmistir. DNA 6rneklerinden 1’er pL karisimlarin tizerine pipetlenmis, tiiplerin
kapaklar1 kapatilmistir. Tiipler XP Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazina
yerlestirilmistir. Program; 94 °C 15 dk, 94 °C 0,5 dk x 30 dongt, 59 °C 1 dk x 30
dongi, 72 °C 1 dk x 30 dongt, 72 °C 10 dk seklinde ayarlanmistir. Ayn1 kosullar
mecArcazs1 Multi FP/RP i¢in kullanilmistir. PCR tirtnleri %1,8’lik poliakrilamid jelde
(1,5 saat, 120 V) yiiriitiilmiis, DNA'nin goriilmesi amaciyla etidyum bromiir (Merck,
Almanya), yiikleme tamponu olarak 6X DNA loading dye (Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. PCR {riin bantlar1 jel gortintiileme cihaz1 (Biorad, ABD) ile

gorintilenmistir.

Vankomisin direng genlerinin PCR yontemiyle arastirilmasinda kullanilan primerler

(5’-3’ yoniinde):

vanA-F- CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA
vanA-R- CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
vanB-F- GTGACAAACCGGAGGCGAGGA
vanB-R- CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA
vanC-F- GAAAGACAACAGGAAGACCGC
vanC-R- ATCGCATCACAAGCACCAATC

PCR testi i¢cin kullanilacak karisim: her érneki¢in; 5 uL H20, 12,5 pL Taq master mix
0,5 uL Mg, 0,5’er pL vanA F/R hazirlanmistir. PCR tiplerine 19 pL karisim
dagitilmistir. DNA o6rneklerinden 1’er pL karisimlarin tizerine pipetlenmis, tiiplerin
kapaklar1 kapatilmistir. islem su sekilde gerceklesmektedir: Tiipler XP Thermal
Cycler (Biorad, ABD) cihazina yerlestirilmistir. Program; 94 °C 1 dk x 35 dongi, 50
°C1,5dkx35dongi, 72 °C 1,5 dkx 35 dongi, 72 °C 3 dk seklinde ayarlanmistir. Ayni

islemler vanBF /R ve vanCF /R primerleri i¢in ayr1 ayri gerceklestirilmistir.
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PCR irtinleri %1,2'lik poliakrilamid jelde (2,5 saat, 110 V) yiritilmis, DNA'nin
goriilmesi amaciyla etidyum bromiir (Merck, Almanya), yiikleme tamponu olarak da
6X DNA loading dye (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. PCR {iriin bantlari jel

goruntiileme cihazi (Biorad, ABD) ile gortintiilenmistir.
5.2.4 Koagiilaz Testi

Koagitilaz tretimi icin test edilecek olan suslar, 35 °C’de BHI broth icinde gece
boyunca inkiibe edilmistir. Tiip koagiilaz testi, bir tiip icinde bulunan 0,5 mL
koagiilaz plazma etilendiamintetraasetat (EDTA, Sigma-Aldrich, ABD) icine gece
boyunca BHI brothta inkiibe edilen kiiltiirtiniin 0,2 ml’si ilave edilerek yapilmistir.
Nazik karistirmadan sonra, testler bir inkiibatérde 35 °C’de inkiibe edilmistir ve 2,
4 ve 24 saat sonra incelenmistir. Tepkimeler Sekil 5.1’e gore yorumlanmistir. Tipik
4+ reaksiyon, tiip tarafina dogru dondiigiinde yerinde kalan ¢ok siki, opak bir
pthtidir. Karsilastigimiz tipik 2+ ve 3+ reaksiyonlar, 4+ reaksiyon kadar opak
degildir ve seffaf plazma ile ¢evrilidir [312, 313].

Sekil 5.1 Koagiilaz testinde meydana gelen muhtemel sonuglar (3 ve 4 pozitif)

5.2.5 Yiizey Plazmon Resonans (SPR) Cihazi

Calismamizda kullanilan SPR sistemi, Nanodev sirketi (Ankara, Tiirkiye) tarafindan
uretilmistir (Sekil 5.2). Bu portatif cihaz sensor, peristaltik pompa (Ismatec,
ISM597D, Wertheim-Mondfeld, Almanya) ve veri toplama modiilii olmak tizere ii¢
bilesenden olusmaktadir. Bu cihazda 850 nm dalga boyunda ¢alisan 151k yayan diyot
(LED) kullanilmistir. Yiiksek dalga boyu 6l¢timi, daha derin bir 6l¢lim olusturan
plazmonik etki alanim1 ve ayni zamanda bakteri Ol¢climlerinde hassasiyeti

arttirmistir.

62



Sekil 5.2 Analizler i¢in kullanilan SPR sistemi

Silindirik lens, LED kaynagindan gelen 15181 bir araya getirerek toplamak icin ve
bunu dikdértgen prizmaya (N-BK7, n = 1,51) gondermek i¢gin entegre edilmistir.
CMOS sensor tarafindan prizmadan yansiyan 1sik toplanmaktadir. Sistemde
kullanilmak iizere ¢ip liretmek i¢in, 0,15 mm kalinliginda dairesel bir cam slayt
kullanilmistir. Tek kullanimlik bir mikrogip tasarlamak i¢in, bu cam slayt 3 nm krom
ve ardindan 47 nm altin ile kaplanmistir. Optik iletimdeki kayiplar1 6nlemek i¢in
prizmaya kirilma indisi ile eslesen bir yag (n = 1,50) uygulandiktan sonra, altin ¢ip

prizmanin merkezine yerlestirilmistir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3 SPR sisteminde kullanilan ¢ipin, prizmanin ve bunlarin kanala
takildiktan sonraki goriintiisii
Sivinin sizmasini 6nlemek i¢in ¢ipe bir O-ring takilmistir. Cip daha sonra bir vida
kullanilarak tekli veya ¢oklu mikrokanal ile donatilmistir. Cézeltinin bir peristaltik
pompa vasitasiyla sensoriin yiizeyinden akmasini saglamak i¢in bir giris ve bir ¢ikis
portuna sahip tekli ve ¢oklu bir mikrokanal imal edilmistir (Sekil 5.4). Sicaklik
kontrolii deney boyunca 0-60 °C ve 0,1 °C sicaklik kontrol kararliligina sahip bir
termistor ile gerceklestirilmistir (Sekil 5.5). Sistem, ¢ip ylizeyindeki degisiklikleri
izlemek icin bir kamera ile desteklenmistir. Kirilma indisi degisikliklerine bagh
olarak kaydedilen goriintiiler, 6zel tasarim yazilim kullanilarak gercek zamanl

olarak rezonans agilarina dontistiirilmistiir.
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Sekil 5.5 Sistemin sicaklik gostergesi

5.2.6 Sensor Sistemi icin Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Tiim MRSA, MSSA, VRE ve VSE suslari, %15 gliserol ile -80 °C’de saklanmistir. Suslar,
%5 defibrin edilmis koyun kani ile desteklenmis Blood agar tzerinde
kiltlirlenmistir ve her bir deney icin 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Tek
koloni bakterileri BHI broth i¢inde kiiltiirlenmistir ve gece boyunca 37 °C’de bir
inkiibator ¢alkalayicida (Wisecube®WIS-30,Korea) saptama sisteminde kullanilmak
lizere inkiibe edilmistir. E. coli ATCC 25922, kontrol bakterisi olarak kullanilmistir.
Inkiibe edilen suslardaki bakteri sayimu tiirbidimetrik yéntem ile hesaplanan egriye
gore spektrofotometrede gergeklestirilen 6lclimden sonra belirlenmistir. Antikor
deneyinde kullanilacak olan bakteriler PBS icinde seyreltme islemi yapilarak

sisteme verilmistir.
5.2.7 Altin Yiizeyinin Modifikasyonu ve Antimikrobiyal Prosediir

Sensor ¢ipi olarak 47 nm altin kaplanmig yuvalak bir cam lamel kullanilmistir. Daha

ileride yapilacak olan kimyasal modifikasyondan 6nce, altin ¢ip oda sicakliginda 3:1
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(v/v) oraninda taze olarak hazirlanmis konsantre H2SOs ve %30’luk H202 [92]
iceren piranha ¢ozelti ile 2 dk boyunca nanofabrikasyondan kaynaklanan organik
kalintilar1 uzaklastirmak i¢in temizlenmistir ve daha sonra DI su ile yikanmistir.
Yikamadan sonra, azot gazi ile kurutulmustur. Altin ¢ip yiizeyi, 200 pg/mL poly-L-
lysine icinde 4 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir [108]. inkiibasyondan sonra
yluzey, baglanmamis malzemeleri uzaklastirmak icin DI su ile yikanmistir ve azot
akisinda kurutulmustur. Yiizey modifikasyonundan sonra, altin kapli SPR c¢ipi ince
bir indeks esleme yag1 tabakasi ile cam prizma iizerine yerlestirilmis ve
mikroakiskan hiicre parcasi, siirekli akisi saglamak icin mekanik kavrayicilar ile SPR
cihazina monte edilmistir. Bakterilerin antimikrobiyal testi icin deney diizenegi
Sekil 5.6’da sematik olarak gosterilmektedir. Bu semanin ¢izimi icin ChemDraw
Prime 16.0 aplikasyonu kullanilmistir. Modifiye edilmis altin cip ytlizeyi, analize
baslamadan 6nce sistemin kamerasi tarafindan goriintilenmistir (Sekil 5.7). Analizi
gerceklestirmek icin, Sekil 5.7°de gosterildigi gibi SPR'nin 30 dk boyunca verdigi
yanit dikkate alinarak DI su ile 25 pL/dk sabit akis hizinda sabit bir taban cizgisi
olusturulmustur. Test icin bakteri, yikama i¢in DI su ve ila¢ direncinin incelenmesi
icin antibiyotik sollisyonu, peristaltik pompa kullanilarak sisteme enjekte edilmistir.
Baglanma tepkileri bir a¢1 derecesi olarak kaydedilmistir. SPR acis1 kaymalari,
bakteriyel baglanma sonrasi elde edilen degerlerin antibiyotik uygulamasindan

sonra elde edilen degerlerden ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.
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Sekil 5.6 SPR sisteminin sematik gortntiisu. (a) Coklu mikroakiskan kanal entegre
edilmis SPR platformunun gosterimi. (b) Mikroakiskan bir hiicre odasinin tist ve alt
gorinimi. (c) Bakterilerin antimikrobiyal testi i¢in protokol
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Sekil 5.7 (a) Tek kanalli altin yiizeyin gortintiileri; (b) tigli hiicre odasi ile
altin ytlizeyin gortintileri; (c¢) DI suyunun tek kanal iizerindeki rezonans agisi; (d)
DI suyunun tglii kanal tizerindeki rezonans agisi
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5.2.8 Bakteri Tespiti icin Cipin Hazirlanmasi ve SPR Prosediiri

Sensor ¢ipi olarak 47 nm altin kaplanmis yuvarlak bir cam lamel kullanilmistir. Daha
ileride yapilacak olan kimyasal modifikasyondan 6nce, altin ¢ip oda sicakliginda 3:1
(v/v) oraninda taze olarak hazirlanmis konsantre H2SOs ve %30’luk H202 [92]
iceren piranha ¢ozelti ile 2 dk boyunca nanofabrikasyondan kaynaklanan organik
kalintilar1 uzaklastirmak i¢in temizlenmistir ve daha sonra DI su ile yikanmistir.
Yikamadan sonra, azot gazi ile kurutulmustur. Altin ciplerinin ylzeyi, ylzeye
karboksil gruplari ile SAM olusturmak i¢cin gece boyunca 1 mM 11-MUA c¢o6zeltisi
icinde inkiibe edilmistir. Daha sonra etanol ve ultra saf su ile yikanarak
temizlenmistir. Son olarak azot gazi ile kurutularak sistemde kullanilmaya hazir
hale gelmistir. 11-MUA modifikasyonundan sonra, altin kapli SPR ¢ip, ince bir tabaka
indeks yag ile cam prizma lizerine yerlestirilmistir ve mikroakiskan hiicre, mekanik
kavrayicilar ile SPR cihazina monte edilmistir. SPR’nin 30 dk boyunca verdigi yanit
dikkate alinarak su ile sabit bir taban ¢izgisi olusturulmustur. Stabil bir taban ¢izgisi
elde edildikten sonra 1:1 oraninda 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS, 10 mL saf su iginde
olacak sekilde taze olarak hazirlandiktan sonra sisteme 10-15 dk boyunca
gonderilmistir. SAM’in karboksil-terminal grubu, NHS ilavesiyle stabilize edilmis
aminle reaktif ara lriiniin olusumu icin EDC ile aktive edilmistir. Olusan amid
baglar1 organik bilesiklerle reaksiyona girebilmektedir. Gevsek baglanmis
molekiilleri yilizeyden yikamak igin 200 pL saf su ilave edilmistir. Antikorlarin
baglanmasi i¢in kanala, PBS i¢inde 0,1 mg/mL’lik bir konsantrasyonda 100 pL
Protein G enjekte edilmistir. Ylizey, daha sonra baglanmamis molekiilleri
uzaklastirmakicin 300 pL PBS ile yikanmistir. MRSA’ya (5 pg/mL) kars1 100 pL. mAb
(monoklonal antikor), PBS pH 7,4 icerisinde slispanse edilmistir ve Protein G kaph
tabakadan gecirilmistir. Antikor c¢ozeltisi, bir saat boyunca yiizey tizerinde
hareketsiz kilmak ftizere inkiibe edilmistir. Geri doniisiimlii olarak baglanmis
antikorlarnn temizlemek icin 300 pL PBS ile baska bir yikama prosediri
gerceklestirilmistir ve altin yiizeyinde mevcut herhangi bir serbest baglanma yeri,
spesifik olmayan herhangi bir baglanmay1 ortadan kaldirmak i¢in BSA (100 pg/mL)
kullanilarak bloke edilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda PBS igerisinde

bakteri génderilerek kalibrasyon egrisi belirlenmistir.

67



5.2.9 Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ile Yiizey Goriintiileme

SEM goriintiileme, bakterilerin sensoriin yiizeyine baglanmasini kontrol etmek ve
iki yontemi karsilastirmak i¢in bir SEM cihaz1 (Zeiss, EVO® LS 10, Almanya)
kullanilarak yapilmistir. Bakterili altin ¢cip, SEM’de daha iyi iletkenlik saglamak icin
60 dk boyunca altinla kaplanmistir. En iyi goriintileri yakalamak i¢in farkli biiytitme

seviyeleri (1,32 KX (KX =1000X) ila 517 X) ve 20.000 kV voltaj kullanilmistir.

5.2.10 SPR Imager’in Calisma Prosediiri

Mikroakiskan siringa pompasi (Model No. NE4002X, New Era Pump Systems, Inc.,
ABD) ve ¢ipe akiskan numuneleri istenilen akis hizinda enjekte etmek icin 100 pL
numune déngiisii bulunan bir Rheodyne kromatografik enjektor (Uriin No. 9725i,
IDEX Health & Science LLC., ABD) ile donatilmis GWC SPR gértntileyici I (GWC
technologies, WI, ABD), SPRi 6l¢limii yapmak i¢in kullanilmistir (Sekil 5.8).

