TURKIYE CUMHURIYETI
_ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

ESCHERICHIA COLI TAYINI iCIN YATAY AKIS
IMMUNOASSAY PLATFORMLARININ
GELISTIRILMESI

Aysen GUMUSTAS

ANALITIK KiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Bengi USLU

ANKARA

2019



TURKIYE CUMHURIYETI
_ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

ESCHERICHIA COLI TAYINI iCIN YATAY AKIS
IMMUNOASSAY PLATFORMLARININ
GELISTIRILMESI

Aysen GUMUSTAS

ANALITIK KiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Bengi USLU

IKINCi DANISMAN
Prof. Dr. Ugur TAMER

Bu arastirma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumunun (TUBITAK)
COST CA15114-114Z783 numaral projesi ile desteklenmistir.

ANKARA
2019



Etik Beyan

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirligii’ne,

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Escherichia coli Tayini i¢in Yatay Akis
Immiinoassay Platformlarmimn Gelistirilmesi” bashkli tez; bilimsel ahlak ve degerlere
uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez danigsmanim ve
bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢alisma/arastirma tarafimdan yapilmis olup, tiim
climleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Aysen GUMUSTAS
Tarih: 03.12.2019

Imza:



Kabul ve Onay

Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dalinda
Aysen GUMUSTAS tarafindan hazirlanan
“Escherichia coli Tayini i¢in Yatay Akis Immiinoassay Platformlarinmn Gelistirilmesi”
adli tez calismas1 asagidaki jiiri tarafindan YUKSEK LISANS TEZI olarak OY
BIRLIGI / OY COKLUGU ile kabul/ret edilmistir.

Tez Savunma Tarihi/'/28.11.2019
d

Jiiri Bagkani

(\_ v i ".'.'_, .'{':-_ :/:':; M- ’
Prof. DP\Bengi USLU Dog.;Dr.»ﬁnirﬁan/ MUTLU
AnkaraUniversitesi Hacettepe Universitesi
Uye Uye

Tez hakkinda alman jiiri karari, Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Y&netim

Kurulu tarafindan onaylanmustur.

Prof. Dr. Mehmet AKAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay

ICINDEKILER

ONSOZ

SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER

CIZELGELER

1.GIRIS

1.1. Escherichia coli Genel Ozellikler
1.1.1. Epidemiyoloji

1.2. Mikroorganizma Tayin YOntemleri
1.2.1.Kiiltiirel Yontemler

1.2.1.1.  Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler
1.2.1.2.  Membran Filtrasyon Yontemi
1.2.1.3. En Muhtemel Say1 Yontemi

1.2.2. Mikroskobik Ydntemler

1.2.3. Immiinolojik Y®ontemler

1.2.4. Molekiiler Yontemler

1.2.5. Biyosensorler

1.2.5.1. Kagit Tabanli Biyosensorler
1.2.51.1. Kagit Tabanli Sensorlerin Tayin Y ontemleri
2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
2.1.2. Calisgmada Kullanilan Mikroorganizma, Antikor ve Besiyerleri
2.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

2.2. Yontem

2.2.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

2.2.3. Bakteri Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

2.2.4.Yizeyde Giiclendirilmis Raman Spektroskopisi

2.2.5. Sitrath Altin (Au) Nanopartikiil Sentezi

vii

Xi

~No oo h~, B OWONMNNNDE -



2.2.6. Sentezlenen Sitratli AuNP’lerin Boyut Optimizasyonu 22
2.2.7. Farkli Raman Etiketlerinin Sitratli AuNP Konjugasyonunda Optimizasyonu 23

2.2.8. Kullanilacak Antikor Miktarmin Optimizasyonu 24
2.2.9. Raman Etiketli AUNP Konjugasyonu 26
2.2.10. Yatay Akis immunoassay Platformu i¢in Test Membranmin Belirlenmesi 27
2.2.11. Yatay Akisli immunoassay Seritlerinin Hazirlanmasi 28
2.2.12. Segicilik Caligmalar1 31
2.2.13. Yatay Akis Immunoassay Platformunun Yapay Idrar Orneklerinde
Uygulanmasi 32
3. BULGULAR 33

3.1. Farkli Boyutlarda Sitrathi Altin Nanopartikiil Sentezi Optimizasyon Calismalar1 33
3.2. Farkl Gozenek Biiyiikliigiinde Nitroselilloz Membran Kullaniminin Etkileri 36

3.2. Kullanilacak Antikor Miktarinin Optimizasyonu 37
3.3. Farkli Raman Etiketleri ile Altin Nanopartikiil Modifikasyonu 39
3.4. Yatay Akis Immnunoassay Platformlarinda E.coli Tayini 40
3.5. Segcicilik Calismalar1 44
3.6. Yapay Idrar Orneklerine Uygulama 45
4. TARTISMA 47
5. SONUC VE ONERILER 53
OZET 55
SUMMARY 56
KAYNAKLAR 57
OZGECMIS 62



ONSOZ

Bakterilerin hizli bir sekilde tespit edilmesi tani, ¢evre ve gida analizleri i¢in son
zamanlardaki en 6nemli konulardan biridir. Birgok ciddi ve hatta 6liimciil hastaliklar bakteri
enfeksiyonu veya bulasi sonucunda olusur. Bakterilerin tayini icin simdiye kadar birgok
yontem gelistirilmis, fakat bu yontemler ile erken teshis yapilamamaktadir. Onerilen tez
kapsaminda, halk sagligi, ekonomik ve endiistriyel gelismeler acisindan hastaliklara neden
olan bu bakterilerin tayini i¢in alternatif hizli ve ucuz bir teknigin gelistirilmesi amaglanmistir.
Bu baglamda yiiksek hassasiyette ve dogrulukta hizli bakteri tayini i¢in yilizeyde
giiclendirilmis Raman sagilmasi dl¢limiine dayanan kagit tabanli yatay akis immunoassay

platformlar1 gelistirilmesi hedeflenmistir.
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destekleyip yardimlarii esirgemeyen sevgili ekip arkadaslarim Esin Nagihan Kasap, Elgin
Ezgi Ahi, Hilal Torul’a, arkamda her zaman destegini hissettigim canim arkadaslarim Dr. Ogr.

Uyesi Merve Eyliil Kiymac1 ve Dr. Cigdem Karaaslan’a,

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi hep yanimda olup bana destek olan sevgili esim
Mehmet Glimiistas’a, tiim hayatim boyunca sonsuz sevgi ve destekleriyle yanimda olan

sevgili annem Necla Yildirim, babam Hasan Ali Yildirim ve kardesim Rusen Erdogan’a,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

um Mikrometre

ATCC Amerikan tip kiiltiir kolleksiyonu
AuNP Altin nanopartikiil

BSA S1gir serum albiimin

BSS Bagil standart sapma

cm Santimetre

DEFT Direkt epifloresan filtreleme teknigi
dk Dakika

DNA Deoksiribo niikleik asit

DTNB 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoik asit
ELISA Enzim bagli immiinoassay

EMS En muhtemel say1

g Gram

H3BO3 Borik asit

HAUCI, Hidrojen tetrakloro aurat

Ig Immunoglobulin

19G Immiinoglobulin G

IUPAC Uluslararasi temel ve uygulamali kimya birligi
KCI Potasyum kloriir

KH2PO4 Potasyum dihidrojen fosfat

kob Koloni olusturan birim
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L Litre

LOD Teshis sinir1
LOQ Tayin alt sinir1
mL Mililitre

mm Milimetre
mM Milimolar

mV Milivolt

mw Miliwatt

MQ Megaohm

Na;B407.10H,0 Boraks

Na:HPO4 Disodyum hidrojen fosfat
NazCeHsO7 Tri-sodyum sitrat

NaCl Sodyum kloriir

NaOH Sodyum hidroksit

nm Nanometre

°C Santigrat

PBS Fosfat tamponlu tuz

PCR Polimer zincir reaksiyonu
RNA Ribo niikleik asit

rpm Dakikada devir sayisi

S Saniye

SEM Taramali elektron mikroskobu
SERS Yiizeyde gli¢lendirilmis Raman spektroskopisi
TEM Gegirimli elektron mikroskobu
TSA Tyriptic soy agar

pum Mikrometre
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1.GIRIS

1.1. Escherichia coli Genel Ozellikler

1885 yilinda Alman pediatrist ve mikrobiyolog Theodor Escherich bebek diskilari
ve hastaliklardaki roliiyle ilgili ¢alismalara baslamistir. Yaptig1 ¢alismalar boyunca ¢ok
hizli iireyebilen bazi organizmalar izole etmis ve bu organizmalari Bacterium coli
commune olarak isimlendirmistir (Escherich, 1989; Shulman ve ark., 2007). Bahsi gecen
bakterinin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi tizerine bir¢ok ¢alisma yapilmis ve
1960’11 yillarda Escherichia cinsi tanimlanmistir. Bu cins; tibbi olarak onemli gram
negatif basillerin en genis toplulugu olan Enterobacteriaceae ailesine mensuptur. Bu aile
iiyeleri toprakta, suda, bitkilerde, insan ve bir¢ok hayvanin normal bagirsak florasinda
bulunan, ¢ok yaygin mikroorganizmalardir. Glukozu fermente eder, nitrat1 indirger,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif 6zelliktedirler. Enterobacteriaceae’nin en 6nemli hiicre
duvar1 antijeni, somatik O polisakkaridi, kor polisakkaridi ve lipit A olmak tizere ii¢
komponentten olusan, 1stya dayanikli lipopolisakkarittir. Kor polisakkaridi bir bakterinin
Enterobacteriaceae  ailesine iiye oldugunu gdsteren Onemli bir faktordiir.
Enterobacteriaceae somatik O polisakkaritleri, kapsiildeki K antijeni ve flagellalarda
bulunan H proteinleri olmak iizere iic major antijen grubuna gore epidemiyolojik

(serolojik) olarak smiflandirilirlar.

Escherichia coli, Escherichia cinsinin en yaygin ve en 6nemli iiyesidir. E. coli’nin
canlilar arasinda hakkinda en fazla bilgiye sahip olunan organizma oldugu soylenebilir.
Bu nedenle de iizerinde sik¢a galisilmis bir model organizma olmustur. Gastroenterit, idrar

yolu enfeksiyonlari, menenjit ve sepsis gibi bir¢ok hastalikla iligkilidir. Suslarin ¢ogu
1



hastalik yapma yetenegindedir, ancak E.coli O157 gibi baz1 serotiplerin viriilans1 daha
yiiksektir (Blount, 2015; Murray ve ark., 2016).

1.1.1. Epidemiyoloji

E. coli gastrointestinal kanalda bol miktarda bulunmaktadir. Bu bakteriler bagirsak
perforasyonu sonucu periton bosluguna girerek hastalik olusturan firsat¢1 patojenlerdir.
Sepsisli hastalardan en sik izole edilen gram-negatif basillerdir. Toplumda kazanilmis
idrar yolu enfeksiyonlarinin %80°den fazlas1 ve hastanede kazanilmis ¢ogu enfeksiyondan
sorumludur. Gastroenteritin baslica etkenidir. Enfeksiyonlarin ¢ogu endojendir, yani
kisinin savunma mekanizmalar1 bozuldugunda normal floranin bir iiyesi olan E. coli

hastalik olusturabilir (Chart, 2012; Murray ve ark., 2016).

1.2. Mikroorganizma Tayin Yontemleri

1.2.1. Kiiltiirel Yontemler

Kiiltiirel yOntemler, mikroorganizmalarm tayininde kullanilan en giivenilir
yontemlerdir. Ancak, kiiltiir ortamlarmnin hazirlanmasi, inokiilasyon ve koloni sayimi

islemlerini gerektirdiginden oldukc¢a zahmetli ve uzun siiren analizlerdir. Giinler hatta



bazen haftalar alabilen analizlerin yapilabilmesi i¢in deneyimli personel gerekliligi de

onemli bir dezavantajdir.

Kiiltiirel yontemlerin temeli mikroorganizmalarin kat1 ya da sivi besi ortamlar1
kullanilarak ¢ogaltilmalarina esasma dayanir. Bu besi ortamlar1 mikroorganizma gelisimi
icin gerekli amonyum tuzlari, nitrat, nitrit, aminoasitler, mineraller, tampon tuzlari,
gelisme faktorleri, vitaminler, jellestirme ajanlar1 gibi bilesenlerin suda ¢oziinmesiyle elde
edilir. Mikroorganizmalarm, bu sekilde laboratuvar kosullarinda hazirlanan ve invitro
olarak iiretilebildikleri ortamlar besiyeri olarak isimlendirilir. Besiyerleri kullanim
amagclarina gore kat1 ya da sivi sekilde hazirlanabilirler. Besiyerinin katilastirilmasi igi en
¢ok kullanilan madde agar-agar olarak isimlendirilen ve bir deniz yosunundan elde edilen
maddedir. Agarin ¢esitli oranlarda besiyerine katilmasiyla istenilen kivamda besiyerleri

elde edilir.

