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1. GIRIiS

insan hayatinin saglhkli bir sekilde devami igin &nemli
gereksinimler icerisinde on siralarda gelen besin ve su kaynaklarinin
saghkh olarak tuketiimesi gerekir. Patojenik kirlenmeye maruz kalmis,
sihhi olmayan kaynaklarin tuketilmesi saglik agisindan birgok probleme
neden olur. Bu tlr bir kirlenmenin takibinin yapilmasi ve saglikli
kaynaklarin tuketilmesini saglamak amaciyla ¢alismalarda model bakteri
olarak koliform grubu bakteriler kullaniimaktadir. Koliform grubu bakteriler
gidalarda ve sularda fekal kontaminasyonun gostergesi olarak bulunurlar.
Koliform grubunda bulunan bakterilerden florasi insan ve sicakkanli
hayvanlarin sindirim sistemleri olanlar, fekal koliform grubu bakteriler
olarak tanimlanir ve bu tur bakteriler fekal kontaminasyonun bir gostergesi
olarak kabul edilir. Bu grupta bulunan Escherichia coli (E. coli), mevcut
fekal kontaminasyonun varhdini givenilir olarak belirtip indikator olarak
kullanilir’. Gida mikrobiyolojisinde su ve cesitli gidalarda E. colinin fekal
kontaminasyonun indikatoru olarak kullaniimasinin nedeni digkida dogal
olarak bulunmasi, genel olarak patojen olmayan karaktere sahip olmasi ve
suda canli kalmasi olarak belirtilebilir®. Koliform grubuna dahil diger tyeler
toprak ve bitki kokenli olabilmektedirler. Herhangi bir su veya gida
orneginde E. coli'ye rastlanmasi, 6rnege dogrudan ya da dolayl yoldan
digki bulastigini gosterip Salmonella ve Shigella gibi yine bagirsak kokenli
olan primer patojenlerin de 6rnek icinde bulunabilecegi ihtimalini gosterir.
E. coli’'nin ¢ogu susu patojen olarak kabul edilmese de, bazi suslari gida

ve su kaynakli hastaliklara neden olabilmektedir®.

Koliform grubuna ait E. col’'nin bir indikatdér olarak
kullaniimasi nedeniyle E. coli veya diger patojenlerin tayini igin birgok

yontem gelistirilmistir. Ornegin; polimeraz zincir reaksiyonu, ELISA*®, DNA

:6,7,8

mikro dizilim teknikleri>"®, imUnosensor tabanli tekniklerG; manyetik



nanopartikiiller’, kuantum noktalar'® ve giimiis nanopartikiillere’’ dayali
birgcok nanopartikil tabanli biosensor gelistirilmistir. Geligtirilen bu
sensoérlerin istenilen hiz ve tayin sinirina ulasamamasi nedeniyle yeni
yontemler denenmistir. Bu noktada dikkatler; hizli DNA sekansini, patojen
tayinini, gida analizlerini ve hatta tek molekul tayinini mumkuin kilan bir
yontem olan Yuzeyde Kuvvetlendiriimis Raman Sagiimasina (SERS)
yogunlasmistir'?. SERS; altin, gimis gibi metal yapilarin yiizeyleri
Uzerinden birka¢g Angstrom mesafe kadar uzaginda bulunan molekillerin
elastik olmayan foton sacgilmasina dayanir. Belirli dalga boyunda
gonderilen 1sin ile metal yuzeyin etkilesmesi sonucu metal yuzey Gzerinde
kuvvetlenmis bir elektromanyetik alan olusur. Olugsan bu alan sonucu
sacgilmalara ait sinyaller 10° kez kuvvetlendirilmis bir sekilde elde edilir ve

daha hassas dlgiimlerin yapiimasi saglanir'”.

Bakteriler Uzerine SERS yontemi ile yapilan g¢alismalarda
genel olarak altin ve gumus nanopartikillerin bakterinin parmak izi
cikartilarak tanimlanmasi, parmak izi Uzerinden tur tayini ve cesitliligi
lizerine gerceklestirilmistir''*. Bunun disinda manyetik cekirdek {zerine
altin kapli nanopartikuller de biyosensor olarak biyo-ayirma temeli Gzerine

kurulu calismalarda SERS ydntemi ile kullaniimaktadir™.

Batin bu yontemlerin gelistiriimesinin temel amaci, gida ve
su kaynaklarinin  zararh mikroorganizmalar tarafindan kirletiimesi
durumunda saglik agisindan olasi tehlikelere karsi hizli bir tayin ydntemini
muamkin kilmaktir. Clnkd; E. coli’'nin tayininde kullanilan geleneksel
yontemler yavag ve zahmetli oldugundan geri kalmakta ve ihtiyaci

kargilayamamaktadir.

Mikroorganizmalarin optik, elektrokimyasal, biyokimyasal ve
fiziksel Ozelliklerinden yararlanilarak tayin edilmelerinde kullanilan

yontemlere genel bilgiler kisminda deginilecektir.