Sekil 5.8 Tiim malzemelerle donatilmis SPRi cihazinin resmi

Bir SpotReady™ 16 ve 25 SPRIi dizisinin 16 ve 25 altin spotlarini iceren cipler, SPRi
sisteminde meydana gelen spesifik baglanmanin saptanmasi icin kullanilmistir

(Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 SPRi deneyinde kullanilan ¢ipler: (A) 16 altin spot SPRIi dizisi; (B) 25 altin
spot SPRi dizisi

5.2.11 SPRi Sistemi icin Rejenerasyon Metodunun Belirlenmesi

Rejenerasyon yontemini belirlemek icin, SPRi cihazi iizerindeki bazi calismalar

dikkate alinarak farkli NaOH ve HCI ¢ozeltileri konsantrasyonu hazirlanmistir [314]

[297]. Deneyler yapilarak, rejenerasyon c¢ozeltilerinin etkisi 6lciilmiis ve PBS-T

tamponun taban seviyesine ulastig1 goriilerek en iyi rejenerasyon ¢ozeltisine karar

verilmistir.

5.2.12 iki Tip SPRi Cipi i¢in Antikor Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Altin spot sayis1 25 olan cipler, primer (Ab1) ve sekonder antikor (Abz) agisindan
zaten optimize edilmistir [315]. Bu nedenle, 16 altin spot igeren ¢iplerin
optimizasyonu, hem hassasiyeti hem de sinyal/giiriiltii oranini gelistirmek i¢gin
yapilmistir. Yakalama antikoru (Ab1) konsantrasyonu, 50 pg/mL’lik sabit bir tespit
antikoru (Abz) konsantrasyonu ve standart protein (Ag) icin 12,5, 25, 50 ve 100
pg/mL’lik cesitli standart konsantrasyon kullanilarak degerlendirilmistir. Yakalama

antikorunun konsantrasyonlari 5-1000 mg/mL olarak belirlenmistir.
5.2.13 SPRi Sistemi icin Cip Hazirhk Prosediirii

Cip, Uretim sirasinda istenmeyen toz ve kiri temizlemek icin saf etanol ve damitilmig
su ile yikanmistir. Daha sonra temizlenen ¢ip, oda sicaklifinda monotiol alkan PEGe-
COOH ve monotiol alkan PEG3-OH (1:9 orani, 2 mM toplam konsantrasyon) etanol
¢ozeltisini iceren bir beherde 12 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ya da oksijeni uzaklastirilmis etanol iginde hazirlanmis 1 mM
konsantrasyonunda 11-MUA iceren bir beher icerisinde 18 saat karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Cozeltiyi hazirlamak i¢in kullanilan etanol, icinde
bulunan oksijeni uzaklastirmak i¢in azot gazi ile 30 dk boyunca muamele edilmistir.

Inkiibasyondan sonra, sensér yiizeyi iizerindeki SAM katmaninda olusturulan
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karboksil gruplari, oda sicakliginda 400 mM 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) ve 100 mM N-hydroxysuccinimide (Sulfo-NHS) iceren taze
hazirlanmis sulu bir ¢ozelti ile 10 dk siireyle aktive edilmistir. Su ile yilkama asamasi,
EDC/NHSS inkibasyonunun ardindan gerceklestirilmistir. Aktive edilen cip, azot
gazl ile yavas bir sekilde kurutulmustur. Ab: ve PBS icinde hazirlanmis %2’lik BSA
(negatif kontrol) spotlara ekilerek nemlendirilmis bir hazne i¢inde oda sicakliginda

4 saat veya buzdolabinda 24 saat bekletilerek inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra, yakalama antikoru ve negatif kontrol iceren ¢ip, %0,05
Tween 20 ihtiva eden ihtiva eden 10 mM fosfat tamponlu tuzlu ¢ozelti (PBS-T) ile
durulanmis ve sisteme takilmistir. PBS-T ile yikanan ¢ip, O-ring veya bir serpantin
kanal pargasi, birlestirme yagi, kanal bileseni kullanilarak sisteme yerlestirilmistir
ve PEEK tiipii kullanilarak pompa ve enjektére baglanmistir (Sekil 5.10). 10 mM
PBS-T, aksi belirtilmedik¢e 105 pL/dk akis hizinda c¢alisma tamponu olarak

kullanilmistir.

Sekil 5.10 Cipi sisteme monte etmek icin SPRi sisteminin bilesenleri

Yiizeyde aktif olarak bulunan karboksil gruplarimi inaktive etmek ve spesifik
olmayan baglanmalar1 gidermek icin iki asamali bloklama islemi yapilmistir. Cip
sisteme takildiktan sonra, 1 M etanolamine 10 dk boyunca 10 pL/dk hizla sisteme
gonderilmistir. PBS-T ile yapilan yikama isleminden sonra %2 BSA ayni siire ve ayni
hizda gonderilmistir. Ylzeyi analizden o6nce sartlamak ve yiizeyde duran,
baglanmayan maddeleri uzaklastirmak icin 10 mM NaOH, 3 saniye boyunca 105
uL/dk hizla sisteme gonderilmistir.
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Gelen 151k ac1s1 manuel protokole gore vida ile ayarlanmistir. SPRi sisteminde, 15181n
dalga boyu (800 nm) ve gelis acis1 (40°-70°) sabittir. Her noktadan piksel yogunlugu
degerlerini doniistiiren dijital optik V ++ yazilimi, bu degerleri zamana kars1 ayni
anda cizen bir Excel programi aracilifiyla tiim baglayic1 olaylar1 gercek zamanh

olarak kaydetmistir (Sekil 5.11).

Sekil 5.11 (A) V ++ yaziliminin araytiz goériiniimi; (B) Kayit verilerinin bir Excel
sayfasinda gercek zamanli olarak goriintiilenmesi

Her calismadan sonra, ¢ip yiizeyi eger 25 spotluk cip ve O-ring kullaniliyorsa
yaklasik 10-16 kez 210 upL/dk hizla 60 saniyelik bir 10 mM NaOH darbesi
kullanilarak rejenere edilmistir. Ancak 16 spotluk ¢ip ve mikroakiskan kanal
kullaniliyorsa 105 pL/dk hizla 6-20 saniye, 1-3 kez 10 mM NaOH ¢dzeltinin
kullanilmasinin yeterli oldugu tespit edilmistir. Analizden once, ¢ip ylizeyinin
goruntisi (TIF formatinda) kaydedilmistir (Sekil 5.12). Analiz boyunca c¢ip
ylzeyinde meydana gelen biitiin baglanmalarin goériintiisii zamana bagh stirekli

olarak kaydedilmistir.
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Sekil 5.12 Analiz 6ncesi SPR cip yiizey goriintiileri: (A) O-ring kullanilan16 altin
spot iceren ¢ipin ylizey goruntiisi, (B) bir serpantin kanal pargasi kullanilan 25
altin spoticeren ¢ipin yuizey goruntiisi

5.2.14 MP-Ab: Biyokonjugatlarinin Sentez Prosediirii

Tespit antikoru olan Abz, Thermo Fisher tarafindan saglanan protokolii takiben 1
um caph streptavidin kaplh sliperparamanyetik partikiillere (MP) kovalent olarak
konjlige edilmistir. 40 pL streptavidin kapli MP (10 mg/mL) tg¢ kez 400 pL, %0,1
BSAiceren 10 mM PBS (pH 7,4) ile yikanmistir ve son olarak 380 ul %0,1 BSA iceren
PBS icinde yeniden disperse edilmistir. Daha sonra MP dispersiyonuna 20 pL
biyotinile Abz (50 pg/mL) ilave edilmistir ve 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde yavas
egim rotasyonu ile 30 dk boyunca 37 °C’de karistirlmistir. inkiibasyondan sonra
slipernatan, Invitrogen DynaMag™-Spin Magnet (Sekil 5.13) kullanilarak manyetik
olarak uzaklastirilmistir ve daha sonra biyotin-streptavidin etkilesimi yoluyla MP-
Abz biyokonjiigatlar1 olusturulmustur. U¢ kez PBS-T tamponu ile yikanarak
baglanmayan Abz uzaklastirlmistir. MP-Abz  biyokonjugatlarinin  stok
dispersiyonunu hazirlamak i¢in 400 pL PBS-T icinde disperse edilmistir.

Sekil 5.13 Manyetik partikil-antikor kompleksi hazirlamak i¢in kullanilan
Invitrogen DynaMag™-Spin Magnet ve Dynabeads™ MX mikserinin gorintiisii
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5.2.15 MP-Ab: Biyokonjugatlarinda Ag'nin Cevrimdisi Yakalama Prosediirii

PBS icinde farkli antijen (Ag) konsantrasyonlar: hazirlanmistir. Ag yakalamak icin,
30 pL stok MP-Ab2 ve 30 pL antijen, 240 pL PBS-T ile karistirilmistir. Karisim, 30 dk
boyunca 37 °C’de Dynabeads™ MX mikseri araciigiyla stirekli karistirma ile
dondiiriilmistiir. Inkiibasyondan sonra, bu karisim ti¢ kez yikanmistir ve manyetik
olarak ayrilmistir. MP-Ab2-Ag, 300 uL PBS icinde yeniden disperse edilmistir. Olusan
cozelti, O-ring kullanilan sistemde 10 pL/dk bir akis hizinda sisteme enjekte
edilmistir. Eger mikroakiskan kanal kullanildiysa, 5 pL/dk’lik bir akis hizinda

sisteme enjekte edilmistir.
5.2.16 Coklu Tespit icin MP-Abz Kompleksinde Abz Optimizasyonu
Coklu tespit i¢in 3 farkli MP-Abz kompleksi hazirlanmistir. Bunlar:

e Birinci prosediir: Her bir Abz’den 5 pL karistirlmistir ve daha sonra
manyetik partikiillere ilave edilmistir ve ayni vialde 30 dk boyunca 37 °C’de
inkiibe edilmistir.

e ikinci prosediir: Her bir Abz’den 10 pL kanstinlmistir ve daha sonra
manyetik partikillere ilave edilmistir ve ayni vialde 30 dk boyunca 37 °C’de
inkiibe edilmistir.

e Ugiincii prosediir: Her bir Abz (10 uL) manyetik partikiillere ayr1 ayr ilave
edilmistir ve daha sonra 30 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.

5.2.17 Analizin Uygulanmasi

Hazirlanan cip sistem iizerine yerlestirilmistir. Tim mikroakiskan sistem herhangi
bir s1zint1 olup olmadigini anlamak i¢in kontrol edilmistir. Bilgisayarda bir taslak
excel sayfasi agcilmistir ve SPR veri dosyalarina kaydedilmistir. Gelen 1s1k agis1 GWC
kilavuzuna gore ayarlanmistir. PBS-T, tiim deneyler sirasinda ¢alisan tampon olarak
kullanilmistir. Sabit bir taban ¢izgisi olusturmak i¢in, PBS-T, 105 pL/dk bir akis
hizinda 10-15 dk boyunca sisteme enjekte edilmistir. MP-Ab: ile yakalanan en diisiik
antijen konsantrasyonu alinmistir ve “ylikleme” enjektoér pozisyonunda numune
dongiisiine enjekte edilmistir. Enjeksiyon pozisyonunda, numune 25 saniye
boyunca 105 pL/dk’da siringa edilmistir ve akis hiz1 5 pL/dk’ya degistirilmistir ve

25 dk inkiibe edilmistir. inkijbasyon siresi sona erdikten sonra, sistem PBS-T ile
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105 pL/dk, 5 dk yikanmistir ve daha sonra bir PBS-T taban ¢izgisi elde etmek i¢in 6-
20 saniye boyunca 105 pL/dk hizla 10 mM NaOH ile bircok kez rejenere edilmistir.
PBS-T ile yikama asamasi, sabit bir taban cizgisi olusana kadar 5 dk boyunca 105
uL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. MP-Abz ile yakalanan diger antijen

konsantrasyonlari, yukarida belirtildigi gibi sisteme arka arkaya uygulanmistir.
5.2.18 Tekrar Kullanma Metodunun Tespiti

SPRi sistemde kullanilan ¢iplerde bulunan spotlar tizerinde sivinin yayilmamasi i¢in
hidrofobik bir katman bulunmaktadir. Cipin yeniden kullanilabilmesi icin
hidrofobik katmana verilecek zararin en aza indirilmesi gerekmektedir. SPRi ¢ipini
yeniden kullanmak i¢in; biri %5 sodium dodecyl sulfate (SDS) ve ultraviolate (UV)
islemi kullanilarak, digeri hizli piranha ¢ozeltisi (3:1 konsantre H2S04 ve %30 H202

karisimi) ve UV islemi olmak iizere iki farkli yontem kullanilmistir.
ilk prosediir i¢in asagidaki adimlar gerceklestirilmistir:

e Kullanilan ¢ip SPRi cihazindan dikkatlice ¢ikarilmistir.

e Etanol ve DI su ile durulanmistir.

* %5 SDS ¢ozeltisi icinde 10 saniye ultrasona tabi tutulmustur.

e DI su ile durulanmistir ve azot gazinda kurutulmustur.

e Daha sonra 1 saat boyunca UV’ye (350 nm) maruz birakilmistir.

e UV isleminden sonra SPRi ¢ipi birka¢ kez etanol ile durulanmistir ve azot gazi ile

kurutulmustur.

Ikinci prosediir :

e Kullanilan ¢ip SPRi cihazindan dikkatlice ¢ikarilmistir.
e Etanol ve DI su ile durulanmstir.

e Hizli piranha ¢ozeltisi ile yikanmistir (10 saniye boyunca 3:1 konsantre H2S04 ve

%30 H202 karigimi).
e Su ve etanol ile sirasiyla durulanmistir.

e Azot gazi ile kurutulmustur.
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e Daha sonra 1 saat boyunca UV’ye (350 nm) maruz birakilmistir.

e UV isleminden sonra SPRi ¢ipi birka¢ kez etanol ile durulanmistir ve azot gazi ile

kurutulmustur.
5.2.19 3D Baskili Kanal Parc¢asinin Tasarimi

SPRi SpotReady™ 16 ve 25 spot dizileri i¢in mikroakiskan kanali, Autodesk 123
tasarim yazilimi kullanilarak tasarlanmistir. Tasarlanan kanal Autodesk
stirimiinden Preform siirlimiine dontstiriilmiistiir. Bir serpantin kanal parcasi,
Formlabs Form 2 SLA 3D Printer (Formlabs, Inc., USA) ile akrilat esasl esnek recine
kullanilarak imal edilmistir (Sekil 5.14). Olusturulan kanal, 20 dk boyunca
izopropanol ile sonike edilmistir ve daha sonra firinda kurutulmustur. SPRi spot dizi
ile bir araya getirmeden 6nce, kanal pargasi kanal yiizeyini bloke etmek icin 30 dk
boyunca %0,1 BSA ihtiva eden PBS-T tamponuna batirilmistir. Kanalin hacmi

yaklasik 10 pL’dir.