Kiiltiirel yontemler; kat1 besiyeri kullanilan yontemler, membran filtrasyon yontemi
ve en muhtemel sayr (EMS) yontemi olmak tizere ti¢ sinifta toplanabilir (McMeekin,
2003; Mandal ve ark., 2011; Law ve ark., 2014)

1.2.1.1. Kati Besiyeri Kullanilan Yontemler

Bu yontemde kat1 besiyeri iizerine ¢esitli sekillerde 6rnekler ekilir ve inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonunda kati besiyeri iizerinde ¢iplak gozle goriilebilecek bakteri

kolonileri olusur. Olusan kolonilerin sayilmasiyla ornekteki bakteri sayis1 belirlenir.



Sayim sonuglar1 bir mililitrede veya bir gramda koloni olusturan birim (kob) olarak verilir.
Orneklerin besiyerine ekim sekillerine gére kat1 besiyeri kullanilan ydntemler dokme
plak, yayma ve damlatma yontemleri olmak {izere ti¢ sinifa ayrilirlar (McMeekin, 2003;
Halkman, 2005).

1.2.1.2. Membran Filtrasyon Yontemi

Bu yontemde 6ncelikle bakterilerin gecisine izin vermeyen biiyiikliikte (0.45 pm)
por ¢apina sahip membran filtrelerle bakteriler 6rnekten ayrilir. Daha sonra membran filtre
uygun bir kat1 besiyerine yerlestirilir ve uygun sicaklikta inliibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde olusan koloniler sayilir ve bakteri miktar1 belirlenir

(McMeekin, 2003; Halkman, 2005).

1.2.1.3. En Muhtemel Say1 Yontemi

Yontemde Ornekten ardisik 3 diliisyon hazirlanir ve her diliisyondan sivi besiyeri
iceren tiiplere ekim yapilarak uygun sicaklikta inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda
tiipler bulanikliklarina gore pozitif ya da negatif olarak degerlendirilir ve istatistiksel
yontemlerle elde edilmis ¢izelgelerden yararlanilarak ornekteki mikroorganizma sayisi
hesaplanir (McMeekin, 2003; Halkman, 2005).



1.2.2. Mikroskobik Yontemler

Bakteriler 6zel olarak iiretilen veya on hazirlik gerektiren normal lamlarm iizerine
yayilarak ya direkt olarak ya da boyama islemi uygulanarak mikroskop altinda
sayllmaktadir. Direk mikroskobik sayim yontemleri canli ve 6lii tiim mikroorganizmalarin
sayllmasi1 gibi ¢ok 6nemli bir dezavantaja sahip olmasinin yani sira kisa siirede sonug

almmasi ve diisiik maliyet gibi avantajlara da sahiptir.

Direkt Epifloresan Filtreleme Teknigi (DEFT) en yaygin kullanilan mikroskobik
sayim yontemleri arasindadir. DEFT yonteminde oncelikte 6rnekteki mikroorganizma
kosantrasyonunu arttirmak amaciyla membran filtrasyon uygulanir. Filtre iizerinde kalan
mikroorganizmalar uygun bir besiyerine aktarilir ve inkiibe edildikten sonra florokrom bir
boya (akridin oranj) ile boyanarak epifloresan mikroskobunda incelenir. Canli
mikroorganizmalar kavuni¢i kirmizi, 6lii mikroorganizmalar ise yesil floresan renk
vermektedir. Bu sayede canli ve 6li hiicreler birbirinden ayrilarak sayim yapilabilir

(McMeekin, 2003; Halkman, 2005; Mandal ve ark., 2011).

1.2.3. immiinolojik Yéntemler

Immiinolojik ydntemlerin temeli antijen ve antikor arasindaki 6zgiil etkilesimlere
dayanmaktadir. Antijen, viicuda girdiginde bagisik yanit olusturan ve bu yanit sonucu
ortaya ¢ikan antikor ile in vitro veya in vivo kosullarda 6zgiil olarak birlesebilme

yetenegindeki maddelerdir. Antijenler genellikle protein ve polisakkarit yapisinda canli

5



organizma kisimlari ya da biiyiik molekiillii proteinlerdir. En 6nemli antijenler bakterilerin
yapisina girenlerdir. Bunlar arasinda bakterilerin kapsiil polisakkaritleri, hiicre duvari
yapilari, hiicre dis1 enzim ve toksinleri sayilabilir. Ayni zamanda viruslarin kapsid,
niikleokapsid ve zarf proteinleri; mantarlarin hiicre duvari ve hiicre membran yapilari,
parazitlerin yiizey molekiilleri ve bu mikroorganizmalarin hiicre dis1 enzim ve toksinleri
mikrobiyal antijenler arasindadir. Antikorlar ise bagisik yanit sonucunda antijenlere karsi
olusturulan molekiillerdir. Glikoprotein yapisindaki bu molekiiller immunoglobulin (Ig)
olarak da isimlendirilir ve antijenlerle 06zgiil olarak birlesme yetenegindedirler.
Immiinolojik yontemlerde analiz basaris1 kullanilan antikora baghdir. Antikorun afinitesi

ne kadar yiiksek ise yontem verimliligi o kadar artar.

Immiinolojik yontemler arasinda isaretlenmis antikorlarla yapilan immunoassayler
en ¢ok kullanilanlaridir. Bu yontemler analizde kullanilan antikorun immiinolojik
ozelliklerini kaybetmeden bir molekiil ile isaretlenmesi esasina dayanir. Arastirilan
antijen isaretlenmis olan antikor ile spesifik olarak etkilesir ve olusan tiriinlerin uygun bir
analitik yontemle Olglimleri yapilir. Kullanilan isaretleyici molekiile goére yontem
isimlendirilir (floresan boya kullaniliyor ise floresan immiinoassay; enzim kullaniliyorsa
enzim immunoassay, vb.). Bu yontemlerden enzim bagli immiinoassay (ELISA) en
yaygin kullanilanidir (McMeekin, 2003; Alberts, 2015; Us, 2016; Abbas ve ark., 2020).

1.2.4. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler niikleik asitlerin (DNA ve RNA) temel alindigi tam
yontemleridir. Mikroorganizmalarin genetik bilgilerinin sakli oldugu niikleik asit
dizilimleri iizerinden tan1 ve miktar tayini yapilabilmektedir. Molekiiler yontemlerden
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icerisinde en yaygimn kullanilan polimer zincir reaksiyonudur (PCR). PCR’in ¢alisma
prensibi, hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA) bu bolgeye spesifik kisa zincirli
oligonukleotid primerler kullanilarak, enzimatik olarak amplifikasyonuna (¢ogaltilmasi)

dayanir (Garibyan ve Avashia, 2013).

1.2.5. Biyosensorler

Biyosensorlerin tarihi bundan yaklasik 70 yil dncesine dayanmaktadir. Prof. Dr.
Leland C. Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde bir ameliyat sirasinda hasta kaninin oksijen
miktarini bir elektrot yardimu ile izlemesi ile baglamistir. Daha sonra Clark ¢alismalarini
genisleterek farkli analitleri de tayin etmeyi basarmis ve 1962’de New York Bilimler
Akademisinde elektrokimyasal bir sensoriin (pH, potansiyometrik ya da kondiiktometrik)
enzim biyoreseptorlerle birlestirilerek nasil daha islevsel olabilecegini tanimlamistir
(Clark, 1956). 1962 yilinda glukoz oksidaz enzimini oksijen elektrodu ile birlestirerek
kandaki glukozun tayinini gergeklestirmislerdir. Bu elektrot ise ilk biyosensor enzim
elektrodu olarak tanimlanmistir (Clark ve Lyons, 1962). Daha sonra ortaya ¢ikan
biyoteknolojik gelismeler vasitasiyla biyomolekiiler etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi,

nanoteknolojideki son gelismeler ile sensorlerin gelisimi de hiz kazanmastir (Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1. Biyosensorlerin tarihsel gelisimi

Biyonsorler; International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)"
Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligince: "Kimyasal bir bilesige kars1 verilen
biyolojik yaniti optik, termal, elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar" olarak
tanimlanmaktadir. Ozet olarak, biyolojik bir tepkime icerisindeki hedef analiti tayin

etmek i¢in kullanilan algilayici sistemlerdir.
Biyosensorler temel olarak iki kisimdan olugmaktadir:

e Biyoreseptor (ligand)
e Doniistiiriicii (transdiiser)

Genel olarak bir biyosensor tasarimmda analinizini yapacagimiz maddeyi (analit)
spesifik olarak taniyan bir biyoreseptdr boliimii ve analitle biyoreseptor birlestiginde
biyoreseptorde meydana gelen fiziksel ya da kimyasal degisimleri elektrik sinyallerine

¢eviren bir doniistiiriicti bolimii bulunmaktadir (Sekil 1.2) (Turner, 2015).
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Sekil 1. 2. Biyosensor tasarimi

Dontisturucu

Biyoreseptorler, analit ile 6zgiil olarak etkilesime giren duyarh biyolojik baglanma
bolgeleridir. Antikor, niikleik asitler, protein ve enzim gibi biyolojik molekiiller ya da
mikroorganizmalar, hiicreler, dokular gibi canli biyolojik sistemler kullanilabilir. Bu

molekiillerin en 6nemli 6zellikleri analite kars1 yiiksek baglanma yetenegi gostermeleridir
(Syam ve ark., 2012).

Biyosensorden cevap sinyallerini alabilmek i¢in, biyoreseptor materyalleri
doniistiiriiciiler ile baglanmalidir. Bir biyosensdr tasariminin en O6nemli asamasi
immobilizasyon asamasidir. Bu amagla adsorpsiyon, hapsetme (entrapment), capraz
baglama ve kovalent baglama gibi cesitli immobilizasyon yontemleri kullanilir.
Adsorpsiyon yonteminde biyoreseptorler, karbon, cam, metal ve metal oksit bir yiizey
tizerine hidrofobik, iyonik ve hidrojen baglariyla baglanirlar. Baglanma her ne kadar kolay
olsa da zayiftir ve 1s1, pH, iyonik gii¢, akis oran1 ve substratlardaki degisimlere karsi hassas
olmasi nedeniyle kullanim 6mrii kisadir. Hapsetme tekniginde biyoreseptor materyali,
doniistiiriicti yiizey yakininda polimer matrisi igerisinde tuzaga disiiriiliir. Birkag hafta
gibi kisa bir kullanim Omriine sahiplerdir. Capraz baglama yonteminde genelde

gluteraldehit, siyaniirik kloriir gibi, biyomolekiiller arasinda katmanlar1 kararli hale
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getirecek molekiiller arasi1 baglar1 olusturmak suretiyle dontistiiriiciiler lizerine baglanir.
Bu teknik yiiksek mekanik dayaniklilik saglamaz. Kovalent baglama tekniginin temeli
mikroorganizmalarm amin, karboksil ya da siilfidril gibi hiicre duvar1 bilesenleri ve
doniistiiriicii arasinda kararli baglarin olusturulmasina dayanir. Diger yontemler ile
kiyaslandiginda, aylarca kaliciligr siiren ylizey yapisi saglamasiyla {stiinlik

gostermektedir (Lei ve ark., 2006).

Dontstiiriiciiler biyoreseptor ile analit arasinda gerceklesen baglanma ile olusan,
gerek biyokimyasal gerekse fizikokimyasal etkilesimleri 6l¢iilebilen elektronik sinyallere
cevirirler. Elektrokimyasal, optik, kiitle hassas ve termal okuma yapabilirler (Zhang ve
ark., 2011).

1.2.5.1. Kagit Tabanh Biyosensorler

Kagit tabanli biyosensorlerin  kullanimi son yillarda kullanim kolayhigi,
biyouyumlulugu, tasmabilir olmasi, kolay iiretilebilir olmasi, diisiik maliyet ve hizli tan
gibi avantajlar1 nedeniyle popiiler hale gelmistir. Bu teknoloji, hidrofilik kagida
hidrofobik malzemeleri modelleyerek mikroakiskan kanallar olusturmak icin kagidi

substrat olarak kullanir.

[lgili bir analiti igeren biyolojik bir materyali (kan, idrar, ter, tiikriik) veya cevre
analizleri ile ilgili bir bilesigi (agir metal iyonlari, hidrojen siilfiir, vs.) test ederken, ilgili

numune, cihaza uygulanir ve harici bir pompa kullanmaya gerek kalmadan kilcal hareket
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ile tayin bolgesine ilerler. Ornek icerisinden analitin tayini gerceklesirken, renk,
elektrokimyasal 6zellik ve 151k absorpsiyonunda veya emisyonunda degisiklige sebep olan
kimyasal bir reaksiyonla takip edilmesi saglanir. Bu yontemler igerisinde siklikla
kullanilan1 kolorimetrik degisikligin dl¢iimiine dayanan yontemlerdir. Diisiik maliyetli
masa Ustli tarayicilar, tek lensli refleks kameralar veya cep telefonlar1 kullanilarak
Olgtilebilen bu yontemde, sonuglar ligand-analit baglanmasini (antikor-antijen gibi) esas

alir ve renkli bir iirtinitin olusturulmasiyla basit bir sekilde tayin edilebilir.

Biyosensor olarak kagit kullanmanm baslica avantajlar1 arasinda yiiksek
yiizey/hacim orani, adsorpsiyon 6zellikleri, kilcal hareket kabiliyeti, biyolojik 6rneklerle
gecimlilik, protein ve antikorlarin immobilizasyonu i¢in kimyasal fonksiyonel gruplar,
kolay sekilde sterilize edilebilmeleri sayilabilir. Ayrica kagit, yakilarak yok edilebilme
Ozelligine de sahiptir. Bununla birlikte, reaktiflerin kagit matris i¢inde saklanmasi ve
tasinmasi, kullanicilarin kimyasal ¢oziiciileri kullanma ihtiyacini ortadan kaldirir. Bunlara
ek olarak, kagit kolay bulunabilir hafif bir materyaldir. Son olarak, kagit bazli
mikroakigkan sistemler balmumu (wax) yazicilar gibi pratik ve ucuz sistemler kullanilarak

diisiik maliyetlerle tiretilebilmektedirler.

Kagit tabanli sistemlerin bir ¢ok avantajina ragmen bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Ayni anda birden fazla analitin duyarli, dogru ve hassas sekilde tayin
edilememesi bunlarin basinda gelmektedir. Ancak giincel yaklasimlar incelendiginde bu
dezavantajlar da giderilmeye baslanmistir. Tayinde kullanilan kolorimetrik tekniklere ek
olarak, kemiliiminesans, elektrokimyasal ve floresans Olglimler de analitleri
goriintiilemede kullanilmaktadir. Bu analitik yaklagimlarm maliyet, yontemin basitligi ve

hassasiyeti ile ilgili dezavantajlar yarattig1 da diislintilmektedir.
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Kagit tabanli yatay ve dikey akis sistemleri hedeflenen analitlerin tespiti ve tayini
icin rutin olarak kullanilmaktadir. Bilindigi tizere bu testlerin en ¢ok kullanilanlar1 gebelik
testleridir. Ilerleyen zamanla birlikte yatay akis sistemleri kan pihtilasmasinimn taranmast,
yiyecek ve igeceklerdeki pestisit kalintilarmin ve patojenlerin (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus) tayini gibi uygulamalar i¢in de kullanilan platformlar haline
gelmistir. Yatay akis sistemlerde, akigkan yatay olarak numune tayin bolgesine ¢ekilirken,
dikey akisli sistemlerde akis dikey yonde yonlendirilir (Nery ve Kubota, 2013; Park ve
ark., 2013; Costa ve ark., 2014; Hu ve ark., 2014; Li ve ark., 2014; Rivas ve ark., 2018;
Singh ve ark., 2018).

Yatay akis sistemlerinde 6rnek pedi, konjugasyon pedi, nitroseliilloz membran ve
absorban pedinden olusan dért temel bilesen bulunmaktadir. Ornek pedi, seridin numune
uygulanan ucunda bulunan ve seliiloz veya cam lifleleri gibi materyallerden olusan
boliimdiir. Test i¢in seride uygulanan numunenin diger bilesenlere ulasmasmi saglar.
Uygulanan numunenin test ¢izgisinde baglanmasini saglamak ve konjugasyon pedindeki
reaksiyon siiresini uzatmak gibi nedenlerden dolay1 6rnek pedine tampon tuzlari ve
surfaktanlar emdirilir. Konjugasyon pedi cam fiber malzemeden iiretilmis, ¢ogunlukla
renkli ya da floresan nanopartikiiller ile etiketlenmis tanima elemanlarmnin emdirilip
kurutuldugu bilesendir. Ornegin konjugasyon pedine temasiyla birlikte drnek ve bu
ornege spesifik etiketli konjugat birleserek test ¢izgisine dogru ilerlemeye baslar. Test
¢izgisinin bulundugu boliim ise nitroseliiloz membrandir. Nitroseliiloz membran protein
ve biyomolekiillere yliksek se¢imlilik gosterir bdylece test ¢izgisi olusturulurken antikor
ya da aptamer gibi tanima elemanlar1 membranla kolaylikla etkilesebilir. Nitroseliiloz
membranlar gesitli gézenek genisliklerine sahiptirler. Membranin gézenek boyutu akis
hizi, analit ve konjugasyonun optimum reaksiyon siiresinde membran boyunca hareketi
acisindan onemlidir. Seridin sonuna akigin siirekliligini saglamak i¢in bir absorban ped
yerlestirilir. Absorban pedin gorevi sivi fazlaligin1 emerek geri akis1 engellemektir (Singh
ve ark., 2018).
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1.2.5.1.1. Kagit Tabanh Sensérlerin Tayin Yontemleri

Kagit tabanli sensorlerde hedef analitin varligint belirlemek i¢in kolorimetrik
Olctimler, kemiliiminesans, elektrokemiliiminesans, elektrokimyasal ve floresans gibi
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler ELISA gibi geleneksel yontemlerle
kiyaslandiginda olduk¢a hassas ve hizli sonuglar verdikleri i¢cin yaygin olarak

kullanilmaktadir (Singh ve ark., 2018).

1.2.5.1.1.1 Kolorimetrik Yontemler

Kolorimetrik Ol¢timler renk olusumu veya renk degisimini kullanarak analitin
varligin1 ve derisimini tespit etmek igin kullanilan tek objektifli refleks fotograf
makineleri, cep telefonler1, diisiik maliyetli masaiistii tarayicilarla kombine MATLAB
gibi yazilimlar ya da spektrofotometre gibi yontemleri igermektedir. Bu tespit yontemleri
diisiik maliyette dogru sonuglar saglamasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Renk
olusumlar1 ya da renk degisimleri enzimler kullanilarak, ELISA temelli immiinolojik

testlerle veya altin nanopartikiiller kullanilarak gerceklesmektedir.

Enzimatik yontemlerin temeli, bir enzim ve bu enzime 6zgii bir substrat arasindaki
reaksiyonla olusan enzim-substrat kompleksinin renk degisimi meydana getirmesi esasina

dayanur.
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ELISA temelli immiinolojik testler antijen ve antikor arasindaki etkilesime dayanr.
Geleneksel ELISA yontemi yiiksek 6rnek hacimleri, uzun iglem basamaklari ve yikama
asamalarini icerirken, kagit tabanli ELISA yaklasimlar1 kagidin absorban 6zelligi, oldukca
kiigiik hacimlerde numune gereksinimi ve hizli bloklama asamalar1 gibi iistiin avantajlar

icerir.

Altin nanopartikiiller, genellikle ikincil antikorlar1 etiketleyen tayin bilesenleri
olarak immiinolojik testlerde tercih edilmektedir. Bu nanopartikiillerin ilgili analit
(6rnegin antijen) ile spesifik etkilesimlere dayanarak biraraya gelmesi (agrege olmasi)
sonucunda renk olusumlart meydana gelmektedir. Renk olusumunu goriintiilemek icin
kullanilan yazilim, piksel degerlerinin analit derisimleri ile iligkisini 6lgmek igin

kullanilmaktadir (Li ve ark., 2014; Ferreira ve ark., 2015; Tsai ve ark., 2017).

1.2.5.1.1.2. Kemiliiminesans

Kemiliiminesans, basit olarak kimyasal bir reaksiyon sonucu olusan uyarilmis
haldeki bir tiirlin 151n emisyonu yapmasina dayanmaktadir. Uyarilmis tiir baz1 durumlarda
analit ve reaktif arasindaki bir reaksiyonun iriinii olabilir. Baz1 durumlarda ise, analit
kemiliiminesans reaksiyonunda dogrudan yer almaz, reaksiyonu inhibe eder veya
katalizlenmesini saglar. Kemiliiminesans 6l¢iim teknigi, en basit 6l¢iim tekniklerinden biri
olarak tasvir edilmektedir. Bunun sebebi de karmasik bir cihaz bilgisi gerektirmemesinden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, ¢ok tekrar edilebilir ve hassas tayin yontemleri

arasinda yerini almaktadir. Ancak, yliksek derisimdeki enzim gerektiginden kagidin
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gbozenekli yapisini engellemekle birlikte Olglim hassasiyetinde azalmaya yol agabilir

(Skoog ve ark., 1998; Singh ve ark., 2018).

1.2.5.1.1.3. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal sensorler bir ¢alisma elektrodu, bir referans elektrot ve bir karsit
elektrot olmak tiizere ii¢ elektrot icerir. Calisma elektrodu ve karsit elektrot calisma
elektrodundaki numuneye akim saglamak icin elektrolit ¢ozeltisiyle baglant1 kurdugunda
numune tespit edilir. Bu elektrotlar karbon miirekkep ve Ag/AgCl miirekkep kullanilarak
kolaylikla kromatogrofi kagidi {lizerine basilabilirler. Son yillarda yapilan caligmalar
elektrot iretiminde alternatif olarak grafit kalemlerin de kullanilabilecegini

gostermektedir (Skoog ve ark., 1998; Singh ve ark., 2018).

1.2.5.1.1.4. Floresans

Floresans temelli teknikler, 6rnek molekiiliin etkilesimleri sonucunda olusan,
floroforlardan liminesansin tayinini icermektedir. Liiminesans1 6lgmek igin florometre
cihazi kullanilmaktadir. Floresan boyalar biyolojik olarak uyumludur, ancak foto-agartma
(photobleaching) islemine maruz kalabilecekleri i¢in diizenli olarak izlenmeleri gerekir ki
bu da floresan yogunlugunun kaybina neden olur (Singh ve ark., 2018).
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1.2.5.1.1.5. Elektrokemiliiminesans

Kemiliiminesansin aksine, elektrokimyasal reaksiyonlar sonucunda liiminesansin
iiretildigi tekniktir. Ornegin indirgenmesi ile birlikte, liiminesans iiretebilen bir ¢alisma
elektrodunda (genellikle perde baskili kabon elektrot) trietilamin veya hidrojen peroksit
vasitasiyla ylikseltgenme olur. Bu reaksiyon sonucunda renk degisikligine sebep olan
fotonlar iiretilir. Her bir rengin piksel yogunlugunu incelemek, analit konsantrasyonlari
ile ilgisini gostermek i¢in de bazi goriintii degerlendirme yazilimlari kullanilabilir (NIH

Image J gibi) (Skoog ve ark., 1998; Singh ve ark., 2018).

Patojen bakterilerin hizli bir sekilde ger¢ek 6rnek matriklerinde tespit edilmesi ve
diyognastik amagli tanimlanmasi son zamanlardaki en onemli arastirma konulardan
biridir. Bakterilerin sahada kisa siirede tayini hala zor bir konudur. Ozellikle hastalik
kaynagi olan bakterilerin analizleri i¢in simdiye kadar birgok yontem gelistirilmis, fakat
bir hastalik s6z konusu oldugu zaman bu yontemler ile diisiik tayin limitlerine kisa siirede
ulagilamadig1 icin bakterilerin uygun besi ortamlarinda ¢ogaltilmas1 gerekmektedir.
Ayrica bazi yanlis negatif testlerle bu bakterilerin belirlenmesinde hatalarin olugmasi
miimkiindir. Halk sagligi acisindan hedef bakteri tayini i¢in alternatif tekniklerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez kapsaminda bakteri tayini i¢in SERS
Olclimiine dayanan kagit tabanli yatay akis immunoassay sensor gelistirilmistir. Bu
kapsamda insa edilen sensor hedef bakteri olan E. coli i¢in diisiik tayin sinir1 ve yeterli

secicilige sahip olarak kullanilmis, analitik validasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Cahismada Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Hidrojen tetrakloro aurat (HAuUCls), etanol, boraks (Na.B4O7.10H20), borik asit
(H3BO3), tri-sodyum sitrat (NasCsHsOy7), 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), (25)-
2-amino-4-{[(1R)-1-[(karboksimetil) karbamoil] -2siilfaniletil] karbamoil} biitanoik asit
(glutatyon), sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI), sukroz, kazein, Tween 20,
disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), sigir serum
albtimin (BSA), avidin, sentetik tirin Sigma-Aldrich (Darmstadt, Almanya)’ten temin
edilmistir. Biitiin ¢ozeltiler, Millipore saflastirma sistemi ile organik bilesiklerden arinmig

deiyonize su (18.2 MQ.cm) ile hazirlanmustir.