Sekil 5.14 Formlabs Form 2 SLA 3D Yazicisinin goriinimii
5.2.20 Micro Bicinchoninic Asit (uBCA)? Protein Deneyi

MP-Ab:z biyokonjugatlarinin, farkli konsantrasyonlarinda manyetik partikiillere
baglanan Ab: miktar1 ve streptavidin-biyotin arasindaki etkilesim, uBCA (Thermo
Scientific, USA) analizi kullanilarak saptanmistir. Bu deneyde MP-Abz, manyetik
partikiillere bagh antikor miktarin1 tahmin etmek icin BSA bloke etme adimi
kullanilmadan hazirlanmistir. MP-Ab:2 stok ¢ozeltisi ilk once 10 kez seyreltilmisgtir.
Bunu farkli konsantrasyonlar elde etmek i¢in 2 kath seyreltme serisi izlemistir.
Kontrol igin, ikincil antikor ve BSA icermeyen MP, MP-Ab: ile ayni

konsantrasyonlara seyreltilmistir. uBCA analizi i¢in mikroplaka yontemi (96 oyuklu
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plaka) kullanilmistir. Deney i¢in BCA reaktif ¢ozeltisi, Thermoscientific'ten elde
edilen protokole gore hazirlanmistir. Bunun icin, 150 pL. MP-Ab2 ¢6zeltisi, 150 pL
BCA ¢ozeltisi ile karistirllmistir ve 37 °C’de egim rotasyonu altinda 2 saat reaksiyonu
saglanmistir. Bu reaksiyonda, BCA reaktifinde sunulan Cu*?, protein varhiginda Cu*!
olusturmak iizere indirgeme gecirmektedir. Cu*! boylece protein konsantrasyonuna
karsilik gelen 562 nm’de karakteristik bir absorbans vermek icin 2 BCA molekiili
arasinda selatlar olusturmustur. Her MP-Abz’deki Ab2z konsantrasyonu bu yontemle

belirlenmistir.
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6

ARASTIRMA BULGULARI

6.1 Minimum inhibisyon Konsantrasyonu Sonuglar:

Toplam 40 bakteri susu, mikrodiliisyon yontemi kullanilarak antibiyotiklere
duyarliik agisindan degerlendirilmistir. MRSA5’in  minimum  inhibitér
konsantrasyonu degerinin 1 pg/mL oldugu tespit edilmistir. MRSAS harig, kalan
MRSA suslarimin MIK degerlerinin 32 pg/mL->128 upg/mL arasinda oldugu
bulunmustur. MSSA suslarinin MIK degerleri MSSA1 ve MSSA10 hari¢ 1-4 pg/mL
arahiginda tespit edilmistir. MRSA ve MSSA suslarina ait MiK degerleri ayrintih
olarak Tablo 6.1’de verilmistir. VRE suslarinin MiK degerleri 64 png/mL->128 pg/mL
arahginda degisirken VSE suslarimin MIK degerleri 2-4 pg/mL arahiginda
bulunmustur. VRE ve VSE suslarina ait MiK degerleri Tablo 6.2’de gosterilmistir.
Suslarin MIiK araliklarinin belirlenmesinden sonra, bu izolatlar SPR sisteminin daha

ileri analizleri i¢in kullanilmistur.

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii'ne [308] gore S. aureus’un sefoksitine
olan kirilma noktasi duyarl suslar i¢in <4 pg/mL ve direncli suslar i¢in 28 pg/mL ve
duyarli ve direngli Enterococcus spp. suslari icin sirasiyla <4 pg/mL ve 232
ug/mL’dir. Bu tez ¢alismasinda, MRSA'nin MiK degerleri MRSAS5 hari¢ 32 pg/mL-
>128 pg/mL’dir. MRSA5’te mecA geninin bulunmasina ragmen MIK degerinin diisiik
cikmas1 mecA geninin aktif olmadigin1 géstermektedir. Ote yandan, MSSA’nin MIK
degerleri MSSA1 ve MSSA10 hari¢ 1-4 ug/mL arasinda tespit edilmistir. MSSA1 ve
MSSA10’da mecA geni olmamasina ragmen MIK degerlerinin yiiksek ¢ikmasi asiri
beta-laktamaz iiretimi gibi dirence yol acan baska mekanizmalara isaret
edebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, von Ah, vd. [316] MSSA ve MRSA'nin MiK
degerlerinin sirasiyla 4 mg/L ve 32 mg/L oldugunu gostermislerdir. Tez
calismasindan elde ettigimiz sonuglar, bu ¢alismanin sonuglar ile tutarhdir. VRE ve
VSE’nin MIK degerleri i¢in, Schouten, vd. [226] ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar:

Enstitiisii [308] tarafindan rapor edilen sonuglar ile uyum icerisindedir.

77



Table 6.1 MRSA ve MSSA suslarinin minimum inhibisyon konsantrasyonlari

degerleri

Sefoksitin Konsantrasyonu (ng/mkL)

Suslar 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 MK
MRSA1 - - - + o+ o+ o+ o+ + + 32
MRSA?2 - - + + o+ o+ o+ o+ + + 64
MRSA3 - - + + + + + + + + 64
MRSA4 - - + + o+ o+ o+ o+ + + 64
MRSAS - - - - - - - - + + 1
MRSA6 - - + + + o+ + o+ + + 64
MRSA7 - - - - + o+ o+ o+ + + 16
MRSA8 - - - - + + o+ o+ + + 16
MRSA9 - - + + + o+ o+ o+ O+ + 64
MRSA10 + + + + + o+ o+ O+ + + >128
MSSA1 + + + + o+ o+ o+ O+ + + >128
MSSA2 - - - - - - -+ + + 2
MSSA3 - - - - - -+ 4+ + + 4
MSSA4 - - - - - -+ 4+ 4+ + 4
MSSA5 - - - - - -+ 4+ o+ + 4
MSSA6 - - - - - -+ 4+ + + 4
MSSA7 - - - - - - -+ + + 2
MSSAS8 - - - - - -+ 4+ 4+ + 4
MSSA9 - - - - - -+ o+ + + 4
MSSA10 - - - + o+ o+ o+ o+ + + 32

‘+’ gelisme var, -’ gelisme yok.
6.2 Tiirbidimetrik Ol¢iim Sonuclar:

Bir besiyeri icerisinde lireme meydana geldiginde tiremeye bagh olarak bulaniklik
artmaktadir. Sivi besiyeri icerisindeki bulanikligi tespit etmek icin spektrofotometre
kullanilabilmektedir. Soliisyon icerisindeki bulaniklik arttik¢a icerisinden gecen 151k
miktar1 azalmaktadir. Bu sekilde spektrofotometre yontemi ile liremenin olup
olmadigr konusunda bilgi edinilmektedir. SPR sisteminde kullanilacak olan
bakterilerin sayimi i¢in tirbidimetrik yontem kullanilarak spektrofotometrede
standart bir kurve olusturulmustur. Standart kurve araciigiyla olusturulan
regresyon dogrusu ile ayni kosullarda iretilen bakterinin logaritmik gelisme
evresinin belirli bir aninda popiilasyonun sayisi hakkinda fikir elde edilebilmistir.
Bu amagcla kiiltiiriin sadece spektrofotometrede absorbans degeri 6l¢tilmiistiir ve
kurvede buna karsi gelen mikroorganizma sayis1 hesaplanmistir. Ancak kullanilan
bu yontem ile canli hiicre sayis1 hakkinda kesin bir bilgi elde edilememektedir [317-

319].
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Table 6.2 VRE ve VSE suslarinin minimum inhibisyon konsantrasyonlar: degerleri

Vankomisin Konsantrasyonu (pg/mL)

Suslar 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 MIK
VRE1 + + + + o+ o+ o+ o+ + + >128
VRE2 + + + + + o+ 4+ 4+ + + >128
VRE3 + + + + o+ o+ o+ o+ + + >128
VRE4 + + + + + o+ o+ o+ + + >128
VRES + + + + o+ o+ o+ o+ + + >128
VRE6 + + + + + + + + + + >128
VRE7 + + + + + + o+ o+ + + >128
VRES8 + + + + + o+ o+ o+ + + >128
VRE9 - + + + + + + o+ + + 64
VRE10 + + + + + + + + + + >128
VSE1 - - - - - -+ o+ 4 + 4
VSE2 - - - - - - -+ + + 2
VSE3 - - -+ 4+ + 2
VSE4 - - - - - -+ o+ + + 4
VSE5S - - - - - -+ + o+ + 4
VSE6 - - - - - - -+ + + 2
VSE7 - - - - - -+ o+ + + 4
VSES8 - - - - - -+ o+ 4 + 4
VSE9 - - - - - -+ o+ + + 4
VSE10 - - - - - - -+ + + 2

‘+’ gelisme var, ‘-’ gelisme yok.

Iki kath diliisyonlar1 hazirlanan bakteri soliisyonlarinin spektrofotometrede alinan
absorbans degerleri ve bu degerlere karsilik gelen kiiltiirel sayimlar1 sonuglari ile
olusturulan standart kurve ve regresyon degerleri Sekil 6.1, 6.2, 6.3 ve 6.4'te
sirasiyla  verilmistir. Elde edilen egriler araciigiyla SPR sisteminde

gerceklestirilecek analizlerde bakterileri saymak i¢in kullanilmistir.

Inkiibasyon sonunda elde edilen kiiltiirlerin seyreltilmeleri sonucunda elde edilen
absorbans degerlerine baghh regresyon degerleri ile standart bir kurve elde
edilmistir. MRSA ve MSSA kiiltiirlerinden elde edilen R2 degerleri sirasiyla 0,9978
ve 0,9992 olarak belirlenmistir. VRE ve VSE kiiltiirlerine ait R2 degerlerinin 0,9902
ve 0,9937 oldugu tespit edilmistir. Kiltirlerin sayimi standart kurveden elde edilen

esitlige gore hesaplanmistir.
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Sekil 6.1 Metisiline direncli S. aureus sayimi i¢in standart kalibrasyon kurvesi

Metisiline Duyarli S. aureus
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Sekil 6.2 Metisiline duyarlh S. aureus sayimi icin standart kalibrasyon kurvesi
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Vankomisine Direncli Enterococcus
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Sekil 6.3 Vankomisine direngli Enterococcus sayimi i¢in standart kalibrasyon
kurvesi

Vankomisine Duyarli Enterococcus

0.900
0.800 y =0.0063x + 0.0383

R?=0.9937
0.700

0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

geri

Absorbans De

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 1000  120.0
Bakteri Sayis1 x10’

Sekil 6.4 Vankomisine duyarl Enterococcus sayimi i¢in standart kalibrasyon
kurvesi

6.3 Direng Genlerinin PCR Yontemiyle Dogrulanmasi

Sekil 6.5’te goriildiigii gibi MRSA oldugunu diistindiiglimiiz 10 6rnekte metisiline
direncten sorumlu mecA geni saptanmistir. MSSA 6rneklerinin highbirinde mecA geni
saptanmamistir. mecALcazs: geni icin literatiirde belirtilen sartlar ile PCR ¢alismasi

yapilmis fakat herhangi bir bant gozlemlenmemistir.
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mecA geni i¢in 162 bp internal fragment pozitiftir. mecA geninin test edilmesi MRSA
icin direncinin kanitidir. mecA genini icermeyen Staphylococcus aureus subsp.
aureus ATCC 29213 susu kontrol olarak kullanilmistir ve herhangi bir bant olusumu
gozlemlenmemistir. Suslarin tamamina yapilan PCR testinde tamaminin mecA
genine sahip oldugu tespit edilmistir. Metisilin direncinin ayrica mecALcazs: geni
tarafindan da meydana geldigi literatiirde belirtildiginden ayrica bu genin aranmasi

icin de PCR testi yapilmistir [320].

12 345 6 7 89 10111213 14 15 1617 1819 20 21 22

Sekil 6.5 MRSA ve MSSA izolatlarin mecA gen varligi jel goriintiisii. Bant 1: 100 bp
ladder. Bant 2-11: MRSA1-MRSA10 izolatlar:. Bant 12-21: MSSA1-MSSA10
izolatlari. Bant 22: Kontrol

123 45 67 8 9 10 1112 13 14 15 ¥*17 18 19

Sekil 6.6 VRE ve VSE izolatlarin vanA ve vanC gen varligi jel goriintiisii. Bant 1: 100
bp ladder. Bant 2-6: VRE1-VRES5 izolatlarinin vanA gen bant goruntiisi. Bant 7:
vanA geni negatif kontrol. Bant 8-12: VRE1-VRES izolatlarinin vanC gen bant
goriintiisii. Bant 13-17: VSE1-VSES5 izolatlarinin vanC gen bant goriintiisii. Bant 18:
vanC geni negatif kontrol. Bant 19: 100 bp ladder
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Ancak hicbir 6rnekte bu gen tespit edilememistir. PCR ve MIK degerleri beraber
degerlendirildiginde MRSA5’te mecA geninin bulunmasina ragmen MIK degerinin

diisiik cikmasi mecA geninin aktif olmadigin1 gostermektedir.

Vankomisin direng genleri olan vanA, vanB ve vanC i¢in PCR denemeleri yapilmistir.
VRE suslarinin tamaminda vanA geni saptanirken vanB ve vanC geni saptanmamigstir

(Sekil 6.6).
6.4 Koagiilaz Test Sonuglari

Metisiline direncli ve duyarli S. aureus suslar1 Uzerine yapilan koagulaz test
sonuglar1 Tablo 6.3'te verilmistir. S. aureus, hem normal immiin tepkisi hem de
antimikrobiyal ajanlara kars1 yiiksek direncli olabilen firsatgi bir patojendir. Direng
kismen bir koagiilaz enzim tretimine baghdir. Koagiilaz, ayr1 ayr1 bakteriyel
hiicrelerin veya hiicre gruplarinin etrafindaki koruyucu fibrin bariyerlerini
olusturmak icin normal serum bilesenleriyle birlikte calismakta, boylece onlari
fagositoz ve diger tipte saldirilardan korumaktadir [321]. Bakterinin yapisinda
bulunan koagiilaz enzimi kalin bir fibrin tabakasi olusturarak mikroorganizmay
fagositozdan koruyarak patojenitesini arttirdig1 diistiniilmektedir [322]. Koagiilaz
plazma fibrijonenine baglandiginda organizmalarin agliitinasyona veya plazma

pihtilasmasina neden olmaktadir. [323, 324].