Nitroseliiloz membran, 6rnek pedi, konjugasyon pedi, absorban pedi (Millipore Hi-
Flow) Merck (Darmstadt, Almanya), mikropipetler (1-10,10-100,100-1000 uL) Axygen

(Massachusetts, ABD) deneyler esnasinda kullanilmustir.
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2.1.2. Cahsmada Kullanilan Mikroorganizma, Antikor ve Besiyerleri

E.coli ATCC 35218, Fare E.coli monoklonal antikor, tavsan poliklonal E.coli
antikor (biyotinli), tavuk anti-fare IgG (H + L) ikincil antikor Fitzgerald (Massachusetts,
USA), tyriptic soy agar (TSA) Merck (Darmstadt, Almanya), Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Salmonella Enteritidis Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir
Kolleksiyonu (Ankara, Tiirkiye) tarafindan temin edilmistir.

2.1.3. Cahismada Kullamlan Cihazlar

Calismalarda DeltaNu Examiner Raman Mikroskop sistemi (Deltanu Inc., Laramie,
WY, ABD) (785 nm lazer ve CCD detektdr) kullanilmistir. Enstriiman parametreleri
Olciim sirasinda, 300 mW laser giicii, 60 s 6rnekleme siiresi, 2 um lazer spot ¢ap1 ve 20X
objektif olarak ayarlanmistir. Karakterizasyon ¢calismalar1 Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) olgtimleri Tecnai G2 F30 HRTEM sistemi (Japonya) ve Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) (JSM-6400) cihazi kullanilarak yapilmistir. Santrifiij Eppendorf
(Dubai Media City, BAE), McFarland Dansitometre DEN-1 Biosan (Riga, Letonya),
Simplicity 185 deiyonize su cihazi Millipore (ABD), ultrasonik banyo Bandelin Sonorex
(Heinrichstra3e, Berlin), hassas terazi Shimadzu (Kyoto, Japonya), SX-610 Pen Type pH

metre Senova (Yavne, Israil) cihazlar1 kullanilmistir.

18



2.2. Yontem

2.2.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

10 mM fosfat tamponlu tuz (PBS) ¢ozeltisi i¢cin, 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g
NaxHPOQg4, 0,24 g KH2POg4 tartilip tizerile 800 mL distile su ilave edilerek karigtirilmagtir.
Tamamen ¢oziindiikten sonra pH’si NaOH ile 7,4’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam
hacim 1 L’ye tamamlanarak otoklavda 121°C ve yiiksek basing altinda 15 dakika steril
edilmistir. Hazirlanan tampon ¢6zelti bakterilerin seri diliiyonlarinin hazirlanmasi i¢in ve

antikorlarm seyreltimi i¢in kullanilmastir.

100 mM borat tamponu i¢in, 1,9068 g Na:B4O7-10H.O ve 0,3092 g H3BOs3
tartilarak 50’ser mL’lik distile suda ¢6ziinmiis ve ¢esitli oranlarda karistirilarak istenilen
pH ve konsantrasyonda tamponlar elde edilmistir. Elde edilen ¢6zeltiler agregasyon testi

icin ve konjugasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistr.

2.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Caligmalarda genel bir besiyeri olan TSA kullanilmistir. Dehidre hazir besiyeri 40
g/L olacak sekilde tartilmis ve distile su iginde 1sitilarak ¢6ziinmiistiir. Hazirlanan besiyeri

otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sicakligi 45 °C’ye diistiikten sonra
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steril Petri kutularina dokiiliip donana kadar bekletilmistir. Sterilite kontrolii i¢in bir glin

etiivde bekletilen besiyerleri bakterilerin tiretilmesinde kullanilmustir.

2.2.3. Bakteri Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

E. coli bakterilerinin seri diliisyonlarinin hazirlanmasi igin dncelikle bakterilerin
TSA besiyerine ekimleri yapilmis ve bir gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde olusan kolonilerden bir miktar steril bir tiip
icerisindeki PBS tamponuna 6ze yardimiyla alinmis ve vortekslenmistir. Elde edilen
stispansiyonun bulanikligi dansitometre cihazi yardimiyla 0,5 McFarland standart
birimine ayarlanmis boylece ~1x102 kob/mL bakteri yogunluguna ulasiimistir. Daha sonra

1x10%den 1x10! kob/mL’ye seri bakteri diliisyonlar1 hazirlanmistir.

2.2.4. Yiizeyde Gii¢lendirilmis Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, molekiil iizerine gonderilen siddetli bir 151k demetinin
molekiille etkilesmesi sonucu meydana gelen sagilmanin dedektdr ile takibine dayanan bir
tekniktir. Isik sacilmasi esnasinda sagilan 15181 biiylik bir kisminin enerjisi madde ile
etkilesen 151¢1n enerjisine esit olur, Rayleigh sacilmasi admi alan bu olay bir elastik
sacilma olayidir. Elastik sagilma olayindan baska sa¢ilan 15181 ¢ok az bir miktar1 Raman
sacilmas1 adin1 alan elastik olmayan sagilma olayni gergeklestirir. Raman sagilmasi

spektroskopik olarak incelenebilmektedir. Sagilan 15181 enerjisinde molekiil ile etkilesen
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1s181inkine gore olusan fazlalik veya azlik 1sikla etkilesmis molekiiliin titresim diizeyleri
arasinda bilgi vermektedir. Molekiillerin titresim diizeyleri arasindaki enerji farkindan
yola ¢ikarak molekiil hakkinda inceleme yapmaya izin veren bu spektroskopik yontem

Raman spektroskopisi olarak adlandirilir.

Raman spektrumundan kompleks bir sistemdeki kimyasal bilesenlere ait
karakteristik bilgi “parmak izi” elde edilebilmektedir. Sisteme gonderilen yaklasik bir
milyon fotondan sadece bir tanesi Raman sag¢ilmasina ugramaktadir ve bu durum diistik
derisimlerdeki molekiil tayini i¢in yeterli degildir. Bu sorunu ¢dzebilmek i¢in yiizeyde
giiclendirilmis Raman spektroskopisi (SERS) kullanimi gibi bir¢ok girisimde
bulunulmustur. SERS diisiik derisimlerdeki maddelerin tayinine imkan sagladigi icin
klasik Raman’a gore ¢ok daha hassas bir tekniktir. Temel olarak SERS, Raman
sinyallerinin SERS substratlar1 ile gii¢lendirilmis seklidir ve analizi yapilacak maddenin
genellikle nano diizeydeki altin veya giimiis, bakir yiizeylerde ya da kolloidlerde metal
yiizeylere tutundugu veya etkilesime girdigi bir Raman spektroskopisi tiiriidiir. Uygun
kosullarda SERS yonteminin, Klasik Raman spektroskopisine goére 1014 defa spektral
zenginlestirme verdigi bildirilmektedir. SERS substratlari i¢in kullanilan yiizeyler, altin,
giimiis gibi iletken metallerin nano boyuttaki pargaciklarindan olusmaktadir (Skoog ve
ark., 1998; Movasaghi ve ark., 2007; Morris, 2008; Stiles ve ark., 2008).

2.2.5. Sitrath Altin (Au) Nanopartikiil Sentezi

Altin nanopartikiiller (AuNP) Turkevich metoduna (Turkevich ve ark., 1951) gore

sentezlenmistir. Bu amagla oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 50 mL HAuCls
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soliisyonu siirekli karistirilarak, 250 mL lik balonda geri sogutucu altinda kaynayana
kadar 1sitilmistir. Kaynadiktan sonra 5 mL 40 mM sodyum sitrat ¢dzeltisi eklenmis ve
renk kirmiziya dondiikten sonra 10 dk daha kaynatilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler oda
sicakligma sogutulmus ve 4°C’de karanlikta muhafaza edilmistir. Sitrath ortamda
sentezlenen AuNP lerin karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla boyutlar1 UV
spektrofotometre ile Olgiilmiis, Malvern Zetasizer cihazi ile agregasyonlari

degerlendirilmistir. Ayrica sentezlenen AUNP’lerin TEM goriintiileri alinmastir.

2.2.6. Sentezlenen Sitrath AuNP’lerin Boyut Optimizasyonu

Farkli boyutlarda sentezlenen altin nanopartikiillerden yatay akis immunoassay i¢in
en uygun olani belirleyebilmek i¢in tek E.coli konsantrasyonunda farkli boyuttaki
parcaciklar aymi kosullar altinda incelenmistir. Bu amagla oOncelikle tiim
nanopartikiillerden 1’er mL alinarak ependorflara aktarilmis ve iizerlerine 1 mM DTNB
¢oOzeltisi eklenerek karistiricida 160 rpm hizda 1 gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin 13000
rpm’de santrifiij edilerek baglanmayan DTNB uzaklastirilmistir. Cozeltiler cam viyallere
alinarak tizerlerine 100’er pL 15 pg/mL monoklonal E.coli antikoru ilave edilerek 300
rpm’de karistiricida 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda tizerlerine spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek i¢in 1 mg/mL BSA ¢ozeltisinden 100’er pL ilave edilip tekrar
inkiibasyona birakilmistir. 20 dk sonra tekrar ependorflara alinarak 14000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Cokelekler {izerine 2 mM borat
tamponu (pH 7,4, %10 sukroz igeren) eklenerek konjugasyon igin kullanilmistir. Elde
edilen bu konjugasyon ¢ozeltisi konjugasyon pedlerine emdirilerek oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Daha sonra yatay akis test seritleri ‘Yatay Akis Immunoassay
Seritlerinin Hazirlanis1” boliimiinde aciklandigi sekilde olusturulmustur. Her bir test seridi

icin 10% kob/mL E.coli konsantrasyonu kullanilarak bakteri drnekleri 100°er puL olacak
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sekilde sisteme verilmistir. Seritler tamamen kuruduktan sonra SERS ile Ol¢timler

almmustir (300 mW lazer giicii, 20x objektif, 60 s. uygulama stiresi).

2.2.7. Farkh Raman Etiketlerinin Sitrath AUNP Konjugasyonunda Optimizasyonu

Sentezlenen AuNP’ler iki farkli Raman etiketiyle modifiye edilmistir ve en iyi sonug
veren etiket kullanilmigtir. Kullanilan Raman etiketleri AuNP ¢ozeltisinde agregasyona
neden olmamalar1 ve en iyi sinyali vermeleri a¢isindan kiyaslanmiglardir. Cizelge 2.1.’de
karsilagtirilan Raman etiketlerinin 6zellikleri ve hazirlandiklar1 konsantrasyonlara iliskin

bilgiler verilmistir.

Cizelge 2. 1.Karsilastirilan Raman etiketlerinin 6zellikleri ve hazirlanan konsantrasyonlar.

Hazirlanan konsantrasyonlar

Kullanilan Raman etiketi Molekiil sekli Coziicii (mM)

0y OH

5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit (DTNB) f»\.‘,fia- Etanol 1, 10, 20, 50

T

Ha'iv"\
Di’\i.r\\;;
(2S)-2-amino-4-{[(1R)-1- ¢
[(karboksimetil)karbamoil]-2siilfaniletil] $ 1 s Su 1, 10, 20, 50
karbamoil} biitanoik asit (glutatyon) LOGe B

DTNB i¢in; 1,5 mL AuNP c¢ozeltisi lizerine 15 pL farkli konsantrasyonlarinda
hazirlana n DTNB ¢6zeltisi eklenmis ve 4°C’de 4 saat boyunca (200 rpm) karigtirilmastir.
Bu siire sonunda 15 pg/mL 100 pL monoklonal antikor ¢6zeltisi eklenmis ve bir gece
boyunca 200 rpm’de karisitirilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra 13300 rpm’de 4°C’de
20 dk santriftij edilerek siiziintli uzaklastirilmis ve ¢okeleklerin tizerine 1,5 mL %10’ luk

BSA ¢ozeltisi eklenmistir. 200 rpm’de 4°C’de 2 saat karistirildiktan sonra tekrar 13300
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rpm’de 4°C’de 20 dk santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirilmistir. Cokelekler tizerine
300’er uL. %10 sukroz iceren 2 mM borat tamponu (pH:7,4) eklenmis ve konjugasyon

¢ozeltisi olarak kullanimina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Glutatyon icin; 1,5 mL AuNP c¢ozeltisi lizerine 15 pL farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan glutatyon ¢ozeltisi eklenmis ve 4°C’de 4 saat boyunca (200 rpm)
karistirilmistir. Bu siire sonunda 15 pg/mL 100 pLL monoklonal antikor ¢ozeltisi eklenmis
ve bir gece boyunca 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda 13300 rpm’de 4°C’de 20
dk santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirilarak tizerine 1,5 mL %10’luk BSA c¢ozeltisi
eklenmis ve 200 rpm’de 4°C’de 2 saat karistirilmistir. Daha sonra 13300 rpm’de 4°C’de
20 dk santriftij edilerek siiziintii uzaklastirilmis ve ¢okelekler tizerine 300’er puL %10
sukroz iceren 2 mM borat tamponu (pH 7,4) eklenmis ve konjugasyon ¢ozeltisi olarak

kullanimina kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.8. Kullanilacak Antikor Miktarinin Optimizasyonu

Yatay akis immunoassay deneyi i¢in kullanilacak en uygun antikor miktarmin
belirlenebilmesi icin AuNP agregasyon testi yapilmistir. Bu amagla, 5’er mL’lik altin
nanopartikiil ¢ozeltileri ii¢ degisik pH degerine 10 mM borat tamponu (pH: 7) ve 100 mM
borat tamponlar1 (pH: 8 ve 9) eklenerek pH lar1 7, 8 ve 9°a ayarlanmistir. Antikor ¢dzeltisi
(75’er uL) 20 pg/mL, 17,5 pg/mL, 15 pg/mL, 12,5 pg/mL, 10 ng/mL, 8 pg/mL, 6 ng/mL,
4 png/mL, 0 pg/mL olacak sekilde degisik konsantrasyonlarda suda hazirlanmistir. Bir
96’lik kuyucuklu plaka icerisine degisik pH larda hazirlanmis olan AuNP ¢6zeltilerinden

150°ser pL eklenmis (iki tekrarlt) ve tizerlerine her bir kolon, bir konsantrasyonlardaki
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antikor ¢ozeltisinden igerecek sekilde 10’ar pL antikor ¢ozeltisi eklenmistir (Sekil 2.1).
Kuyucuklu plakalar, ¢alkalayiciya koyulup 300 rpm’de 20 dk boyunca ¢alkalanmstir.
Siire sonunda her bir kuyucuga (0 pg/mL antikor kolonu harig) 20 uL %10’luk NaCl
cozeltisi eklenmis ve 5 dk daha c¢alkalayicida yiiksek hizda ¢alkalanmistir. Daha sonra
400-600 nm araligindaki absorpsiyon spektrumlar1 6l¢iilmiis ve 520 nm ve 580 nm’deki
degerler alinmistir. 580 nm’deki absorpsiyon degeri 520 nm’deki degerden ¢ikarilmis ve

elde edilen en yiiksek fark, en verimli konjugasyon olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2. 1. Kuyucuklu plaka igerisine farkli pH’lerde hazirlanmis olan AuNP ¢ozeltilerinden ve
antikor ¢ozeltisi eklendikten sonra gériiniimleri.

Sentezlenen AuNP lar Raman etiketiyle modifiye edilmistir. Raman etiketi olarak
DTNB kullanilmistir. Bu amacgla 1 mL AuNP c¢ozeltisi lizerien 10 pL. I1mM DTNB
cozeltisi eklenmis ve 1 gece boyunca karistiricida (300 rpm) bekletilmistir. Bu siire
sonunda ¢ozelti 13000 rpm’de 10 dk santriflij edilmis, istte kalan slipernatant atilarak
cokelek tlizerine 1 mL ultradistile su ilave edilmistir. Elde edilen ¢6zelti cam bir viyale
aktarilip lizerine agregasyon testinde belirlenmis olan konsantrasyonda (15 pg/mL) 100
pL antikor ¢ozeltisi (suda hazirlanan) siirekli karistirilarak eklenmis ve 20 dk boyunca 300
rom’de inkiibe edilmistir. Daha sonra tlizerine 100 pL Img/mL BSA c¢ozeltisi siirekli
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karigtirilarak ¢ozeltiye eklenmis ve 300 rpm’de 20 dk karigtirilmaya devam edilmistir. Bu
stire sonunda ¢ozelti 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilarak
cokelek iizerine 200 pL 2 mM borat tamponu (pH: 7,4, %10 sukroz i¢eren) eklenmistir.
Elde edilen c¢ozelti konjugasyon pedine emdirilerek oda sicakliginda kurumaya

brrakilmaistir.

2.2.9. Raman Etiketli AUNP Konjugasyonu

Sentezlenen AuNP lar Raman etiketiyle modifiye edilmistir. Raman etiketi olarak
DTNB kullanilmistir. Bu amagla 1 mL AuNP ¢o6zeltisi lizerien 10 uL. 1mM DTNB
cozeltisi eklenmis ve 1 gece boyunca karistiricida (300 rpm) bekletilmistir. Bu siire
sonunda ¢ozelti 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis, iistte kalan siipernatant atilarak
cokelek iizerine 1 mL ultra distile su ilave edilmistir. Elde edilen ¢6zelti cam bir viyale
aktarilip iizerine agregasyon testinde belirlenmis olan konsantrasyonda (15 pg/mL) 100
uL antikor ¢ozeltisi (suda hazirlanan) siirekli karistirilarak eklenmis ve 20 dk boyunca 300
rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra iizerine 100 pL 1mg/mL BSA c¢ozeltisi siirekli
karistirilarak ¢ozeltiye eklenmis ve 300 rpm’de 20 dk karistirilmaya devam edilmistir. Bu
stire sonunda ¢ozelti 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilarak
cokelek iizerine 200 uL 2 mM borat tamponu (pH: 7,4, %10 sukroz iceren) eklenmistir.
Elde edilen ¢ozelti (Sekil 2.2 a) konjugasyon pedine emdirilerek (Sekil 2.2.b) oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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Sekil 2. 2. AuNP'lerin DTNB ile modifiye edildikten sonraki ¢ozeltileri (a), ¢ozeltilerin
konjugasyon pedine emdirildikten sonraki goriiniimleri (b).

2.2.10. Yatay Akis immunoassay Platformu icin Test Membranimn Belirlenmesi

Yatay akis immunoassay seritlerinde kullanilacak en uygun test membranini
(nitroseliilloz membran) belirlemek icin farkli gézenek boyutlarina sahip membranlar
kullanilarak optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla; 5, 8, 10 ve 15 pm gézenek
biiyiikliigiine sahip nitroseliiloz membranlar kullanilmistir. Daha sonra yatay akis test
seritleri ‘Yatay Akis Immunoassay Seritlerinin Hazirlanis1® bdliimiinde agiklandigi
sekilde olusturulmustur. Her bir test seridi i¢in ayn1 bakteri konsantrasyonu (10 kob/mL
E. coli) kullanilarak bakteri 6rnekleri 100’er uL olacak sekilde sisteme verilmistir. Seritler
tamamen kuruduktan sonra SERS ile dlgiimler alinmustir (300 mW lazer giicti, 20x

objektif, 60 s. uygulama siiresi).
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2.2.11. Yatay Akish Immunoassay Seritlerinin Hazirlanmasi

Tipik bir yatay akisli immunoassay yapisi incelendiginde birbirinden farkli
malzemelerden olusan ve farkli amaclart olan bdlgeler goriilecektir. Numunenin
damlatildig1 fiber glass yapidaki ornek pedi, hedef bakteriyi yakalamak igin modifiye
nanopartikiillerin emdirildigi fiber glass yapisindaki konjugasyon pedi, kapiler akisin
gerceklestigi ve antikor cizgilerinin olusturularak sonucun gézlemlendigi nitroseliiloz
membran, seridin son kismi artan Ornegin ve ¢ozeltilerin emildigi absorpsiyon pedi
bahsedilen bolgelerdir. Yatay akish bir sistemde uygulanan 6rnek, 6rnek pedi araciligiyla
partikiil konjuge edilmis konjugasyon pedine gelmektedir. Konjugasyon pedinde
21,56+4,52 nm boyutunda sentezlenmis olan altin nanokiire partikiiller bulunmaktadir.
Numune (bakteri ¢ozeltisi) kurutulmus konjugati harekete gecirir ve bakteri ile etkilesime
gegen bu partikiiller seridin bir sonraki test bolgesine gelirler. Test bolgesi tizerinde
antikor immobilize edilmis test ¢izgisi bulunmaktadir. Test ¢izgisinde bulunan antikorlar
ilgili analiti yakalarlar. Sonuglar etiket iceren modifiye altin kiireler ile SERS sinyali

takibi ile yorumlanmustir.

Seritler hazirlanirken bu membranlar Sekil 2.3°te gosterildigi Olciilerde kesilmis ve

on islemlerden gegirilmislerdir.
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Absorban ped
(15 x 4 mm)

Konjugasyon pedi
(8 x 4 mm)

£/ 4
==

Ornek pedi Nitroseliiloz membran
(18 x 4 mm) (25 x 4 mm)

Sekil 2. 3. Hazirlanan membranlarin 6lgiileri

Bu amagla 6rnek pedi % 5 BSA ve % 0,05 Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisiyle
muamele edilerek 60 °C’de kurumaya birakilmis, konjugasyon pedi DTNB ve antikorlarla
modifiye edilmis AuNP ¢ozeltisine daldirilarak 5 sn bekletilmis ve oda sicaklifinda
kurumaya birakilmistir. Test membrani ise, tizerinde test ¢izgisinin olusturulmasi i¢in 100
pug/mL biyotinli antikor ¢ozeltisi ile 1000 pg/mL avidin ¢ozeltisi esit oranda karistirilarak
hazirlanmis ve elde edilen ¢ozeltiler membran lizerine ¢izilmistir. Cizgilerin olusturulmasi
icin laboratuvarda siringa pompalar1 kullanilarak mikrodispenser insa edilmistir (Sekil

2.4).
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Sekil 2. 4. Siringa pompalari kullanmilarak hazirlanan mikrodispenser.