Stafilokoklar cesitli enzimlere sahiptirler. Bunlardan katalaz enzimi tiim
stafilokoklarda bulunurken, koagiilaz enzimi bir patojenite kriteri olarak bilinir ve
Staphylococcus tirleri koagiilaz pozitif ve negatif olarak ikiye ayrilabilirler. MRSA ve
MSSA suslarina yapilan test ile suslarin tamaminin koagiilaz pozitif oldugu ve
patojenite 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Analiz sonuglarinin bir kismi Sekil 6.7 ve

Sekil 6.8’de resim olarak verilmistir.
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Tablo 6.3 Metisiline direngli ve duyarli S. aureus suslarinin biyokimyasal 6zelligi

Mikroorganizma Kodu Koagiilaz
MRSA1 +
MRSA2
MRSA3
MRSA4
MRSA5
MRSAG6
MRSA7
MRSA8
MRSA9
MRSA10
MSSA1
MSSA2
MSSA3
MSSA4
MSSA5
MSSAG6
MSSA7
MSSA8
MSSA9
MSSA10

+ + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + +

Sekil 6.7 Baz1 MRSA suslarinin koagiilaz test sonuglarinin goriintiileri
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Sekil 6.8 Baz1 MSSA suslarinin koagiilaz test sonuglarinin goriintiileri

6.5 Bakteriler icin Antimikrobiyal Duyarlilik Test Sonuglari

6.5.1 Tekli Mikroakiskan Kanal ile MRSA ve MSSA’'nin Antimikrobiyal

Duyarhliginin Belirlenmesi

Tek kanall sistemi optimize etmek i¢in Staphylococcus subsp. aureus ATCC 43300
ve Staphylococcus subsp. aureus ATCC 29213 kullanilmistir. SPR sistemi ile toplam
10 MRSA ve 10 MSSA test edilmistir. Antibiyotige direncli ve duyarh S. aureus’un
SPR agis1 kaymalari Sekil 6.9 ve Sekil 6.10’da gosterilmektedir. Sistemin akis hiz1 100
uL/dk olarak belirlenmistir ve analiz siiresi boyunca degistirilmemistir. ilk olarak
sisteme 30 dk stire ile DI su enjekte edilmistir ve suya ait bir baseline seviyesi
olusturulmustur. Birlesme asamasini gerceklestirmek tlzere sisteme BHI broth
icinde inkiibe edilmis bakteri soliisyonu enjekte edilmistir. Sensor yiizeyine
bakterilerin enjeksiyonu peristaltik pompa araciligiyla gerceklestirilmistir.
Bakterilerin ylizeye baglanmasi icin 40-80 dk boyunca stabil bir faz gorene kadar
enjeksiyon islemi yapilmistir. MRSA ve MSSA ylizeye baglandiginda sirasiyla
1,40°+0,523853° ve 1,24°+0,570678° ac1 kaymalar1 meydana gelmistir (Sekil 6.9 ve
Sekil 6.10b).

Birlesme asamas1 tamamlandiktan sonra, zayif olarak baglanmis ve baglanmamis
bakterileri sistemden uzaklastirmak 25 dk boyunca DI su ile yikama islemi yapilarak
sensoOr ylzeyi antibiyotik akisina hazirlanmistir. Yikama isleminde SPR ag¢isinin hizlh
bir sekilde azalmasi Sekil 6.9 ve Sekil 6.10a’da acik¢a goriilmektedir. SPR agisi, DI su
taban c¢izgisi seviyesine ulasmamistir, ki bu da bakterilerin basarili bir sekilde
yluzeye baglandigin1 gostermektedir. Yiizeyde sabit bir baglanma yaniti elde

edildikten sonra, sisteme antibiyotik ¢ozeltisi (3 pug/mL) enjekte edilmistir. SPR agis1
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kaymalar1 tiim deneyler sirasinda zamana karsi kaydedilmistir. Deneysel sonuglar,
60 dk’'lik sefoksitin isleminden sonra, SPR a¢1 kaymalarinin duyarh suslar igin

-0,0280°+0,000735° ve direngli suslar i¢in -0,00072°+£0,001383° oldugunu

gOSter‘m1$tlr.
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Sekil 6.9 Metisiline direncli S. aureus (MRSA 2 susu)’un zamana bagl SPR ac1
kaymasi: (a) Metisiline direngli S. aureus’un sefoksitin antibiyotigine karsi 60 dk
boyunca izlenen SPR a¢1 kaymasinin kinetik grafigi; (b) direncli bakteri ilavesinin

SPR yaniti
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Sekil 6.10 Metisiline duyarh S. aureus (MSSA 7 susu)’un zamana bagh SPR ac¢1
kaymasi: (a) 60 dk boyunca metisiline duyarli S. aureus’un sefoksitin
antibiyotigine karsi SPR a¢1 kaymasinin kinetik grafigi; (b) duyarh bakteri
ilavesinin SPR yanit1

6.5.2 Tekli Mikroakiskan Kanal ile VRE ve VSE'nin Antimikrobiyal

Duyarhihiginin Belirlenmesi

Tek kanalli sistem i¢in optimum kosullar1 belirlemek amaciyla, Enterococcus faecalis

ATCC 29212 ve Enterococcus faecium B764A kullanilmistir. Daha sonra tek kanalli
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sistemde toplam 10 adet VRE ve 10 adet VSE suslar1 test edilmistir. Sistemin akis
hiz1 100 pL/dk olarak belirlenmistir ve analiz siiresi boyunca degistirilmemistir.
Bakterilerin yiizeye baglanma deneyi i¢in, SPR sistemine dncelikle 30 dk boyunca DI
su bir peristaltik pompa araciligiyla enjekte edilmistir ve daha sonra VRE ve VSE
izolatlarinin 200 pg/mL oraninda poly-L-lysine immobilize edilmis yiizeye

baglanmasini test etmek i¢in 6l¢iimler yapilmistir.
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Sekil 6.11 Vankomisine direngli Enterococcus (VRE 5 susu) zamana bagh SPR ag1
kaymasi: (a) Vankomisine direngli Enterococcus, vankomisin antibiyotigine karsi
200 dk boyunca SPR a¢1 kaymasinin kinetik grafigi; (b) direngli bakteri ilavesinin
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Sekil 6.12 Vankomisine duyarli Enterococcus (VSE 8 susu) zamana bagli SPR a¢1
kaymasi: (a) Vankomisine duyarli Enterococcus 200 dakika boyunca vankomisin
antibiyotigine SPR a¢1 kaymasinin kinetik grafigi; (b) duyarh bakteri ilavesinin SPR
yaniti
Bakterilerin ylizeye baglanmasi ve stabil bir faz olusumunu gézlemlemek icin 60-75

dk boyunca enjeksiyon islemi yapilmistir. Bakterilerin sisteme enjekte edilmesi,

direncli sus i¢in 1,71°+£0,697409°, duyarl sus icin 1,50°+0,662909° sinyal artisi ile
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sonuclanmistir (Sekil 6.11 ve Sekil 6.12b). Bakterilerin ¢ip tizerindeki poly-L-lysine
baglanmasindan sonra, baglanmamis bakterileri uzaklastirmak i¢in 25 dk DI su ile
yikama yapilmistir. SPR a¢1 kaymalarinin, 200 dk’lik vankomisin isleminden sonra,
duyarlh  suslar icin -0,02489°+0,008638° ve direngli suslar icin
-0,00033°+£0,000261° oldugu bulunmustur (Sekil 6.11 ve Sekil 6.12a). Duyarh ve
direngli Enterococcus spp. arasinda SPR a¢1 kayma sonuglarinda on kat fark

bulunmustur.

6.5.3 Uclii Mikroakiskan Kanal ile MRSA, MSSA VRE ve VSEnin

Antimikrobiyal Duyarhliginin Belirlenmesi

Uclii mikroakiskan kanal, antibiyotige direncli ve duyarl S. aqureus’'un SPR ag
kaymalarini ayn1 anda gozlemlemek icin kullanilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil
6.13a’ da gosterilmistir. Sistemden a¢1 derecesi olarak elde edilen veriler, grafigi
daha anlasilir hale getirmek icin ayr1 grafiklere donustirilmustiir (Sekil 6.13b-d).
Tek kanalda yaptigimiz gibi, ayni islem adimlari ti¢lii mikroakiskan kanal tizerinde
gerceklestirilmistir. DI su ile bir taban ¢izgisi olusturulduktan sonra, sefoksitin
ylzeye ~100 dk boyunca uygulanmistir. SPR acis1 kaymalarinin, duyarl suslar i¢in
-0,260°+0,019326° ve direncli suslar icin -0,030°+0,008769° ve kontrol 6rnegi
olarak kullanilan E. coli i¢in -0,090°+£0,007347° oldugu bulunmustur.

Uglii mikroakiskan bir kanal ile Enterococcus’un vankomisine karsi antimikrobiyal
duyarlilik testini yapmak icin, poly-L-lysine kapli ¢ip analizden 6nce sisteme monte
edilmistir. Yukarida tarif edilen prosediir tiim Enterococcus suslarina uygulanmistir.
Vankomisin, 25 pL/dk’da 100 dk boyunca altin ¢ip yiizeyine gonderilmistir. Uglii
mikroakiskan kanal ile gergeklestirilen Enterococcus’un o6l¢giim sonuclart Sekil
6.14'te gosterilmektedir. Enterococcus’un toplam yansitma degisikliklerinin, duyarl
suslar icin -0,090°+0,006611°, direncli suslar icin -0,010°+0,003734° oldugu
bulunmustur. Kontrol numunesi olarak kullanilan E. coli i¢in a¢1 degisimi

-0,050°+0,011958°0larak tespit edilmistir.
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Sekil 6.13 (a) Cok kanalli sistemde sefoksitin enjeksiyonuna kars: antibiyotige
direncli ve duyarl S. aureus i¢in gercek zamanh SPR kinetik egrisi. (b) Kontrol
ornegi, E. coli. (c) Metisiline duyarli S. aureus (MSSA7 susu). (d) Metisiline direncli
S. aureus (MRSA2 susu)

Bu tez calismasinda, geleneksel yontemleri kullanmak yerine antibiyotige direngli
bakterilerin durumunu test etmek icin cevrimici es zamanh bir yontem
gelistirilmistir. Bu tez calismasinin yenilik¢i yonii, yerel olarak iiretilen bir SPR
sistemi ve bu sistem i¢cin ¢oklu mikroakiskan kanal tasarimi olmasidir. Altin ¢ipin
yuzeyi, ¢coklu mikroakiskan kanal ile li¢ b6liime ayrilmistir. Cipin ylizeyi gercek
zamanli olarak ayni anda immobilize edilmistir. Coklu bir mikroakiskan kanalda
basarili olmak icin deneyler ilk 6énce tek bir kanal iizerinde test edilmistir. Tiim
deneylerin a¢1 kaymalari, direncli ve duyarl suslar arasindaki farkin yaklasik on kat
veya daha fazla oldugunu gostermistir. Benzer sonuclar, Chiang, vd. [108] tarafindan
yapilan ¢alismada, E. coli JM109’un ampisiline duyarh ve direngli suslari arasinda on
kat fark oldugunu gostermistir. Antibiyotik uygulamasinin duyarli suslarin
bakteriyel hiicre duvarinin yapisinda degisikliklere neden oldugu ve kirilma indisini
azalttigi bulunmustur. Direncli suslar, antibiyotik uygulamasi sirasinda duyarh
suslara kiyasla neredeyse sabit bir aciya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonug,

duyarli suslarin a¢1 kaymalarinin hiicre duvari sentezinin antibiyotiklerle inhibe
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Sekil 6.14 (a) Cok kanalli sistemde vankomisin enjeksiyonuna karsi antibiyotige
direncli ve duyarh enterokoklar i¢in ger¢ek zamanl SPR kinetik egrisi. (b) Kontrol
ornegi, E. coli. (c¢) Vankomisine duyarh Enterococcus (VSE 8 susu). (d)
Vankomisine direngli Enterococcus (VRE 2 susu)
edilmesinden kaynaklandigini géstermistir. Ote yandan, bakteriler biiyiik bir SPR
act kaymasina sahip oldugu icin antibiyotik ilavesinden sonra elde edilen SPR
sinyalinin degisimi ince goériinmektedir. Bu nedenle, bakterilerin antibiyotik

akisindan etkilenip etkilenmedigi yapilan hesaplamalardan sonra elde edilen

sonuglarla belirlenmistir.

Bu tez calismasinda MRSA, MSSA, VRE ve VSE’yi saptamak i¢in test siiresinin 24
saatten az oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar, MRSA ve VRE suslarini
arastirmak i¢in farkli yontemler kullanmislardir [231, 325]. Bu yontemler arasinda
en yaygin yontem broth mikrodiliisyon yontemidir [326]. Ancak, bu yontem bu tez
calismasindan daha uzun bir test siiresi gerektirmektedir. Cansizoglu, vd. [327]
antimikrobiyal duyarliligin hizli ve hassas bir sekilde saptanmasi icin yeni bir
platform gelistirmislerdir. Bu c¢alismada, minimum inhibisyon bakteri
konsantrasyonu, farkli bir kirilma agisina sahip iki ortam arasindaki kirilma
indeksindeki degisiklikler kullanilarak hizli bir ultra duyarl detektér (RUSD) ile 2
ila 4 saat icinde Olciilmiistiir. Lupetti, vd. [328] tarafindan yapilan baska bir
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calismada, Gram-pozitif koklarin hizli tanimlanmasina ve antimikrobiyal duyarlilik
testine dayanan bir BD (Becton Dickinson) phoenix sistemi kullanilmistir. Bu tez
calismasinin verileri, BD sistemi ile yapilan mevcut yontemin verilerinden 12-24
saatten daha erken siirede elde edilmektedir. Sonuc¢larimiz bu iki ¢alismanin

bulgulariyla da tutarhdir.

Entegre c¢ok kanalli platformlar, tanimlama platformlarinin maliyetini diisiirme
potansiyeli sunmaktadir [329]. Cok kanalli platformumuz bir ¢ip ylizeyini li¢ veya
daha fazla boélime ayirdigindan, c¢oklu algilama tek bir sensoér {izerinde
gerceklestirilebilmektedir. Bu analitik yaklasimla, bu platform sadece
antimikrobiyal duyarlilik testlerinde degil, aym1 zamanda farkli immobilizasyon
yontemleri kullanilarak diger klinik tespit yontemlerinde de kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica, tek bir mikroorganizma 3 kanalli sistemle ayni anda birden

fazla antibiyotik testine tabi tutulabilmektedir.

Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, tez c¢alismasinin sonuglart SPR
platformunun literatiirde kullanilan diger yontemlere gore daha hizli ve daha az
emek gerektirdigini gostermektedir [330]. Ote yandan, substrata bakteri yapismasi
ve yapisma stabilitesindeki anormallikler SPR sisteminin dezavantajlaridir. Bu tez
calismasinda, bakteri Kkiiltiirii bir inkiibatérde inkiibe edilmistir ve daha sonra
sistemde antibiyotige karsi davranisi izlemek igin kullamilmistir. Gelecekteki
calismada, bu iki adim ger¢cek zamanl olarak birlestirilebilir ve incelenebilir. Bunu
yapmak icin, akan bir sistem yerine birden fazla delik tasarlanabilir. Ek olarak,

azalan bakteri sayimlar1 kantitatif analizle hesaplanabilir.
6.5.4 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ile Goriintiileme Sonuclari

Yizeyde MRSA, MSSA, VRE ve VSE varlhigini ve baglanmasini gézlemlemek icin
antibiyotik enjeksiyonu olan ve olmayan sensor ¢iplerinin SEM mikromorfolojisi
analiz edilmistir. MRSA, MSSA, VRE ve VSE suslari icin SEM goritintiileri Sekil 6.15 ve
6.16’da gosterilmektedir. Antibiyotik uygulamasinda sonra elde edilen gortntiiler
ile antibiyotik uygulamasi olmadan elde edilen goriintiiler arasinda anlaml bir fark

olmadig1 belirlenmistir. Bu sonug, SPR sisteminin SEM cihazindan daha dogru
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Olciimler aldigini gostermistir. SEM sonuclar1 ayrica bakterilerin poly-L-lysine kapl

ylzeye basarili bir sekilde baglandigini1 gostermistir.

Sekil 6.15 Antibiyotik enjeksiyonu yapilmayan bakterilerin SEM mikrograflari. (a)

4.59 KX biiytitmede metisiline direncli S. aureus; (b) 4.59 KX buiyiitmede metisiline

duyarl S. aureus; (c) 5 KX biiylitmede vankomisine direncli Enterococcus; (d) 5 KX
biiylitmede vankomisine duyarh Enterococcus

6.6 MRSA icin Kantitatif Analiz Sonuclarn

Hastane veya gida kaynakli bakterilerin tespiti i¢in protein G tabanh
immobilizasyon yapilan altin ylizey SPR sisteminde kullanilmistir. Bu sistemde
cihazin optimizasyonu saglamak i¢in mecA genini tasiyan ve metisiline direnci
oldugu bilinen Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300 ile tek kanalda
denemeler gerceklestirilmistir. Daha sonra ayni anda birden fazla bakterinin tespiti

icin tasarlanan kanal ile es zamanli ve gercek zamanli analizler gergeklestirilmistir.
6.6.1 Antikorlarin Immobilizasyonu

Yiizeyde 11-MUA ile SAM olusturulduktan sonra EDC/NHS kimyas1 ve protein G
kullanilarak antikorun yilizeye immobilizasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 6.17).
mAb’lerin MRSA’ya karsi konjugasyonu RU’da meydana gelen degisimler ile

anlasilmistir. Protein G’ye antikorlar baglandiktan sonra RU’da artis meydana
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Sekil 6.16 Antibiyotik uygulanan bakterilerin SEM mikrograflari. (a) 2 KX
biiylitmede metisiline direncli S. aureus; (b) 2 KX bliylitmede metisiline duyarl S.
aureus; (c) 5 KX biiyitmede vankomisine direncli Enterococcus; (d) 5 KX

biiylitmede vankomisine duyarh Enterococcus

gelmistir. Ylizeye antikor gonderdikten sonra yapilan PBS ile yikamada ytlizeyden

herhangi bir ayrilma meydana gelmedigi icin RU da azalma goriilmemistir.
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Sekil 6.17 Yuzeyin islevsellesmesine bagh sistemde meydana gelen SPR yanitini
gosteren sensogram
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6.6.2 Tek Kanal ile Bakteri Tespiti

Protein G tabanli sistem ile ylizeye baglanan monoklonal anti-S. aureus antikoru
araciligiyla tek kanalli SPR sisteminde Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC
43300, ~10% KOB/mL konsantrasyonunda PBS icinde 8 pL/dk hizla peristaltik
pompa araciligiyla modifiye edilmis altin ¢ip yiizeyine gonderilmistir (Sekil 6.18).
Sisteme bakterinin gonderilmesi ile RU’da baglanmaya bagl olarak degisim
meydana gelmistir. Bakterinin yiizeye baglanma acis1 0,120° olarak hesaplanmistir.
Baglanan bakterilerin gortintiisi taramali elektron mikroskopu ile gértuntiulenmistir

(Sekil 6.19).

MRSA suslarinin kalibrasyon egrisini c¢izebilmek icin ¢ip yiizeyi 11-MUA ile
kaplandiktan sonra 0,4 M EDC ve 0,1 M NHS oraninda hazirlanan kimyasal serbest
karbonil gruplar: aktiflestirmek icin ytizeye 8 pL/dk olacak sekilde gonderilmistir.
Daha sonra ylzeye gonderilen protein G ile antikorlarin immobilizasyonu
saglanmistir. Yiizeyde serbest kalan ve 0zgill olmayan baglanmalara neden
olabilecek bolgeler 100 pg/mL oraninda BSA gonderilerek bloke edilmistir. BSA’dan
sonra yuzeye PBS gonderilerek sabit bir taban ¢izgisi olusmasi saglanmistir. Bu

sekilde ylizeyin islevsellestirilmesi gerceklestirilmistir.
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Sekil 6.18 islevsellestirilmis yiizeyde bakterinin baglanmasini gésteren
sensogram
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EHT = 20.00 kV WD = 10.0 mm Signal A = SE2 Mag= 414 KX

Sekil 6.19 Protein G tabanl immobilizayon ile altin yiizeyine baglanan MRSA’larin
SEM gortuntiisu

Daha PBS icgerisinde bakteriler gonderilmistir. Yiizeye bakteriler en disiik

konsantrasyondan (~101-107 KOB/mL) baslanarak gonderilmistir. Calisma araligi

4-7 log CFU/mL olarak bulunmustur. MRSA’ya ait kalibrasyon egrisi Sekil 6.20°de

gosterilmistir. MRSA konsantrasyonuna bagl olarak SPR yanitindaki degisimin

regresyon denklemi y=0,0266x + 0,0089 ve determinasyon katsayisi (R?) ise 0,9568

olarak bulunmustur.
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Sekil 6.20 Cesitli konsantrasyonlarda MRSA'nin altin yiizeye baglanmasi
sonucunda RU’da meydana gelen degisimin egrisi
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SPR sistemlerinde c¢ip yiizeyinin islevsellestirilmesinde, pH, monolayer tipi,
immiinoassay ajanlar1 ve deney formati sistemin optimize edilmesinde kulllanilacak
cesitli parametrelerdir. SAM olusturmak i¢in genel olarak 11-MUA kullanilmaktadir.
Mevcut olan kaplama metaryaline alternatif olarak; tri ve heksa etilen glikol ile
sonlanan alkan monotiyol yiizeyi bir ¢alismada gelistirilmistir [331].
Gergeklestirilen bu ¢alismada, E. coli 0157:H7’ye karsi saflastirilmis monoklonal
(mAb) ya da poliklonal (pAb) antikorlar aktive edilmis bir sensor cipi lizerinde
immobilize edilmis ve E. coli 0157:H7’yi tespit etmek i¢cin dogrudan ve sandvig
yontemleri gerceklestirilmistir. Ayrica protein G tabanli algillamanin etkisi ve
birincil ve ikincil antikor konsantrasyonlarinin sandvig testine etkisi arastirilmistir.
Sandvi¢ yontemiyle yaklasik olarak 103 KOB/mL oraninda E. coli 0157:H7
saptanmistir. Direkt yontem ve protein G tabanl sistemde sirasiyla 10¢ KOB/mL ve
104 KOB/mL oraninda E. coli 0157:H7 saptanmistir. Sonuglar, alkanetiyol SAM
tabanli SPR biyosensoriiniin sandvig testi kullanilarak hizli ve spesifik bir sekilde E.
coli 0157:H7’yi saptama potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu

calismadan elde edilen veriler tez ¢alismasi ile uyumludur.
6.6.3 Cok Kanalli Sistem ile Bakterilerin Tespiti

Tek kanal ile sistemin optimizasyonu gerceklestirildikten sonra 3 kanalli sistemde
denemelere gecilmistir. Temin edilen 10 adet MRSA Kklinik izolatlarinin es zamanl
ve online olarak tespiti ¢coklu olarak gerceklestirilmistir. Modifiye edilmis sensor
lizerine kaplanan antikorlar hedef mikroorganizmalar1 yakalamis ve
mikroorganizmalarin ylizeyde gelisimi anlik olarak saptanabilmistir. Sekil 6.21'de
ti¢c kanalli sistemin yaziliminin goriintiisii verilmistir. Sisteme ilk olarak, steril saf su
gonderilmistir. Birinci, ikinci ve tliclincii kanalda sistemin saf suyu algilamasiyla
beraber OK isareti yanmistir. Yazilimda saf suyun SPR sisteminde meydana getirdigi
acinin rezonans degeri ile olusan grafik sistemin ¢alisilir durumda oldugunu
gosterdikten sonra sisteme sirasiyla PBS, EDC/NHS karisimi, PBS, su, protein G,
antikor ve BSA akisi peristaltik pompa araciligiyla saglanmistir. Daha sonra pozitif
kontrol olarak MRSA (~106 KOB/mL) ve negatif kontrol olarak Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC 29213 (~109 KOB/mL) sisteme gonderilmistir. Referans

kanalda PBS kullanilmistir. Analiz sonucunda referans kanalda herhangi bir degisim

96



meydana gelmemistir. Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213 SPR
acisinda bir degisim meydana getirmezken, MRSA 0,150°lik bir a¢i kaymasi
olusturmustur (Sekil 6.22). Klinik 6rneklerin tamamina uygulanan denemeler

sonucunda a¢1 kaymasinin 0,110°-0,150° arasinda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 6.21 Ug kanalli SPR sisteminin yazilim goriintiisii; Kanal 1: Kirmizi; Kanal 2:
Yesil; Kanal 3: Mavi renkli sinyal
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Sekil 6.22 Uc kanall SPR sisteminde antikor yakalanmasi ve bakteri baglanmasi
deneyi; MRSA1: Pozitif Kontrol, PBS: Referans Kanal, MSSA: Negatif Kontrol
Protein G, immiinoglobiilin G'nin (IgG) Fc kismi ile spesifik bir etkilesim
sergilediginden, gelistirdigimiz biyosensor sistemi antikoru olan tim
mikroorganizmalara kolaylikla uyarlanabilir bir model sistem olarak tasarlanmistir.
Biyosensor sisteminde hicbir degisiklik yapmadan sadece uygun antikorlar
kullanilarak, tiim antikoru olan mikroorganizmalarin tespit edilmesine olanak
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saglamaktadir. Protein G tabanli immobilizasyon teknigi MRSA 6rnekleri icin SPR’de
tanimlamada daha 6nce literatiirde kullanilmamistir. Ancak Tokel, vd. [332] yaptig1
bir c¢alismada, tez calismasinda kullanillan protein G tabanl ylizey kimyasi
kullanilarak anti-E. coli antikoru araciligiyla E. coli yakalanmistir. Kullanilan sistem
ile ~105 ve 3,2 x 107 KOB/mL konsantrasyon araliginda E. coli saptanabilmistir. Bu
sonuglar gerceklestirilmis olan tez c¢alismasinin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir. Oh, vd. [333] Salmonella Typhimurium'u 102-10° KOB/mL ve
Legionella pneumophila 10> KOB/mL araliginda tespit etmek i¢in protein G ile 11-
MUA kullanmislardir [334]. Ayrica SAM iizerinde bir protein G katmani bulunan SPR
biyosensoriinii  kullanarak 102-107 KOB/mL seviyesine kadar Salmonella
Paratyphi'yi saptamistir [335]. Literatiirde bildirilen bu calismalar ile tezde
tasarlanmis olan protein G tabanh sistem karsilastirildiginda, tezde kullanilan

sistemin basarili bir sekilde ¢calistig1 goriilmektedir.

Gelistirilen kanal sistemi ile ayn1 anda bir ¢ip tizerinde ger¢cek zamanli olarak farkl
U¢ analiz gerceklestirilebilmektedir. Coklu kanal SPR sistemleri daha 6nceden
yapilan calismalarda da bildirilmistir. E. coli 0157:H7, Salmonella choleraesuis
serotype Typhimurium, L. monocytogenes ve Campylobacter jejuni ¢ok kanalli bir
SPR sistemi ile kantitatif ve es zamanli olarak tespit edilmistir [336]. Bu ¢calismanin

dinamik araligi tez calismasi ile benzerlik gostermektedir.

MRSA penisilin vb. antibiyotiklere diren¢ gostermektedir. MRSA'nin tespitine bu
antibiyotiklere karsi sergiledikleri davranisa gore direngli olup olmadiklar:
konusunda karar verilmektedir [337]. Tawil, vd. [264] tarafindan yapilan bir
calismada, 250 adet S. aureus klinik izolatinin (-laktam antibiyotiklere karsi
duyarliliklar: incelenmistir. Bunlarin 16’s1 MSSA, 207’si MRSA ve 27 adedi sinirda
oksasiline direngli S. aureus oldugu belirlenmistir. -laktam antibiyotiklere karsi
diisiik afiniteye sahip penisilin baglayici protein 2a (PBP2a) o6zelliginden
yararlanilarak MRSA, MSSA ve BORSA birbirinden ayirt edilebilmistir.

Capraz reaktivite biyolojik sistemlerde biiylik bir sorundur. Bu amagla
kullandigimiz antikorun MRSA’'ya karsi 6zgilliigini kanitlamak amaciyla ayni

analiz kosullarinda modifiye edilmis altin ¢ip yiizeyine MSSA yerine E. coli ATCC
25922, ~10° KOB/mL konsantrasyonunda c¢apraz reaksiyon olup olmadigini
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saptayabilmek icin sisteme gonderilmistir. E. coli ATCC 25922 ylzeye
gonderildikten sonra SPR ac¢isinda 6nemli bir degisiklik olmamistir (Sekil 6.23).

Kullanilan antikorun bakteriye olan o6zgiilliigiinii belirleyebilmek icin kontrol
bakterisi ile ayn1 analizler gerceklestirilebilmektedir. Tez ¢calismasinda anti-MRSA
antikorunun spesifitesini belirlemek i¢in negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922
kullanilmistir. Baccar, vd. [338] tarafindan yapilan bir calismada SPR tabanli bir
biyosensor gelistirilmistir. Bu calismada biyolojik tanimlama ajani olarak anti-E. coli
antikoru kullanilmistir. Capraz reaktiviteye bakmak icin ise Lactobacillus

kullanilmistir. Tez c¢alismasinda oldugu gibi herhangi bir baglanma meydana

gelmemisgtir.
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Sekil 6.23 Anti-MRSA antikorunun MRSA bakterisine 6zgulligu

MRSA saptanmasinda ¢ok farkli sistemler kullanilabilmektedir. Louie, vd. [339]
tarafindan yapilan bir ¢alismada MRSA’nin saptanmasi i¢in ii¢ farkli yontem
kullanilmistir. Prob temelli Velogene Hizli MRSA tanimlama testi, lateks
aglitinasyon MRSA-Screen ve BBL Crystal MRSA ID Sistemi kullanilmistir.
Kullanilan yontemler birbirleriyle kiyaslanmistir. Baska bir calismada [92], E. coli
0157:H7 ve MRSA, SPR aracligiyla tanimlama elemani olarak bakteriyofaj
kullanilarak saptanmistir. E. coli'yi saptamak icin T4 bakteriyofaji, S. aureus igin
BP14 bakteriyofaji kullanilmistir. Islevsellestirilen bu sistem ile 103 KOB/mL

konsantrasyonda bakteri 20 dk’dan daha az bir siire icerisinde saptanabilmistir. Bu
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sekilde geleneksel metotlarla karsilastirildiginda biyosensor sistemlerinin daha

hizli sonuglar verdigi kanitlanmaktadir.

Bu tez calismasi protein G tabanli immobilizayon ve ¢ok kanalli SPR sistemi ile
bakterilerin tespitini kisa siirede ve es zamanli olarak gerceklestirilebilecegini
gostermistir. Ancak sistemden alinan SPR sinyalinin disik olmasi yeni

immobilizayon yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligini gostermektedir.
6.7 Kanser Biyomarker Tespit Sonuc¢lari

Tezin bu asamasinda Amerika Bilesik Devletleri'nde bulunan Connecticut
Universitesi'nin Kimya Béliimiinde bulunan SPRi cihazi kullanilmistir. Calismanin
basinda yapilan deneylerde 25 spot iceren ciplere PSA antijeni uygulanmistir. Bu
calismalarda PSA antijenin optimizasyonu yapilarak kalibrasyon grafigi ve
belirlenme sinir1 belirlenmistir. Daha sonra yapilan deneylere piyasada 25 spot
iceren ¢ip Uretiminin olmamasindan dolayr 16 spot iceren cipler ile devam
edilmistir. Ancak 25 spot igeren ¢ip icin uygulanan prosediir, 16’1 igin
kullanildiginda sistemden sonu¢ alinamamistir. Bunun nedeni, 25 spot iceren ¢ipte
kullanilan spotlarin daha kiiglik olmasi ve 16 spot iceren ¢ipi tiretmek i¢in kullanilan
camin kalinliginin 25’liden daha fazla olmasi ve bununda refraktif indeksteki
degisimleri etkilemesinden kaynaklandig1 belirlenmistir. Bu tespitten sonra
calismanin geri kalaninda 16 spot igeren ¢ipler icin rejenerasyon metodu ve
optimizasyon kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra tek bir ¢ip lizerinde c¢oklu

tespitler gergeklestirilmistir.

Prostat kanseri veya diger kanser tiirlerinin teshisi ve evresi hakkinda bilgi vermesi
amaciyla mikroakigkan kanal temelli SPRi sistemi kullanilarak birden fazla
biyomarkerin ¢oklu tespiti gerceklestirilmistir. SPRi kullanarak ytlizeyde meydana
gelen degisimler hem kalitatif hem de kantitatif olarak 6l¢iilmiistiir. PSA 6l¢ciimiine
dayali testler prostat kanseri taramasi i¢in biiylik neme sahiptir. Prostat kanserinin
teshisi ve evresinin belirlenmesinde proteinlerin saptanmasi i¢in ¢oklu ve manyetik
partikiil esasli bir immiinoanaliz mikroakiskan sistemli SPRi sisteminde
kullanilmistir. SPRi sisteminde gerceklestirilen c¢oklu analiz sayesinde sadece
prostat degil diger bazi kanser tiirlerinin teshisi ve evresi hakkinda da bilgi elde
edilebilecektir. Bu calismada ilk basta prostat spesifik antijeni icin ¢alismalar
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gerceklestirilmistir. Sistemin duyarliligi ve seciciligi tlizerine genel bilgiler

edinildikten sonra ¢oklu tespit icin optimizayon calismalari1 yapilmistir.
6.7.1 Rejenerasyon Metodunun Belirlenmesi

Sensor c¢ip ylizeyi, deney sirasinda yeniden kullanilmak iizere rejenere
edilebilmektedir. Rejenerasyon, analitin ¢ikarilmasi gerektigi, ancak ligandin yiizey
tzerinde saglam kalmasi gerektigi anlamina gelmektedir. Bunu yapmak icin,
rejenerasyon kosullarinin ligandda geri dontisii olmayan hasara neden olmamasi
gerekmektedir. Rejenerasyon sartlarinin belirlenmesi igin PSA standart olarak
kullanilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda siire ve rejenerasyon sivisinin
kullanilma sayis1 hakkinda optimizasyonlar yapilmistir. Ligand-analit kompleksinin
kapal orani yiiksekse, analit ylizeyden kisa siirede ayrisabilmektedir. Bununla
birlikte, bu ¢alismada ligand-analit kompleksinin kapali orani diisiik oldugu i¢in
coklu analit enjeksiyonlarinin yiriitilmesi icin bir rejenerasyon adimi
gerceklestirilmistir. Cipin ylizeyini yenilemek icin 10, 20, 50 ve 100 mM NaOH ve 10,
20,50 ve 100 mM HCI'nin degisen konsantrasyonu kullanilmistir. Her NaOH ve HCI
konsantrasyonu i¢in ayri1 ayr1 deneyler yapilmistir. Her bir antijen c¢alismasi
arasinda, ¢alisma tamponu altinda bir ayrisma siliresinden sonra, ylizey NaOH veya
HCI enjeksiyonu ile rejenere edilmistir. Ligand aktivitesine zarar vermeyen, 10 mM
NaOH’nin en iyi rejenerasyon ¢ozeltisi oldugu bulunmustur. Bu konsantrasyon diger

deneylerde de rejenerasyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

SPR sisteminin ELISA gibi geleneksel metotlar iizerindeki en biiyiik avantaji
ylzeyinin tekrar kullanilabilir olmasidir. Bu amagla kullanilacak olan rejenerasyon
sivisinin se¢imi son derece Onemlidir. Rejenerasyon asamasinda primer
antikorunun sensor yiizeyinde islevselligini ve tekrar kullanilabilirligini koruyarak
manyetik partikil ile konjuge edilmis sekonder antikor ve antijen yilizeyden
uzaklastirilmistir. Yiizey 8 kereden daha fazla rejenere edilebilmistir. Yapilan baska
bir calismada yiizey rejenerasyonu i¢in asetik asit+%0,1 SDS (pH 4,5) kullanilmistir
ve ylzey bu ¢ozelti ile 10 defadan daha fazla rejenere edilebilmistir [340].
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6.7.2 SPRI Cipleri icin Antikor Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Spot sayis1 25 olan ¢ipin optimum Ab: konsantrasyonu bilindiginden [315], tekrar
optimize edilmemistir. Spot sayis1 16 olan ¢ipi optimize etmek i¢in kullanilan farkl
Ab1 konsantrasyonlar 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL olarak belirlenmistir.
Ancak 25 ve 50 pg/mL i¢in sonuglar anlaml olmadigi i¢in grafikler verilmemistir.
Sekil 6.24’te gorildigi gibi, ilk konsantrasyon olan 0 pg/mlL, rejenerasyon
asamasindan sonra PBS-T taban c¢izgisine diismemistir. Ek olarak, 12,5 pg/mL,
rejenerasyondan sonra PBS-T taban ¢izgisini arttirmistir. Bu durum, 100 pg/mL
Ab1’'in spotun tim yiizeyini kaplamamasi ve daha sonra rejenerasyon ¢ozeltisi
sisteme enjekte edildiginde, ylizeyde NaOH birikmesi ile aciklanabilmektedir. Ab1
eklendikten sonra spotun ytlizeyinde bos alan olmamalidir. Bu nedenle, en iyi Ab1
konsantrasyonunu diger konsantrasyonlar {lzerine c¢alismalar yapilarak

belirlenmeye ¢alisiimistir.

PSA
10 0 pg/mL 12,5 pg/mL

D 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Sekil 6.24 Farkli PSA konsantrasyonunun SPR sensor yiizeyi lizerinde kovalent
olarak hareketsizlestirilmis Abi’e (100 ug/mL) MP-Abz ile baglanmasi
Abi konsantrasyonu 250 pg/mL oldugunda, BSA ve Ab: spotlan arasinda renk
acisindan farkl kontrast tespit edilmistir. Spot iizerinde BSA olanlar Abi'lerden
daha koyu renkte gériintillenmistir. ilk olarak, gelen 15181n acis1 BSA iizerinden
cizilen hat lizerinden ayarlanmistir. Antijen konsantrasyonu 0 pg/mL’de sonug
alindiktan sonra, rejenerasyon c¢ozeltisi sisteme enjekte edilmistir. Ancak taban

cizgisi, PBS-T’nin ilk taban ¢izgisi altinda kalmistir. Bu nedenle, karanlik/parlaklik
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ayarlanmasi Ab1’e gore yapilmistir. Her PSA konsantrasyonundan sonra iyi sonuglar

elde edilmistir (Sekil 6.25).
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Sekil 6.25 SPR sensor ylizeyi lizerinde farkli PSA konsantrasyonunun MP-Ab: ile
kovalent olarak hareketsizlestirilmis Abi’e (250 pg/mL) baglanmasi
Abikonsantrasyonu 250 pg/mL’ den iyi sonuglar elde edilmesine ragmen, ¢ip ytizeyi
500 pg/mL Abs ile de test edilmistir. Her konsantrasyondan sonra, taban ¢izgisini
elde etmek icin en az 11 kez rejenerasyon gerceklestirilmistir (Sekil 6.26). Cok
sayida rejenerasyon isleminin gerceklestirilmesi taban cizgisine ulagsmanin

gliclestigini gostermektedir.
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Sekil 6.26 Farkli PSA konsantrasyonunun SPR sensor yiizeyi lizerinde kovalent
olarak hareketsizlestirilmis Abi’e (500 pg/mL) MP-Abz ile baglanmasi
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Taban c¢izgisine kolayca ulagsmak SPRi deneyinin 6nemli bir pargasini
olusturmaktadir. Bu nedenle bu konsatrasyonun da primer antikor i¢in uygun bir

konsantasyon olmadigi tespit edilmistir.

Ab1 konsantrasyonu 500 pg/mL olarak kullanildiginda rejenerasyonda meydana
gelen zorluklar 1000 ug/mL Ab1 konsantrasyonu kullanildiginda da ortaya ¢ikmistir
(Sekil 6.27).
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Sekil 6.27 SPR sensor yiizeyi Uzerinde farkli PSA konsantrasyonunun MP-Ab: ile
kovalent olarak hareketsizlestirilmis Abi’e (1000 pg/mL) baglanmasi
Birlesme faz1 dengeye ulastiginda, antijenlerin tamami antikora baglandigindan
ayrilma fazi1 olusmamistir. Bununla birlikte, yliksek miktarda antikor kullanilmasi
nedeniyle hala antijene baglanmamis antikor bolgeleri bulunmaktadir.
Rejenerasyon adimi sirasinda, analitin liganddan c¢ikarilmasinin zor oldugu tespit
edilmistir. Antijen konsantrasyonu 0 pg/mL oldugunda bile taban c¢izgisi zorlukla
elde edilmistir. Bu nedenle, rejenerasyon islemi 11-14 kez gerceklestirilmigtir.

Ancak taban ¢izgisine ulagilamamaistir.

Sonug olarak, 16 spot ¢ip i¢in 4 farkli konsantrasyon (100, 250, 500, 1000 pg/mL)
kullanilmistir. Kullanilan konsantrasyonlar icin sonuclari daha anlamli hale
getirmek i¢in kalibrasyon egrileri c¢izilmistir. Kalibrasyon egrilerini ¢izmek i¢in
kullanilan antijen konsantrasyonlar1 12,5, 25 ve 100 pg/mL olarak belirlenmistir.
Sekil 6.28’de goruldiugu gibi, 100 pg/mL Ab: icin SPRi agis1 kaymalari, antijen

konsantrasyonu arttikca azalmistir.
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Sekil 6.28 Yakalama antikoru 100 pg/mL i¢in kalibrasyon egrisi

Ab: konsantrasyonu 250 ve 500 pg/mL olarak kullanildiginda, SPR yaniti, artan
antijen konsantrasyonuna bagl olarak yiikselen sinyal vermistir (Sekil 6.29). Ab1
konsantrasyonu 250 pg/mL, 500 pg/mL Abi’den biraz daha fazla artan sinyale

neden olmustur.
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Sekil 6.29 Yakalama antikoru 250 ve 500 pg/mL icin kalibrasyon egrisi

Ab1 konsantrasyonu 1000 pg/mL oldugunda, 100 pg/mL Abi’de oldugu gibi sinyal
azalmasiyla sonug¢lanmistir (Sekil 6.30). Sonug olarak, rejenerasyon islemi de goz
ontne alinarak 250 pg/mL Abi konsantrasyonu, en iyi yakalama antikor

konsantrasyonu olarak secilmistir.
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Sekil 6.30 Yakalama antikoru 1000 pg/mL i¢in kalibrasyon egrisi

SPRi sisteminden elde edilen verilere gore, en iyi rejenerasyon c¢ozeltisi
konsantrasyonu 10 mM NaOH’dir. Spot sayis1 16 olan c¢ip i¢in en iyi Ab:
konsantrasyonu 250 pg/mL’dir. Bu nedenle, optimizayon calismalar1 dikkate

alinarak dahaileri calismalar yapilmistir.

SPR’da yiizeye baglanan reseptor icin uygun konsantrasyonun bulunmasi calisma
icin biiyiik 6nem arz etmektedir. Yakalama antikoru olarak bilinen primer antikorlar
icin en uygun konsantarasyon 250 pg/mL olarak bulunmustur. Bu sonu¢ SPRi
kullanilarak CA125/MUC16 biyomarkerinin tespitinde de primer antikor

konsantrasyonunu 200 pg/mL olarak belirleyen ¢alisma ile uyumludur [341].
6.7.3 Cipler Yeniden Kullanim Yontemlerinin Sonuclari

Deneyden sonra, kullanilmis altin ¢iplerinin yenilenmesi SPRi’nin tekrarlanabilir
sonuclar elde etmesi agisindan ¢ok onemlidir. Cip rejenere edilebilirse, bir¢cok
deneyde tekrar kullanilabilmektedir. Piranha ve %5 SDS kullanma amacimiz,
kullanilan ¢ipin ytizeyindeki tim analiti uzaklagtirmaktir. Bununla birlikte, UV
islemi SAM’in ylizeyden uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir. Ancak her iki
prosediirde de bir spota bir damla su eklendikten sonra spot ylizeyinde suyun
tutunmadig1 anlasilmistir. Yani piranha veya SDS c¢ozeltisi hidrofobik arka plan
katmanina zarar vermistir. Bu nedenle bu soliisyonlarin ¢ipe uygulanma siireleri

konusunda calisma yapilarak cipin tipine en uygun siireler tespit edilmistir.
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Materyal ve metot kisminda belirtilen stireler ciplerin tekrar kullanilmasi icin uygun

metot olarak belirlenmistir.
6.7.4 3D Baskili1 Kanal Parcasinin Tasarimi

O-ring kullanilarak yapilan analizlerde karsilasilan sorunlardan dolay1
mikroakiskan kanal analiz sonug¢larinin daha tutarlh ve kisa siirede alinmasini
saglayacagindan 16 spot iceren c¢iplerde kullanilmistir. SPRi cihaz1 icin
mikroakiskan kanal pargasi, Autodesk’in 123 tasarim yazilimi kullanilarak
tasarlanmistir. Bir serpantin kanal pargasi, Formlabs Form 2 SLA 3D Yazici ile akrilat
esasl esnek recine kullanilarak imal edilmistir. Autodesk programi araciligiyla 16
spot ¢ipi icin tasarlanan kanal Sekil 6.31A’da gosterilirken, Sekil 6.31B, 3D baskidan

once Preform siiriimiine donustiiriilmiis 16 spot ¢ipi icin kanah gostermektedir.