Pompalardan biri sirigasiz olarak sadece dikey eksende hareket saglarken diger
pompa istenen antikor ¢ozeltisinin bir siringa yardimiyla nitroseliiloz membran {izerine
cizilmesi i¢in kullanilmistir. Siringasiz pompa diizenegi lizerine nitroseliiloz membranin
sabitlenmesi i¢in bir platform yapilmis ve dikey yonde seritlerin ¢izilmesi i¢in hareket
ozelligi kullanilmugtir. Ikinci pompa bir siringa igermektedir ve yiizeye immobilize
edilecek antikor ¢ozeltileri bu siringa yardimiyla akitilmaktadir. Siringa bagli pompanin
akis hiz1 ve akis hacmi optimize edilmistir. Optimisazyon sonucu birinci pompa hiz: 5
pL/dk ve ¢ap: 2 mm, ikinci pompa: hiz 975 mL/dk ve ¢ap: 100 mm olarak belirlenmigtir.
Boylelikle dikey test ve kontrol seritleri nitroseliiloz membranlar {izerine 12 mm uzaklikta
test cizgileri ¢izilmistir. Tim membranlar kuruduktan sonra Sekil 2.5’te gosterildigi
sekilde bir araya getirilerek cam bir lam {izerine yapistirilmig ve 6rnek vermek i¢in hazir

hale getirilmistir.
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Sekil 2. 5. Hazirlanan yatay akighh immunoassay platformlarindan goriintiiler: A) Konjugasyon
pedi icermeyen yatay akighh immunoassay seridi, B) Konjugasyon pedi igeren yatay akigh
immunoassay seridi

2.2.12. Secicilik Cahismalar:

Yontemin seciciligini gostermek igin Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis ve
Micrococcus luteus bakterileri kullanilmistir. Bu bakterilerin iiretilmesi i¢in genel bir
besiyeri olan TSA kullamlmustir. Hedef bakteri olan E.coli ile ayni derisimde (10
kob/mL) Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis ve Micrococcus luteus bakterilerinin
diliisyonlar1 ‘2.2.3 bakteri diliisyonlarmin hazirlanmasi’ boliimiinde anlatildig: sekilde
hazirlanarak yatay akig platformlarina 100’er pL olarak uygulanmistir. Ayrica E.coli
bakterileri par¢alanarak ayni kosullarda sisteme verilmistir. Yatay akis seritleri tamamen
kuruduktan sonra test ¢izgileri Raman spektrometresi ile 300 mW lazer giicii, 20x objektif,

60 s. uygulama siiresi kullanilarak ¢l¢iilmiistiir.
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2.2.13. Yatay Akis Immunoassay Platformunun Yapay Idrar Orneklerinde

Uygulanmasi

Gelistirilen yatay akis immunoassay platformlarmin gergek 6rnek uygulamasi igin
yapay idrar Ornekleri kullanilmistir. Bu amagla 900 pL idrar iizerine 100 pL E.coli
stoklarindan farkli konsantrasyonlarda eklenmistir. Kor ¢ozeltisi i¢in ise yine 900 pL idrar
iizerine 100 pL. PBS tamponu eklenmistir. Hazirlanan 6rneklerden sisteme 100’er uL
verilmis Ve seritler tamamen kuruduktan sonra test ¢izgileri Raman spektrometresi ile 300
mW lazer giicii, 20x objektif, 60 s. uygulama siiresi kullanilarak Olciilmiistiir. Her bir

Olciim farkli noktalardan 5 tekrarh olarak alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Farkh Boyutlarda Sitrath Altin Nanopartikiil Sentezi Optimizasyon Calismalari

Au nanopartikiiller (AuNP) Turkevich metoduna gore sentezlenmistir. Bu amagla
oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 50 mL HAuCls soliisyonu siirekli
karstirilarak, 250 mL lik balonda geri sogutucu altinda kaynayana kadar isitilmistir.
Kaynadiktan sonra 5 mL 40 mM sodyum sitrat ¢ozeltisi eklenmis ve renk kirmiziya
dondiikten sonra 10 dk. daha kaynatilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler siirekli karistirilarak
oda sicakligima sogutulmus ve karanlikta muhafaza edilmistir. Sitrathh ortamda
sentezlenen AuNP’ler i¢in kullanilan HAuCls konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Elde edilen partikiillerin gortintiileri Sekil 3.1’de, UV-goriiniir bolge
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3. 1. Sentezlenen AuNP’ler i¢in kullanilan HAuCls konsantrasyonlari.

HAuUCI, (%) Sodyum sitrat (mM)
0,001 40
0,005 40
0,010 40
0,015 40
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Sekil 3. 2. Sentezlenen altin nanopartikiillerin absorbans spektrumlari.

Farkli boyutlarda sentezlenen AuNP’lerden yatay akis immunoassay i¢in en uygun
olan1 belirleyebilmek igin tek E.coli konsantrasyonunda farkli boyuttaki pargaciklar ayni

kosullar altinda incelenmistir. Her bir test seridi i¢in 10° E.coli konsantrasyonu
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kullanilarak bakteri 6rnekleri (100’er pL) sisteme verilmistir. Seritler tamamen
kuruduktan sonra SERS dlctimleri alinmig (300 mW lazer giicii, 20x objektif, 60 s.
uygulama siiresi) ve elde edilen spektrumlar Sekil 3.3’te gosterilmistir. %0,001 HAuCl4
kullanilarak sentezlenen altin nanopartikiil ile elde edilen SERS sinyal siddeti diger

partikiil boyutlarindan alinan sinyallere gore daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 3. 3. Farkli konsantrasyonlarda HAUCI, kullanilarak sentezlenen altin nanopartikiiller ile
E.coli (10° kob/mL) icin gerceklestirilen yatay akis immunoassay testinden elde edilen Raman
spektrumlari.

Elde edilen Raman sonuglarina gore en duyarli sonug veren partikiiliin %0,01
HAuUCIls kullanilarak sentezlenen pargacik oldugu goriilmiistiir. Ayni zamanda bu
parcacigin -35,3 mV zeta potansiyeline sahip oldugu ve kolay topaklanma olmadigi,
konjugasyon pedine emdirildikten sonra da rengini korudugu ve yatay akis seritlerinde
akisinin  kolay saglandigi gozlemlenmistir. Secilen partikiillerin  TEM o6l¢limleri
sonucunda boyutlar1 21,56+4,52 nm olarak tespit edilmis ve elde edilen goriintimler Sekil

3.4’te gosterilmigtir.
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Sekil 3. 4. Optimizyon ¢alismalar1 sonucunda se¢ilen % 0,01 HAUCI, kullanilarak sentezlenen
AuNP’lerin TEM goriiniimleri.

3.2. Farkh Gozenek Biiyiikliigiinde Nitroseliilloz Membran Kullaniminin Etkileri

Yatay akis immunoassay seritlerinde kullanilacak en uygun test membranini
(nitroseliiloz membran) belirlemek i¢in farkli gézenek boyutlarina sahip membranlar
kullanilarak optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla; 5, 8, 10 ve 15 pum gozenek
biiytikliigiine sahip nitroseliiloz membranlar kullanilmistir. Daha sonra yatay akis test
seritleri olusturulmustur. Her bir test seridi i¢in 10® E.coli konsantrasyonu kullanilarak

bakteri ornekleri (100’er pL) sisteme verilmistir. Seritler tamamen kuruduktan sonra
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SERS ol¢timleri almmustir. Elde edilen veriler 1s1¢mda en uygun membranin 10 pm

gozenek biiylikliigline sahip olan membran oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5. Nitroseliiloz membran optimizasyonu deneylerinden elde edilen SERS siddetleri.

3.2. Kullanilacak Antikor Miktarinin Optimizasyonu

Konjugasyon pedinde kullanilacak altin nanopartikiil izerindeki en uygun antikor
miktari saptamak i¢in agregasyon testi gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). Bu amagla, 5’er
mL’lik altin nanopartikiil ¢ozeltileri li¢ degisik pH degerine 10 mM borat tamponu (pH:
7) ve 100 mM borat tamponlar1 (pH: 8 ve 9) eklenerek pH’leri 7, 8 ve 9’a ayarlanmustir.
Antikor ¢ozeltisi (75’er uL) 20 pg/mL, 17,5 pg/mL, 15 pg/mL, 12,5 pg/mL, 10 ng/mL, 8
pg/mL, 6 pg/mL, 4 pg/mL, 0 pg/mL olacak sekilde degisik konsantrasyonlarda suda
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hazirlanmistir. Bir 96°lik kuyucuklu plaka igerisine degisik pH’lerde hazirlanmis olan
AuNP c¢ozeltilerinden 150°ser pL eklenmis (iki tekrarli) ve iizerlerine her bir kolon, bir
konsantrasyonlardaki antikor ¢dzeltisinden icerecek sekilde 10’ar pL antikor ¢ozeltisi
eklenmistir. Kuyucuklu plakalar, calkalayiciya koyulup 300 rpm’de 20 dk boyunca
calkalanmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga (0 pg/mL antikor kolonu harig¢) 20 pL
%10’luk NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dk daha calkalayicida yiiksek hizda ¢alkalanmistir.
Daha sonra 400-600 nm araligindaki absorpsiyon spektrumlari 6l¢iilmiis ve 520 nm ve
580 nm’deki degerler alinmistir. 580 nm’deki absorpsiyon degeri 520 nm’deki degerden
cikarilmig ve elde edilen en yiksek fark, en verimli konjugasyon olarak
degerlendirilmistir. Yiiriitiilen deney sonucunda en uygun pH 9, antikor konsantrasyonu
ise 15 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil 3.7). Tiim deney boyunca elde edilen bu pH’deki

AuNP ve belirlenen konsantrasyondaki antikor konjugasyon i¢in kullanilmistir.

Antikor konsantrasyonu (pg/mL)

20 17.5 15 125 10 8 6 4 0

S o [/RRNTESNTE ) Fadd
S O o or D
A A e N NN

\ J'
¥/ 77

pH

Sekil 3. 6. Antikor agregasyon testi goriintiileri.
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Sekil 3. 7. Agregasyon testi sonuclari.

3.3. Farkh Raman Etiketleri ile Altin Nanopartikiil Modifikasyonu

Hazirlanan konjugasyon ¢6zeltileri konjugasyon pedlerine 5 sn emdirilmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Yatay akis immunoassay platformlar1 hazirlanip
E.coli 6rnekleri sisteme verilmis ve SERS ile test ¢izgileri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen veriler
dogrultusunda 20 ve 50 mM DTNB igeren ¢ozeltilerde agregasyon goézlemlenmis, 1 ve 10
mM DTNB igeren ¢ozeltilerde ise agregasyon gozlemlenmemistir. Glutatyon kullanilan
cozeltilerin ise hi¢birinde agregasyon gézlemlenmemistir. Ancak glutatyon ile hazirlanan
konjugasyonlarin kullanildig1 6rneklerde tiim konsantrasyonlardaki SERS sinyalleri ¢ok
diistik ¢ikmistir. Bunun nedeni glutatyonun Raman sinyallerinin DTNB’ye kiyasla diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle etiket olarak DTNB kullanimma karar

verilmistir. 1 mM DTNB igen konjugasyon ¢ozeltisi kullanilan 6rneklerde sinyallerin
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yeterince yliksek olmasi ve daha az madde sarfiyat1 icin 1 mM DTNB konsantrasyonu

tercih edilmistir.

3.4. Yatay Akis Immnunoassay Platformlarinda E.coli Tayini

Optimize edilen kosullarda E.coli tayini i¢in kalibrasyon dogrusu elde etme
calismalari devam etmistir. Ornek damlatilan membranlarm tamamen kurumasi
beklenerek elde edilen test ¢izgileri (Sekil 3.8) SERS ile 6l¢tilmiistiir. Her bir 6lgtim test
cizgisi lizerinde 5 farkli bolgelerden 5 tekrarli olmak iizere almmustir. Olgiim igin 300 mwW
lazer giicii, 20x objektif, 60 s. uygulama siiresi kullanilmis ve SERS spektrumlari

alinmustir.
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Sekil 3. 8. Yatay akig immunoassay seritlerine E. coli 6rnekleri verildikten sonra goriiniimleri.
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Optimize edilen kosullarda E.coli 6rneklerinin hazirlanan yatay akis immunoassay
platformlarina uygulandiktan sonra test ¢izgisi lizerinden alinan SERS spektrumlar1 Sekil

3.9’da gosterilmistir.
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Sekil 3. 9. Artan bakteri derisimine karst DTNB’den gelen (1338cm™’de, N-O bag: arasindaki
simetrik gerilme titresimine ait) sinyaller.

Olgiimlerden elde edilen spektrumlar iizerinden kalibrasyon grafigi cizilmis (Sekil
3.10) ve bu degerlerden yararlanilarak elde edilen kalibrasyon sonuglar1 Cizelge 3.2°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3. 10. Alinan SERS spektrumlardan yararlanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi.

.Cizelge 3. 2. Elde edilen kalibrasyon sonuglar1.

Parametreler

Dogrusallik ve Aralik (kob/mL) 2,7x10* — 1,0x10°
Egim 114,47

Kesisim -65,642
Korelasyon katsayisi 0,9605

Teshis sinir1 (LOD) (kob/mL) 10

Tayin alt sinir1 (LOQ) (kob/mL) 27

Egimin standart hatasi 16,57

Kesisimin standart hatasi 6,32

Giin igi tekrar edilebilirlik (% BSS”) 9,21

Giinler arasi tekrar edilebilirlik (% BSS”) 16,41

" (n=5)



3.5. Secicilik Cahsmalan

Ayni1 derisimde hazirlanan Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis, Micrococcus

luteus, E.coli bakterilerinin yatay akis platformuna uygulandiktan sonra test ¢izgilerinden

elde edilen SERS spektrumlart (Sekil 3.11) degerlendirildiginde diger bakterilerin

sinyallerinin E.coli’den elde edilenlere gore olduk¢a diisiik oldugu gbzlemlenmistir.

Pargalanan bakterileden ise sinyal alinamamuistir.