Al

Sekil 6.31 (A) Autodesk’ten elde edilen 16 spot ¢ipi i¢in kullanilacak olan kanalin
gorinimi; (B) Preform’dan elde edilen 16 spot ¢ipi i¢in kullanilacak olan kanalin
gorunumu

6.7.5 PSA’'nin Optimizasyonu ve Kalibrasyonu icin Sonuclar

PSA, prostat kanseri icin hastada tespit edilebilen FDA onayli tek bir biyomarkerdir.
SPRi sisteminin ¢alisma durumu PSA biyomarker: kullanilarak optimize edilmistir.
Coklu analizlerden 6nce PSA’1n kalibrasyon egrisi ve saptama limiti elde edilmistir.
I1k basta farkl konsantrasyonlarda (12,5, 25, 50 ve 100 pg/mL) PSA ile calisilmstir.
Sonuglar Sekil 6. 32’de gosterildigi gibidir.

PSA i¢in doz-yanit egrisi, baglanma sonrasi ile baglanma 6ncesi farklardan elde

edilen veriler dikkate alinarak hesaplanmistir (Sekil 6.33). Bu ¢alisma icin saptama
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siir1 12,5 pg/mL’'dir. PSA'nin SPR ile tespiti ile ilgili 6nceki calismalar, ¢cok daha
diisiik konsantrasyonun tespit edilebilecegini gostermistir [314, 342]. Bu nedenle,

bir sonraki ¢alisma ¢ok daha diisiik PSA konsantrasyonunun incelenmesi lizerine

planlanmistir.
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Sekil 6.32 SPRi sensor yiizeyi lizerinde kovalent olarak immobilize edilmis Ab1i’e
farkli PSA konsantrasyonunun MP-Abz ile baglanmasi

10 1

] y = 1.7168In(x) - 0.5912
8 1 R2=0.8389

SPRi yanit1 (piksel)

PSApg/mL 1%
Sekil 6.33 Degisen PSA konsantrasyonlarinin kalibrasyon grafigi

SPR goritntileri tiim dizi i¢cin gercek zamanl olarak toplanmistir. Deneyden 6nce,
ylzey lizerinde sabitlenmis Abi ve BSA'nin “referans goriintiisi” alinmistir. Yiizey

MP-PSA-Abzpsa analitine maruz birakildiktan sonra, “baglanma sonrasi1 gorunti”
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olarak adlandirilan baska bir gorintii alinmistir. “Fark goriintiisi”, baglanma
sonrasl goruntilerden referans goriintiiniin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir. Bu fark
gorintiisli, analitin liganda bagh oldugu her yerde artan bir sekilde yansitma
gostermektedir. Elde edilen fark goriintiisii yeniden renklendirilmistir ve daha
sonra diizenlenmistir. Sekil 6.34’te gorildigi gibi, 100 pg/mL, Abi’e en yiiksek

baglanma miktarini gostermektedir.

Sekil 6.34 PBS-T'de seyreltilmis farkl1 PSA konsantrasyonu i¢in yeniden
renklendirilmis SPR farki gériintiisi
PSA 6rneklerinin daha diisiik konsantrasyonlari baska bir ¢alismada hazirlanmistir.
Bu PSA konsantrasyonlar1 0, 10, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 25000 fg/mL’dir. Taze
antijen yuzeyi elde etmek i¢in bagli MP-Abzpsa-PSA'nin ayrilmasi, 1 dk stireyle 210
uL/dk’da 10 mM NaOH ile gergeklestirilmistir. Bu adim, taban cizgisini elde etmek
icin Ug¢ kez gerceklestirilmistir. Yikama ve rejenerasyon asamalarindan sonra, ¢ip
ylzeyi diger PSA konsantrasyonu ile muamele edilmistir. BSA negatif kontrol olarak
kullanilmistir. BSA spotlar igin 6nemsiz sinyal artislar1 gozlenmistir. Spesifik
olmayan baglanmay1 ortadan kaldirmak i¢cin BSA spotlarindan elde edilen sinyalin
ortalama sonuglar1 PSA spotlarindan elde edilen sonuglardan g¢ikarilmistir. Bu
calismanin kalibrasyon grafigi, SPR yaniti ile PSA konsantrasyonu arasinda 0 fg/mL-

25 pg/mL araliginda iyi bir iliski oldugunu gostermistir ve korelasyon katsayisi
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0,9678 olarak bulunmustur. PSA icin saptama sinir1 10 fg/mL’dir. Elde edilen
kalibrasyon egrisi Sekil 6.35’ te gdsterilmistir.

y = 0.4632In(x) + 2.0316
R2=0.9678
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Sekil 6.35 Diisiik PSA konsantasyonlari i¢in kalibrayon egrisi

Daha 6nce de belirtildigi gibi SPR analizi sirasinda, spotlarin gercek zamanh
gorintiileri sistem tarafindan toplanmistir. Ab1 ile kaplanmis olan spotlar tizerinde
baglanma meydana geldiginden, spotlar parlaklasmistir. Yukarida tarif edildigi gibi,
baglanma 6ncesi ve sonrasi goruntiiler ¢ikarilmistir ve bir fark goriintisi elde
edilmistir. Analizin fark goriintiisii Sekil 6.36’da gosterilmistir. Goriildiigi gibi, MP-
PSA-Abzpsa’nin spotlara baglanma miktar), artan konsantrasyona bagh olarak

artmigtir.

0 10 1 2.5 5 25
fe/mL  fo/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Sekil 6.36 PBS-T icinde antikor kapli manyetik partikiiller tizerine 6nceden
yakalanmis 0, 10 fg/mL, 1, 2,5, 5 ve 25 pg/mL PSA icin SPR farki goriintiisii
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Sonug olarak, MP-Abzpsa tizerine yakalanan PSA'nin degisen konsantrasyonu, SPR
yuzeyi uzerinde hareketsiz kilinan Abi’e basariyla baglanmistir. Ek olarak, fark
gorintiilerinin ve doz-yamit Kkalibrasyon egrisinin sonuglar1 basar1 ile
sonuglanmistir. PSA i¢in analizlerin dinamik araliginin MP kullanilarak 10 fg/mL-

100 pg/mL araliginda oldugu bulunmustur.

Sandvic¢ tipi immiinosensorler ve immiinoanalizlere dayanan yontemler, eslesen iki
antikorun kullanilmas1 nedeniyle birden fazla epitop ile ¢ok degerlikli
antijenlerin/analitlerin saptanmasi i¢in gelistirilmistir. Yiiksek afiniteli antikorlar
ve uygun etiketler genellikle saptanabilir sinyalin amplifikasyonu icin
kullanilmaktadir [343]. Bununla birlikte yliksek molekiil agirligina sahip
molekiillerin interaksiyonda kullanimlari sinyal artisinda avantaj saglamaktadir.
Tez calismasinda, primer ve sekonder antikorlar kullanilarak sandvi¢ yontemi
uygulanmistir. Ek olarak, manyetik partikiiller kullanilarak SPR sinyalinin artisi
saglanmistir. Bununla beraber daha diisiik limitlerde antijen tespiti (pg/mL) elde
edilebilmistir. Benzer sonuclar, Teramura, vd. [344] tarafindan yapilan ¢alismada
bulunmustur. Bu calismada, beyin natriiiretik peptidi (BNP) sandvi¢ yontemi ve
biyotin-avidin interaksiyonu kullanilarak pikogram seviyelerinde tespit

edilebilmistir ve SPR sinyalinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

Sinyal amplifikasyonunu saglamak i¢in manyetik partikiiller biyotanimlama ig¢in
etiket olarak gelistirilmistir ve manyetik etiket tabanli biyo-tahlillerdeki
arastirmalar artan ilgi alani haline gelmistir. Taneciklerin manyetik 6zelliklerinin
zaman icinde stabil kalmas1 6nemli bir 6zelligidir. Manyetik mikropartikiiller genis
bir ylizey alanina sahiptir ve bir¢ok ligand mikropartikiil yiizey tizerinde hareketsiz
hale getirilebilmektedir. Ayrica manyetik partikiillerin sivi fazdan manyetik bir
alanla ayrilmasi kolaydir [345, 346]. Manyetik partikiillerin bu avantajlarindan
yararlanilarak SPRi sisteminde sinyal amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Benzer
calismalar manyetik partikiillerin sinyal amplifikasyonundaki 6nemini acikca
bildirmektedir. Soelberg, vd. [347] tarafindan yapilan ¢alismada diisiik
konsantrasyondaki analitlerin bile manyetik partikiiller sayesinde 6rneklerden

tespit edilebilecegi belirtilmistir.
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6.7.6 Cevrimici Tespit Metodolojisi

Metodolojimiz EDC/NHSS birlestirme kimyasina dayanmaktadir. SPR analizi
yapilmadan o6nce, 11-MUA kullanilarak SAM olusturulmustur. Sensor ¢ipi
uzerindeki 11-MUA araciligiyla olusturulan karboksil gruplari, 10 dk boyunca
EDC/NHSS karisimi ile aktive edilmistir. Daha sonra yakalama antikoru ytlizeyden
gecirilmis ve esterler, Ab1’i ¢ip ylzeyine kovalent olarak baglamak icin amino
gruplariyla  kendiliginden reaksiyona girmistir. Yakalama antikorunun
enjeksiyonundan sonra, kalan aktif esterleri deaktive etmek i¢in etanolamin ve BSA
yluzeyden gecirilmistir. Ayrica analize baslamadan 6nce yiizeyi sartlandirmak icin

10 mM NaOH kullanilmistir. Tiim sensorgramlar Sekil 6.37’de gosterilmistir.

80 T T T T
Ethanolamine
EDC+NHS %2 BSA | 200 / i
60 / /
— AN %
a l a %2 BSA i
< 40 < 100 /
nd e
= i o 10 mM NaOH |
0 20 & /
EthanolamineT /
o 0 -
A B |
0 T T T T T T
0 40 80 120 0 10 20 30
Sure (dk) Sure (dk)

Sekil 6.37 Yakalama antikoru immobilizasyon isleminin sensogrami: (A) Cevrimici
tespit islemin goriintiilenmesi; (B) ¢evrimici bloklama adimlarinin gériintiillenmesi
Altin bir film tizerinde geleneksel antikor immobilizasyonu Au ile antikor arasinda
olusturulan bir kovalent bag ile meydana getirilmektedir. Bunu saglamak icin
olusturulan SAM ile EDC/NHS kimyasi kullanilarak antikorun yilizeye kovalent
olarak immobilizasyonu gerceklestirilmektedir [315, 341, 342, 348]. Ancak tez
calismasinin aksine yapilan bir ¢alismada antikor ile konjuge edilmis manyetik
partikullerin ylizeyde tutunmasini saglamak i¢in prizmanin hemen altina manyetik
stiitun yerlestirilmistir. Bu sekilde herhangi bir yiizey kimyasi kullanilmadan
antijenler, manyetik giicle yiizeyde tutunan manyetik partikiillere baglanmistir

[345].
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Genel olarak SPR sisteminde ¢ip yilizeyini bloklamak icin etanolamin
kullanilmaktadir [349]. Sistemde spesifik olmayan interaksiyonlar1 dnlemek igin
stirekli olarak akan tampon sivinin icine Tween-20 katilmistir. Sadece etanolamin
veya BSA kullanilan analizlerde negatif spot lizerinde goz ardi edilemeyecek kadar
fazla sinyaller alinmistir. Bu nedenle bu iki ¢6zeltinin ayni anda kullanildig1 bir
protokol gelistirilmistir. Cip yiizeyinde meydana gelebilecek spesifik olmayan
baglanmalari minimize etmek icin etanolamin ve BSA iki asamali bloklama icin

kullanilmistir [314].
6.7.7 Antikorun Antijene Baglanma Kinetigi

Coklu tespit icin analitik protokolii gercgeklestirmeden once SPR ciplerinde
baglanma kabiliyetini anlamak ve dinamik antijen araligin1 belirlemek i¢in, her bir
antijenin mikrodizi tizerinde yakalama antikoruna baglanma kinetigi arastirilmistir.
Antijenlerin birlesme ve ayrilma hizi, SPR sensor ylizeyine bagh yakalama
antikorlarina baglandiktan ve ayrildiktan sonra hesaplanmistir. Her antijen i¢gin
baglanma verileri bir denge modeli kullanilarak hesaplanmistir. Bu denklemler
lizerine es zamanl dogrusal olmayan regresyon analizi uygulanarak en iyi birlesme
hizi sabiti “k,”, ayrisma hizi sabiti “k;” ve denge sabiti “Kj,” degerleri elde edilmistir.

Birlesme orani (6.1), ayrisma orani (6.2) ve denge sabiti (6.3) asagidaki gibidir:
d[LA]

_ _ 6.1)
2 = ka[LI[A] ~ kq[LA]
aR _ k;XR (6.2)
ac e |
kg
= — 6.3
Kp k. (6.3)

Bu esitliklerde, “L” ligand, “A” analit, “LA” ligand-analit kompleski, “R” sistemin
yaniti ve “t” zamandir. CD14, VEGF-D ve IGF-I, farkli kanser tiplerinin
saptanmasinda calisildigindan ve agresif prostat kanserine spesifik oldugu
diistiniildiigiinden bu ¢alisma i¢in secilmistir. Analit ve ligand arasindaki etkilesimi

belirlemek icin, Au yilizeyi lizerinde hareketsiz kilinmis antikorlar araciligiyla
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antijenleri yakalamak igin CD14, VEGF-D ve IGF-I kinetikleri 6lctilmiistiir (Tablo
6.4). Kinetik esitlikler GraphPad Prism8 programi kullanilarak elde edilmistir.