E.coli

i nanatl Salmenella

Micrococcus

Bacillus

Blank

r N T * T ¥ T v T b T . T ’ T . T d T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 3. 11. Yatay akis immunoassay seritlerine ayn1 konsantrasyonda (10* kob/mL) farkl1 bakteri

ornekleri verildikten sonra alinan SERS spektrumlari.
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3.6. Yapay idrar Orneklerine Uygulama

Optimize edilen kosullarda yapay idrar 6rneklerinin (3 farkli derisimde E. coli spike
edilmistir) hazirlanan yatay akis immunoassay platformlaria uygulandiktan sonra alinan

SERS spektrumlar1 Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Sekil 3. 12. Test ¢izgisi lizerinde artan bakteri derisimine karst SERS sinyal artismi gdsteren
spektrumlar.

Elde edilen SERS verileri 1s181nda geri kazanim calismalarina ait veriler Cizelge

3.3’te Ozetlenmistir.

Cizelge 3. 3. Idrar 6rneklerinden elde edilen geri kazanim sonuglari

Eklenen E.coli miktar1 Bulunan miktar % Geri kazanim”® % BSS*
(log kob/mL) (log kob/mL)
2 2,13 106,58 3,8
3 3,16 105,22 7,6
4 3,84 95,95 10
*n=5

Elde edilen kirmiz1 ¢izgilerde bakteri varligini kanitlamak amaciyla bos yiizeyler ve

antikor ¢izilmis test bolgesiyle karsilastiritlmali SEM goriintiileri alinmustir ( Sekil 3.13).
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Sekil 3. 13. (a) Konjugasyon pedine emdirilmis altin nanokiirelerin SEM goriintiisii, (b) islem
gdrmemis nitroseliiloz membran SEM goriintiisii, (c) Antikor immobilize edilmis nitroseliiz
membran test bolgesinde E.coli ve nanokiirelerin etkilesiminin SEM goriintiisii.

Elde edilen goriintiilerle de gosterildigi gibi gelistirilen yatay akis immunoassay

seridinin E.coli bakterisi i¢in ¢alistigi kanitlanmistir.
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4. TARTISMA

Tez c¢aligmasit kapsaminda, yatay akis immunoassay teknigi ile Raman
spektroskopisinin birlestirilmesi ile bakteri tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir.
Raman sagilmasi, Ornege zarar vermeyen bir yontemdir ve bircok numuneye
uygulanabilmektedir. Substrat olarak altin, giimiis ve bakir kullanilan SERS ile
molekiillerin ¢ok diisiik miktarlar1 tayin edilebilmektedir. Hedef biyomolekiiliin SERS
spektrumlarindan elde edilen parmak izi, az seviyede numune hazirlanma asamasiyla
molekiil ve organizmalarin tanimlamasini miimkiin kilmaktadir. SERS’in 6nemi, klasik
Raman spektroskopisinin  tersine, yiizey secicilii ve yiiksek hassasiyetten
kaynaklanmaktadir (Moskovits ve Jeong, 2004; Talley ve ark., 2005; Anderson ve
Moskovits, 2006; Aroca, 2006; Olk ve ark., 2007; Fabris ve ark., 2008).

Literatiir calismalar1 incelendiginde Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus
epidermidis, Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecelis gibi gida patojenlerinin
hassas ve se¢ici tayininde SERS yOnteminin basariyla kullanildigi goriilmektedir (Fan ve
ark., 2011). SERS o6l¢iimleri i¢in ylizey hazirlama yontemleri giliniimiizde hizla
yaygmlasmaktadr ve  metal ylizeylere baglanan molekiillerin titresimsel
spektroskopilerinin iiretilmesinde kullanilan yaygin ve etkin bir yontem haline gelmistir
(Kang ve ark., 2002). SERS spektrumlar1 kullanilarak bakteri ve bakteri sporlarina 6zgii
karakteristik parmak izi bant desenlerinin saptanabilecegi ve bu sayede hedef
organizmalarin tanimlanabilecegi farkli ¢aligmalarda rapor edilmektedir (Sengupta ve
ark., 2005). Parmak izi bant desenleri kullanilarak tiir bazinda bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilabilirligini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Kahraman ve ark.,
2007). Bakteri tayinine yonelik yiiriitilen bu calismalar genelde karakterizasyon

calismalar1 olup gercek bir numune ortaminda analiz gerceklestirilmemistir. Gergek bir
47



numunede farkl: tiirde ve sayida bakteriler olabilecegi gibi ortamdan gelebilecek sinyaller
Raman spektrumlarmi oldukga karmasik hale getirmekte ve analizle ilgili yorum yapmak

giiclesmektedir (Cam ve ark., 2010).

Yatay akisli immunoassay teknigi kullanic1 egitimi ve ekipman gerektirmeyen basit
ve ucuz bir analitik yontemdir. Ayrica ¢cok az miktarda 6rnekle calisilma imkani veren,
¢oziici kullanilmayan, yikama islemlerine gerek duyulmayan, gida, gevre ve viicut
stvilarinda bulunan 6rneklerin tayininin hizlica gergeklestirildigi ve kagit tabanl oldugu
icin immunoassay kinetiginin ¢ok hizli oldugu bir tayin yontemi olarak ticari bir
potansiyele sahiptir. Fakat yatay akisli immunoassay ve kagit tabanli diger spot testlerde
en biiylik sorun sonuglarin diisiik hassasiyet ve diisiik dogrulukta (yanlis negatif veya
yanlis pozitif sonuglar) elde edilmesidir. Bu kapsamda bir analitik teknigin basit ve ucuz
olmasi en ideal durumdur ve bu 6zelliklerden dolay1 yatay akisli immunoassay teknigi en
yaygm kullanim alan1 hamilelik 6n testi uygulamasinda oldugu gibi laboratuvar disi,
yerinde analiz amagli kullanilabilen (point-of-care) ekonomik potansiyeli yiiksek popiiler
bir teknoloji olmustur (Wong ve Tse, 2009). Bu yatay akis immunoassay platformlari nitel
(Zhang ve ark., 2009), yar1 nicel (Tippkotter ve ark., 2009), nicel (Ngom ve ark., 2011),
tek analit ve ¢oklu analit seklinde olabilir. Coklu analit testleri, platformlarin ayn1 etiket
molekiil (reporter molecule) ya da nanopartikiil ile es zamanh ¢alismasini saglayacak
sekilde emis filmini (wicking membrane) tipik olarak farkli test alanlarma boler. Yiizeyde
giiclendirilmis Raman spektroskopisi nanoetiketleri de nitroseliiloz membranda yapilan
“yari-sandvi¢” nitel immunoassayde analitleri belirlemek igin kullanilmistir (Bishnoi ve
ark., 2011). Bu teknojilerin potansiyeline ragmen, klinik a¢idan 6nemli analitlerin
(biyobelirteg ve toksin) nicel 6lglimiiniin yatay akis immunoassay seklinde yapilmasina
ait literatiirde ¢ok az 6rnek bulunmaktadir (Noble ve ark., 2012; Yang ve ark., 2014). Bu
kapsamda bakteri tayinine yonelik SERS tabanli yatay akis immunoassay ile herhangi bir

literatiire rastlanmamustir.
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Tez kapsaminda yiiriitiilmiis olan ¢alismada E. coli tayini i¢gin SERS tabanli yatay
akis immiinoassay yontemi gelistirilmistir. Calismanin ilk basamagini optimizasyon
calismalar1 olusturmaktadir. Bu baglamda c¢alismada kullanilacak olan altin
nanopartikiiliin boyutlari, konjugasyon i¢in en uygun Raman etiketi, konjugasyon i¢in en
uygun antikor miktari, test membranmnm (nitroselilloz membranin) goézenek boyutu

belirlenmistir.

Bu amacla oncelikle konjugasyon ¢ozeltisinde hedef bakteriyi yakalayacak olan
antikorun etiketlenmesi i¢in kullanilacak nanopartikiiller Turkevich metoduna gére farkl
konsantrasyonlarda HAuCls kullanilarak cesitli boyutlarda sentezlenmistir. En uygun
boyutta olan1 belirleyebilmek i¢in tek E.coli konsantrasyonunda farkli boyuttaki
nanopartikiiller ayn1 kosullar altinda incelenmistir. Hazirlanan yatay akis seritlerine
ornekler uygulanmis ve kuruduktan sonra SERS 6l¢iimleri (300 mW lazer giicii, 20x
objektif, 60 s. uygulama siiresi) alinmistir. Elde edilen sonuglara gore hidrodinamik ¢ap1
21,56+4,52 nm olan altin nanopartikiil ile elde edilen SERS sinyal siddeti diger partikiil
boyutlarindan alman sinyallere gore daha yiiksek bulunmustur. Ayni zamanda bu
parcacigin -35,3 mV zeta potansiyeline sahip oldugu ve kolay topaklanma olmadigi,
konjugasyon pedine emdirildikten sonra da rengini korudugu ve yatay akis seritlerinde

akismin kolay saglandig1 gézlemlenmistir.

Konjugasyon pedinde kullanilacak altin nanopartikiil tizerindeki en uygun antikor
miktarmi saptamak igin ise agregasyon testi gerceklestirilmistir. Altin nanopartikiil
cozeltileri farkli pH degerine ayarlanarak kuyucuklu plaka i¢erisine alinmis ve tizerlerine
cesitli konsantrasyonlarda antikor c¢ozeltileri ve %10°luk NaCl ¢ozeltisi eklenerek

calkalanmistir. Siire sonunda 400-600 nm araligindaki absorpsiyon spektrumlar1 6l¢iilmiis
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ve 520 nm ve 580 nm deki degerler almmustir. 580 nm’deki absorpsiyon degeri 520
nm’deki degerden ¢ikarilmis ve elde edilen en yiiksek fark, en verimli konjugasyon olarak
degerlendirilmistir. Yiiritiilen deney sonucunda en uygun pH 9, antikor konsantrasyonu

ise 15 pg/mL olarak bulunmustur.

Yatay akis immunoassay seritlerinde kullanilacak en uygun test membranini
(nitroseliiloz membran) belirlemek i¢in farkli gozenek boyutlarina sahip membranlar
kullanilarak optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla; 5, 8, 10 ve 15 pum gozenek
biiyiikliigiine sahip nitroseliiloz membranlar kullanilmistir. Elde edilen SERS verileri
degerlendirildiginde en uygun membranm 10 um gbzenek biiytlikligiine sahip membran

oldugu belirlenmistir.

Optimize edilen kosullarda E.coli tayini igin kalibrasyon dogrusu elde etme
calismalar yiiriitiilmiis ve bu amagla 6rnek damlatilan membranlarin tamamen kurumasi
beklenerek elde edilen test ¢izgileri SERS ile dlgiilmiistiir. Her bir dl¢iim test ¢izgisi
iizerinde 5 farkli bolgelerden 5 tekrarli olmak tlizere, 300 mW lazer giicii, 20x objektif, 60
s. uygulama siiresi ile almmustir. Olgiimlerden elde edilen spektrumlar iizerinden
kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve bu degerlerden yararlanilarak elde edilen kalibrasyon

sonuglar1 degerlendirilmistir.

Kalibrasyon dogrusundan elde edilen sonucglara gore farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan E.coli (kob/mL) miktarlarina karst Raman siddeti arasindaki korelasyon
katsayilar1 kullanilarak dogrusallik degerlendirilmistir. 0.9226 olarak elde edilen bu deger

gelistirilen yontemin dogrusallik agisindan kabul edilebilir oldugunu ifade etmektedir.
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Calisma araliklar1 belirlenirken Raman siddetinin bakteri konsantrasyonuna karsi
dogrusal olarak arttig1 smirlar belirlenmistir. Analiz i¢in ¢alisma aralig1 10° kob/mL’den
sonra dogrusalliktan sapma gdstermistir. Bu sapma dikkate alindiginda ¢alisma araligi

2,7x10* - 1x10° kob/mL olarak belirlenmistir.

Giin i¢i ve giinler aras1 tekraredilebilirlik ¢alismalar1 1x10? kob/mL iizerinden
gergeklestirilmis ve % bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Bes tekrarh
gerceklestirilen ¢alismalarda giin i¢i ve giinler aras1 degerler sirasiyla % 9,21 ve % 16,41
olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu degerler FDA ve ICH’nin biyoanalitik yontem
validasyonu kilavuzuna gore gelistirilen yontemin kesinligi acisindan kabul edilebilir

oldugunu gostermektedir.