Tablo 6.4 Antikorlar1 yakalamak i¢in antijen baglanma parametreleri

Analitin Ab1’e

ko,(M'min~1)/10°  ky;(min"1)/1073 Kp(nM)
baglanmasi
CD14 15,5+0,4 5,91+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

En yiiksek birlesme hizi VEGF-D biyomarkerinda meydana gelmistir. En hizh
ayrisma hizi da CD14 biyomarkeri kullanildiginda elde edilmistir. CD14 icin dengeye
ulasmak daha uzun siire gerektirmistir. Ciinkii K, degeri en yiiksek olan biyomarker

CD14’dir. IGF-1 ise en iyi denge sabitine sahip biyomarkerdir.

Au ¢ip uizerindeki antikorlar1 yakalamak i¢in MP-Ab2-Ag kompleksinin baglanmasi,
25-30 dk boyunca SPRi tarafindan izlenmistir, ardindan sensérden sadece PBS-T
tamponu gegcirilirken 5 dk boyunca antijen-antikor kompleksinin ayrilmasi
izlenmistir. CD14, VEGF-D ve IGF-I icin bu birlesme verileri, farkli antijen
konsantrasyonlar icin Sekil 6.38’de gosterilmektedir. CD14, IGF-I ve VEGF-D’nin
dinamik araliklar1 sirasiyla 1-100 pg/mL, 1,1-110 pg/mL ve 0,5-100 pg/mL

arasinda tespit edilmistir.

Her biyomarkerin kendine has bir birlesme ve ayrisma fazina sahip oldugu tez
calismasi tarafindan dogrulanmistir. Mani, vd. [342] tarafindan yapilan ¢alismada
da PSA ve IL-6 antijenlerinin farkl birlesme ve ayrilma oranlarina sahip oldugu

bildirilmistir. Bu sonug tez calismasindan elde edilen sonuclar1 desteklemektedir.
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Sekil 6.38 CD14, IGF-I ve VEGF-D konsantrasyon serileri i¢in SPRi birlesme veri
yanit1 (CD14 i¢in 0,1, 2, 5,10, 100 pg/mL, IGF-li¢in 0, 1,1, 2,2, 5,5, 11, 110 pg/mL
ve VEGF-D icin 0, 0,5, 1, 2, 5, 100 pg/mL)

6.7.8 MP-Ab:z Konjugat1 Kullanilarak CD14, IGF-1 ve VEGF-D’'nin Coklu Tespiti

Abz konsantrasyonunu c¢oklu tespit icin optimize etmek icin t¢ farkli yontem
denenmistir. En iyi ¢ozelti, her Abz'nin (10 pL) manyetik partikiillere ayr1 ayri
eklendigi ve daha sonra 30 dk boyunca 37 °C'de inkiibe edildigi cozeltidir.
Inkiibasyondan sonra, her MP-Abz kompleksinin stok ¢6zeltisi bir vial iginde birlikte
karistirilmistir. Her biyomarker ayni vialde bir araya getirilmis ve istenen
konsantrasyona seyreltilmistir. MP-Ab2-Ag olusturmak icin, miks edilmis MP-Ab>
kompleksi ve miks biyomarker ¢ozeltileri ile birlestirilmis ve inkiibe edilmistir.
CD14, IGF-I ve VEGF-D icin yakalama antikorlar1 ve negatif kontrol olarak %2 BSA
her biri icin dért spot olacak sekilde ekilmistir ve inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra bu cip sisteme takilmistir ve MP-Ab2-Ag gondermeden once etanolamin ve
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BSA ile bloklama islemine tabi tutulmustur. Daha sonra seri bir sekilde her bir
antijen konsantrasyonu sisteme enjekte edilmistir. Ayrilma asamasindan sonra,
bagli MP-Ab2-Ag’nin ayrilmasi icin rejenerasyon, 10 mM NaOH’nin kisa darbeleri ile
gerceklestirilmistir. Yeni bir antijen yiizeyi elde etmek icin, rejenerasyon adimi bir
sonraki ¢alisma icin kritiktir. Bu nedenle, her iki ¢alisma arasinda rejenerasyon
cozeltisi kullanilarak %80-100 taze yiizey olusturulmustur. Her konsantrasyondan
sonra negatif kontrol olan BSA spotlarinda diisiik sinyaller goriildiigl gézlenmistir

(Sekil 6.39).
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Sekil 6.39 Antijeni (100 pg/mL) algilama sirasinda yakalama antikoru (kirmizi) ve
bir BSA spotu (siyah) lizerine kaydedilen gercek zamanli SPRi yanit egrisi
Spesifik olmayan baglanmay1 ortadan kaldirmak icin kontrol BSA spotlarinin sinyal
sonuclari, tespitislemi yapilan spotlarin sonuglarindan ¢ikarilmistir. Sistem doyuma
ulastiktan sonra, tampon c¢ozelti sistemden gecirilmistir ve sinyal azalmistir. Bu
sonug¢ analit ve ligand arasinda kuvvetli bir bagin olmadigini, ¢éziinme hizinin
yliksek oldugunu yani kp degerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. SPR
gorintiileri, deney sirasinda bir kamera araciligiyla gercek zamanl olarak
yakalanmistir. Yakalama antikoru ile kaplanan yilizeye spesifik baglanmay takiben,
spotlarin yiizeyinde parlaklik meydana gelmistir. BSA spotlar: iizerinde 6énemsiz
yanitlar izlenmistir. Antijenlerin artan konsantrasyonuna bagh olarak, spotlarin

parlakligi da artmistir (Sekil 6.40).
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Sekil 6.40 Antijenin artan konsantrasyonuna baglh olarak ¢oklu algilama i¢in fark
goruntiileri (yukaridan asagiya)

Cok diisiik konsantrasyonda antijenin ¢oklu tespiti icin manyetik partikiiller ile
sandvi¢ yontemi kullanilmistir. Buzag1 serumu i¢inde seyreltilmis IGF-I, CD14 ve
VEGF-D biyomarkerlarini iceren farkli antijen konsantrasyonularinin, doz-tepki
egrilerini elde etmek icin analizler gerceklestirilmistir. Kullanilan konsantrasyonlar
0, 0,625, 6,25, 12,5, 25, 62,5, 125 pg/mL’dir. Coklu tespit icin LOD degeri 0,625
pg/mL olarak tespit edilmistir. Coklu algilama i¢in sistemin dinamik aralig1 0,625 ve
125 pg/mL arasinda bulunmustur. Sekil 6.41’de gortldiigi gibi, MP-Ab2 kullanilarak
seyreltilmis buzag1 serumundaki her biyomarker icin kalibrasyon egrisi, SPR

yanitinin pg/mL araliginda artan konsantrasyonla arttigini géstermistir.

Tez calismasina benzer bir calisma elektrokimyasal biyosensoér kullanilarak
yapilmistir. Bu calismada c¢ift tarafli kullanilan elektrotlar ile paralelli olarak 8
biyomarker icin es zamanli olarak HRP ile etiketlenmis sekonder antikor
kullanilarak 6l¢timler gerceklestirilmistir [350]. Tez ¢calismasi bu arastirmadan elde

edilen veriler ile uyumludur.
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SPR ylzeyindeki spotlarin yiizey alaninin azaltilmasi 6l¢iimlerin daha hassas bir
sekilde yapilacabilecegini gostermistir. Bu fark 25 spot ve 16 spot iceren ciplerde
yapilan deneyler ile farkedilmistir. Ayrica dizayn edilen kanal ile analitin sensor
yluzeyine daha hizli ve birikim olmadan enjekte edilmesi saglanmistir. Analizlerde
kanal kullanilmasi pahali ve az bulunan analitlerin hacimlerinin azaltilarak

kullanilmasina olanak saglamistir [315].
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Sekil 6.41 Yakalama antikor spotlari tizerindeki CD14, IGF-I ve VEGF-D
biyomarkerlari i¢in kalibrasyon egrisi
Gelecekteki calismalarda biyomarkerlar arasinda meydana gelebilecek ¢apraz
reaksiyon ¢ip ylizeyi esit sayida spot icerecek sekilde ikiye boéllinerek elimine
edilebilir. Ayrica sicaklik kontrol paneli entegre sistemler kullanilarak sistemde
sicakliga baghh meydana gelebilecek dalgalanmalar da o6nlenebilir. Bu tez

calismasinda hasta ornekleri iizerine denemeler yapilamamistir. Ilerleyen

118



calismalarda gelistirilen bu yontem ile hasta ornekleri uzerinde c¢alismalar

yapilabilir ve SPRi sisteminin klinik ¢calismalar i¢in uygunlugu kanitlanabilir.
6.7.9 Micro Bicinchoninic Asit (uBCA)2 Protein Deneyi Sonuclari

BCA reaktifi uygulanan MP-Ab2 ve MP’'nin absorbansi1 562 nm’de 6l¢iilmiistir. MP-
Abz ve MP icin elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 6.42’de verilmistir. MP-Ab2
cozeltisinde bulunan ortalama Abz konsantrasyonunu hesaplamak icin, él¢iilen MP
kath seyreltme serisi, 0,0625 pg/mL’ye kadar 8,2 ug/mL baslangi¢c konsantrasyonu

ile hazirlanmistir. Her bir Ab2’nin kalibrasyon egrisi Sekil 6.43’te verilmistir.

Manyetik partikiiller iizerinde kaplanan Abz konsantrasyonu, her ikincil antikor i¢in
bu yontemle dogru bir sekilde hesaplanmistir. Manyetik partikiil ¢ézeltisine ilave
edilen Ab’lerin hepsi manyetik partikiillerle kompleks olusturmamistir.
inkiibasyon ve yitkama asamasindan sonra, anti-CD14, anti-PSA, anti-VEGF-D ve
anti-IGF-I icin Ab2 konsantrasyonunun 4,51, 8,24 6,38 ve 4,00 pg/mL oldugu
bulunmustur. Bu tahmin biyokonjugatin hazirlik asamasinda 50 pg/mL Ab2
kullanildiginda gecerlidir.
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7

SONUC VE ONERILER

Gida kaynakli ve hastane kaynakli enfeksiyonlar, morbidite ve mortaliteden
sorumlu olduklart i¢in halk saghgi icin 6nemli bir risk olusturmaktadir.
Enfeksiyonlarin erken teshisi yapilirsa, bilingli ve dogru secim ile uygulanan
antibiyotik tedavisi hastaneye yatirilan hastalarin tedavisinde basarili olacaktir. Bu
nedenlerden dolayi, hastane enfeksiyonlarina neden olan bakterilerin hizh
tanimlanmasi uygun tedavi icin 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda, direngli veya duyarh
suslart hizli bir sekilde tespit etmek icin antimikrobiyal duyarlilik testinin
kullanimini gosterilmistir. MRSA ve VRE suslar1 antibiyotik akisi sirasinda
neredeyse sabit bir SPR acisina sahip oldugu belirlenmistir. Sefoksitin ve
vankomisin bakteri hiicre duvari sentezini engellediginden, MSSA ve VSE suslari
diizenli bir SPR agis1 diisiisii sergilemistir. Direncgli ve duyarli suslar, SPR
kullanilarak 12 saatten daha az bir stirede (MRSA ve MSSA i¢in 3 saat, VRE ve VSE
icin 6 saat) tespit edilebilmistir ve test icin seyreltme gerektirmedikleri i¢in
dogrudan sistemde kullanilabilmistir. Tez c¢alismasinin en oO6nemli yani
antimikrobiyal duyarlilik testinin gelismis ¢ok kanalli bir sistemle yapilmasidir. Bu
sistemle, bir kontrol numunesi ile ayni anda ¢oklu analizler yapilmistir. Tez
calismasi, mevcut sistemin antimikrobiyal duyarlilik testi icin geleneksel tespit

tekniklerine bir alternatif sundugunu géstermektedir.

Geleneksel yontemlerle enfeksiyon etkeni olan bakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan yontemler ile sonuglarin elde edilmesi en az 3-4 giin sirmektedir. Sensor
sistemleri ile bu stire bir giinden daha az bir siireye indirilebilmektedir. Tez
calismasinda, gida kaynakl veya hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olan MRSA
bakterisi SPR biyosensorii ile hizli bir sekilde saptanabilmistir. Bu amagla, protein G
tabanl bir ytizey gelistirilerek anti-MRSA araciligiyla MRSA saptanmistir. Ayrica E.
coli ATCC 25922 kullanilarak anti-MRSA monoklonal antikorunun 6zgul oldugu
kanitlanmistir. MRSA’'nin LOD degeri ~104 KOB/mL olarak saptanmistir. Ancak akis
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kosullart ve ylizey oOzellikleri degistirilerek LOD degeri daha dustk

konsantrasyonlarda mikroorganizma tespitine imkan taniyabilecegi belirlenmistir.

Tezin son kisminda kanser biyomarker tespiti icin Au yiizeyine baglanan farkh
yakalama antikorlar1 iceren SPRi immiinoarrayi gosterilmistir. Sekonder
antikorlarla kaplanmis manyetik partikiiller, buzag1 serumundan CD14, IGF-I ve
VEGF-D biyomarkerlarini yakalamak i¢in kullanilmistir. Bunlar da dogrudan buzagi
serumunda bulunan antijenlerin pikogram seviyelerini tespit etmek icin SPRi
cipindeki spesifik yakalama antikorlar1 spotlarina dogrudan baglanmistir. Manyetik
partikiller  kullanilarak  buzagi serumunda SPRi tarafindan kanser

biyomarkerlarinin ultra diisiik saptama sinirlarina ulagimistir.

Her biyomarkerlarin dinamik araligi, coklu tespitten 6nce belirlenmistir. Bunu
yaparak, her bir biyomarker arasindaki birlesme ve ayrilma oraninin farkl oldugu
da belirlenmistir. IGF-I ve VEGF-D hemen hemen ayni1 birlesme ve ayrilma oranina
sahip oldugu, ancak CD14 digerlerinden daha diistik birlesme ve ayrilma oranlarina
sahip oldugu belirlenmistir. BSA spotlarinda ¢ok az spesifik olmayan baglanma
meydana geldigi gorulmustiir. Ancak bu artis, MP-Ab2'nin spotlar tizerinde
birikmesi ile yorumlanmistir. Ote yandan, her biyomarker spesifik olarak kendi
yakalama antikoruna baglanmistir. Coklu tespitten sonra kalibrasyon egrisini
cizerken, CD14 spotlarinin 12,5 pg/mL konsantrasyonunda anlamli bir tepki
vermedigi gozlenmistir. Tum antijen konsantrasyonlari, kendi yakalama
antikorlarini iceren spotlarda iyi yanitlar vermistir. Bu ii¢ biyomarkerlarin ¢oklu
tespiti, iki bloklama asamasi (etanolamin ve BSA) kullanilarak spesifik olmayan

baglanmayi ortadan kaldirarak gerceklestirilmistir.

Sonug olarak, yapilan tez calismasi ile patojen bakteriler ve kanser biyomarkerlari
SPR ile es zamanl ve ¢oklu olarak tespit edilebilmistir. Gelecekte, gelistirilen
metotlar gidalarda bulunmasi istenmeyen ve enfeksiyonlara neden olan ¢esitli gida

kaynakli patojenlerin tespitinde kullanilanilabilecektir.
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