Secicilik c¢alismalarinda Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis, Micrococcus
luteus bakterilerinin yonteme etkilemesi incelenmistir. Elde edilen SERS spektrumlari
degerlendirildiginde diger bakterilerin sinyallerinin E.coli’den elde edilenlere gore
oldukg¢a diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu sonugta gelistirilen yontemin E.coli i¢in segici

oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen yontem yapay idrar orneklerine (3 farkli derisimde E. coli standart

ekleme yontemi kullanilarak) uygulanmis ve geri kazanim ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen geri kazanim sonuglar1 degerlendirildiginde % 106,58, % 105,22 ve %95,95

olarak bulunan geri kazanim degerleri yontemin dogrulugunu ifade etmektedir.
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Tez kapsaminda gelistirilmis olan yOntem literatliirde yapilmig caligmalarla

duyarlilik acisindan kiyasandiginda oldukca diisik LOD degerlerine sahip oldugu

goriilmektedir. Ayrica bazi yontemlerde diisiik LOD degerlerine ulasilabilmesine ragmen

nanopartikiillerin agregasyonundan kaynakl

gorilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. Literatiirde yapilmis benzer ¢alismalar

secicilik  sorunlari

ile karsilagildigi

R . LOD LOQ J
Tayin Yontemi (kob/mL) (kob/mL) Dogruluk (%) Uygulama Kaynak
Kolorimetrik - 1,14x103 - Siit (Chen ve ark., 2015)
Kolorimetrik - 2,8x10? - - (Cui ve ark., 2015)
Kolorimetrik 1x10° - - Dana eti (Wang ve ark., 2016)

Ekmek

Kolorimetrik 1x108

. ] - - Siit (Song ve ark., 2016)
Florimetrik 1x10°

Jole
Kolorimetrik Dana eti .
1x10? - - (Jin ve ark., 2017)
(Cep telefonu) Elma suyu
. ] 7,8x10° Nehir suyu (Mohammad ve ark.,
Kolorimetrik - -
3x108 Siit 2018)

Kolorimetrik 1,58x10* - 70,1 - 89,6 Siit (Wang ve ark., 2018)
Kolorimetrik - 1x10? 88,8 -110,3 Siit (Tao ve ark., 2018)

. ) 1,78x10? 92,86 - 95,02 Dana eti
Florimetrik - . (Hassan ve ark., 2019)

1,33x10? 95,11 - 97,98 Nehir suyu

SERS - 5x10* 94,19 - 107,59 Gida ornekleri  (Liu ve ark., 2019)
SERS 1x10?! 2,7x10! 95,95 - 106,58 Idrar Tez calismasi
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5. SONUC VE ONERILER

Tez c¢aligmasit kapsaminda, yatay akis immunoassay teknigi ile Raman
spektroskopisinin birlestirilmesi ile bakteri tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu
baglamda sitrat varliginda altin nanopartikiiller sentezlenmistir. Sentez parametreleri
optimize edilmis olan nanopartikiillerin karakterizasyon ¢alismalar1 yiiriitiilmiis ve yatay
akis immunoassay insasinda performanslari test edilmistir. Elde edilen SERS spektrum
sonuglarma gore en duyarl sonug veren partikiillerin %0.01 HAuCls kullanilarak sitrat
varliginda sentezlenen 21,56+4,52 nm boyutundaki parcacik oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda bu par¢acigim -35,3 mV zeta potansiyeline sahip oldugu ve kolay agrege
olmadigi, konjugasyon pedine emdirildikten sonra da rengini korudugu ve yatay akis

seritlerinde akisinin kolay saglandig1 gozlemlenmistir.

Altin nanopartikiil, antikor miktar1 ve nitroseliiloz membran optimizasyonlari
tamamlandiktan sonra elde edilen verilere gore yatay akis test seritlerine ¢esitli
konsantrasyonlarda E.coli uygulanmustir. Seritler tamamen kuruduktan sonra SERS
Olgtimleri alinmis ve sonuglar kalibrasyon grafigi iizerinden degerlendirilmistir. E.coli
bakterisi igin kalibrasyon grafiginde dogrusal arahik 2,7x10'-1x10% kob/mL, toplam
analiz sliresi bir saatten az ve teshis sinir1 ise 10 kob/mL olarak tespit edilmistir. Bakteri
tayini i¢in kullanilan nanopartikiillerin sentezi ve yiizey modifikasyonu, sentetik idrar gibi
kompleks bir matristen E.coli bakterisinin etkili bir sekilde teshisine olanak saglamis ve
ayrica biotinli antikorlarin kontrollii bir sekilde avidin-bagli nanopartikiil yiizeyine
immobilizasyonu ile de yatay akis immunoassay platformlar: {izerinden SERS sinyali
alinarak veri analizi yapilmistir. Ayrica seritler lizerinde test ¢izgisinden alman SEM

gortintiileri ile gelistirilen sistemin E.coli bakterisi i¢in ¢alistigi kanitlanmustir.
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Belirlenen optimum kosullarin yapay idrar Orneklerine uygulanmasi ile test
cizgilerinden elde edilen SERS spektrumlari, E.coli igermeyen idrar 6rnekleri ile E.coli
iceren idrar Ornekleri arasinda ciddi farklar oldugunu ve bakteri derisimine bagl olarak
da SERS sinyallerinde artis oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglarin kantitatif
olarak degerlendirilmesinde geri kazanim degerlerinin kabul edilebilir diizeyde oldugu
goriilmektedir. Yalnizca 10* kob/mL E.coli 6rneginin geri kazanim sonuglarmin (Cizelge
3.3) diger sonuglara gore tatmin edici olmadigr gézlemlenmistir. Bunun bir nedeni
logaritmik kalibrasyonlardaki kiigiik sinyal farklarmin yiiksek hatalara yol agmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica bakteri gibi biiylik boyutlu 6rneklerin kagit temelli analizinde
yasanabilecek siiriiklenmeme gibi sorunlar yontemin kantitatif performansinda bu gibi

hatalara yol agabilmektedir.

Bu tez calismasi sonucunda nanopartikiil, SERS o6l¢timleri ile kagit tabanli bakteri
miktar1 tayini konusunda bilgi birikimi saglanmistir. Bunlar arasinda; nanopartikiillerin
iiretimi, karakterizasyonu ve bu partikiillerle kurulan sistemlerde gercek numunelerde E.
coli bakterisi i¢in miktar tayini yapabilmesi 6nemli yer tutmaktadir. Genel olarak,
yiiriitiilen tez kapsaminda bakterilerin hizli bir sekilde tayin i¢in yontem gelistirilmesi,
ayni zamanda ulusal ekonomi i¢in de bliyiik bir 6neme sahiptir. Giiniimiizde 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde hizli, basit ve ucuz tayin yontemlerine ihtiya¢ vardir ve tez
kapsaminda gelistirilen kagit tabanli analitik sensoriin sahada hizli bakteri tanisinda

kullanilabilecek ticari iiriin potansiyeli bulunmaktadir.
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OZET

Escherichia coli Tayini icin Yatay Akis Immiinoassay Platformlarimin Gelistirilmesi

Bakterilerin hizli bir sekilde tespit edilmesi hastalik tanisi, ¢evre ve gida analizleri i¢in son
zamanlardaki en dnemli konulardan biridir. Bakterilerin varligim1 gosteren en dogru ve giivenilir
yontemler kiiltiirel yontemlerdir, ancak bu analizlerin sonuglanmasi 24 saat ya da daha uzun
stireler gerektirmektedir. Bu uzun bekleme siirelerini ortadan kaldirmak i¢in antijen-antikor
reaksiyonunu temel alan hizli antijen testleri gelistirilmistir. Fakat hizli antijen testlerinin en
onemli dezavantaj1 diisiik dogruluk ve diisiik duyarliliktir.

Yatay akis immunoassay sistemleri ucuz ve hizl bir alternatif olarak son yillarda oldukca
onem kazanmustir. Ancak bu sistemlerde nicel analiz i¢in renk degisimi 6lglimlerinin yerine, daha
diistik tayin limitlerine ulasabilecek yiiksek hassasiyet ve dogrulukta tayin yontemlerine ihtiyag
vardir. Bu amagla tez kapsaminda gelistirilen kagit tabanli yatay akis immunoassay sistemi
yiizeyde giiclendirilmis Raman spektroskopi (SERS) teknigi ile tayin edilmistir. Hedef bakteri
olarak secilen E.coli tayini, yikama islemlerine gerek kalmadan ve SERS etiketi sisteme dnceden
yerlestirilerek gergeklestirilmistir. Yatay akis immunoassay platformu 6rnek pedi, konjugasyon
pedi, nitroseliiloz membran ve absorban ped olmak tizere dort bélgeden olusacak sekilde insa
edilmistir. Ornegin sisteme verilmesi ile konjugasyon pedindeki nanopartikiil-antikor-bakteri
kompleksi test pedindeki antikorlar ile yakalanmis ve bu serit iizerinden E.coli tayini i¢in SERS
Olciimleri gerceklestirilmistir.

Yontemin segiciligi Salmonella Enteritidis, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus bakterileri
ile test edilmis ve bu bakterilerin SERS 6l¢timleri ile ger¢eklestirilen E.coli tayininde girisim etkisi
gdzlenmemistir. E.coli igin kalibrasyon grafiginde dogrusal aralik 2,7x10" - 1,0x10° kob/mL dir.
Tayin i¢in toplam analiz siiresi bir saatten az ve teshis sinir1 ise 10 kob/mL olarak tespit edildi.
Bakteri tayini icin kullanilabilecek nanopartikiillerin tasarimi, sentezi ve yiizey modifikasyonu,
karmagik bir numuneden E.coli bakterisinin etkili bir sekilde ayrilmasma olanak saglamis ve
ayrica biotinli antikorlarin kontrollii bir sekilde avidin-bagli nanopartikiil yiizeyine
immobilizasyonu ile de yatay akis immunoassay platformlari tizerinden SERS sinyali alinarak veri
analizi yapilmistir.

Hizli bakteri tayin yontemleri iilke ve diinya ekonomisinde giinden giine Onem
kazanmaktadir, gerceklestirilecek olan kdgit tabanli yatay akis immunoassay 6l¢timlerinin gegerli
bir alternatif yontem olarak cok yiiksek bir ekonomik potansiyele sahip oldugu acikca
goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri tayini, Escherichia coli, Nanopartikiil, Yatay akis immunoassay,
Yiizeyde giiclendirilmis Raman sag¢ilmasi

55



SUMMARY

Development of Lateral Flow Immunoassay Platform for Escherichia coli Detection

The fast detection of pathogenic bacteria has one of the most significant and recent subject
for food industry, environment and diagnostic analysis. The most accurate and reliable methods
for the presence of bacteria are cultural methods, but the results of these analyzes require 24 hours
or more. Rapid antigen tests based on the antigen-antibody reaction have been developed to
eliminate these long waiting times. However, the most important disadvantage of rapid antigen
tests is low accuracy and low sensitivity.

Lateral flow immunoassay systems have gained considerable importance in recent years as
a cheap and fast alternative. However, in these systems, instead of color change measurements for
guantitative analysis, high accuracy and accuracy determination methods are needed which can
reach lower detection limits. For this purpose, the paper-based lateral flow immunoassay system
developed within the scope of the thesis was determined by Raman spectroscopy (SERS)
technique on the surface. The determination of E.coli as the target bacteria was carried out without
the need for washing and pre-placing the SERS label on the system. The lateral flow immunoassay
platform is constructed of four zones: sample pad, conjugation pad, nitrocellulose membrane and
absorbent pad. After the sample was introduced into the system, the nanoparticle-antibody-
bacteria complex on the conjugation pad was captured with the antibodies on the test pad and
SERS measurements were performed for the determination of E.coli on this strip.

The selectivity of the method was tested with Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus and no interference effect was observed for the determination of E.coli by
SERS measurements. The linear range in the calibration for E.coli is 2.7x10-1.0x10" cfu/mL. The
total analysis time for the assay was less than one hour and the diagnostic limit was 10 cfu/mL.
The design, synthesis and surface modification of the nanoparticles that can be used for bacterial
determination enabled efficient separation of E. coli bacteria from a complex sample and also by
controlled immobilization of biotinylated antibodies to the avidin-bound nanoparticle surface and
data analysis by means of lateral flow immunoassay platforms.

Rapid bacterial determination methods are gaining importance day by day in the country
and world economy. It is clear that the paper-based lateral flow immunoassay measurements to be
performed have a very high economic potential as a viable alternative method.

Key words: Bacteria detection, Escherichia coli, Lateral flow immunoassay, Nanoparticles,
Surface enhanced Raman scattering.
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