Bu calismada, E. coli’'nin hizl, hassas ve segici sekilde tayini
icin altin nanopartikuller kullanilarak SERS tabanli yeni bir analiz yontemi
gelistiriimesi ve gelistirilen yontemin mevcut geleneksel ve literaturde yer

alan yontemlerle karsilastiriimasi hedeflenmisgtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bakteriler

Mikroorganizmalar tek hucreli canlilar olarak kabul edilip
genel olarak protista alemi icerisinde yer almaktadirlar. Bazi
mikroorganizmalar farkli hicresel Ozelliklere sahip olduklari igin
birbirlerinden yapisal olarak ayrilmiglar ve protista aleminde Okaryot ve
prokaryot canlilar olarak alt gruplara ayrilip incelenmeye baslanmiglardir.
Bakteriler, hdcresel organizasyonlarina bakildiginda c¢ekirdek zari

icermedikleri icin  prokaryotlarin  bir tiirii olarak  gdsterilmistir'®.

Mikroorganizmalarin siniflandiriimasi sekil 1’de gdsterilmistir.

Protista Alemi

Prokaryotlar Okaryotlar

[ Bakteriler } [Mavi-Yesil AIgIerJ [ Mantarlar } E Algler } {Tek Hﬁcreliler}

Kifler

i

Mayalar

Sekil 1. Protista alemine dahil olan mikroorganizmalarin siniflandiriimasi



Protista alemi icerisinde bakteriler tek hucreli canhlarin buyuk
bir kismini olustururlar ve 1sik mikroskobunda gozlenebilirler. Bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilan en o6nemli kriterler bakterilerin sekil ve
bayuklukleridir. Buyuklukleri 1-10 pym arasinda degisir ve degisik sekiller
gOsterebilirler. En yaygin olan bakteri sekilleri kok ve basildir. Bunlarin
disinda ince, uzun iplik seklinde hife olusturan bakterilerle, spiral veya

sarmal sekilli bakteriler de mevcuttur'’.

— Basil
Kok
Diplokok

o
o8
9900999 Streptakok
9 Stafilakok

Vibrio
‘/V‘ Spiral

Sekil 2. En yaygin bakteri sekilleri'®

Bakterilerin sekil ve buyUkliklerine goére 1sik mikroskobu
altinda incelenmesi, boyama yéntemleri ve bunun gibi farkh birgok yontem
kullanillarak bakteri alemi igerisinde birgok bilimsel siniflandirma
yapilmistir. Bu siniflandirma igerisinde, deneysel ¢alismalarda kullanilan
koliform bakteriler gurubunda yer alan fekal orijinli Escherichia coli (E.
coli); Eubacteria aleminin, Proteobacteria subesine, Enterobacteriaceae
(koliform grup) familyasina aittir. Genel olarak koliform bakteriler
Enterobacteriaceae familyasi iginde yer alan ve laktozdan 35°C’de 48 saat
icinde gaz olusturma yetenedine sahip bakterilerdir. Bu bakteriler gram
negatif, sporsuz, cubuk seklinde olup aerobik veya fakultatif
anaerobiktirler'”. E. coli'nin temel habitati insan ve sicakkanli hayvanlarin
bagirsak sistemidir. E. coli’'nin gidada ya da su kaynaklarinda bulunmasi,

fekal orijinli olmasi nedeniyle, genel olarak gidaya ve su kaynagina direkt



ya da indirekt yolla bir digki bulagisinin olduguna igsaret eder. Buna bagh
olarak da E. coli varligi, gidalarda ve su kaynaklarinda enterik patojen
bakterilerin  bulunabileceginin  klasik bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir’”’.

2.1.1. Escherichia coli’nin Genel Ozellikleri

Su ve gidalarda digki kaynakli olasi bir kontaminasyondan
kaynaklanan patojen tehtidi icin indikator olarak onemli gorev Ustlenen E.
coli ilk olarak Theodor Escherich tarafindan hasta olan bir gocugun diski
orneginden izole edilerek dnce Bacterium coli commune olarak, daha

sonra ise Escherichia coli olarak adlandirilip literatiire gecmistir'®.
2.1.2. E. coli’nin Hlicre Yapisi

Genel olarak, ¢cogu canh hucre oldukga klguktir ve kati ya
da esnek hicre membranina sahiptir. Hucrenin i¢ kismi proteinlerin,
karbonhidratlarin ve diger kompleks organizma bilesiklerinin bulundugu

sitoplazma olarak adlandirilan koloidal bir karisimi igerir.

2.1.2.1. Hicre Duvari

Hucre duvari, renksiz, yumusak ve esnek bir yapiya sahip
olup hicrenin sekil ve dayanikhligini saglar. Hlcre duvari, biyume ile
surekli genigler ve hucre gelisimine bagli olarak degigir, enzimleri ve diger
yuksek etkinlikteki maddeleri igerisinde barindirir. Hucre duvari, hucre

kuru maddesinin yaklasik %19’una sahiptir.

Yapisi itibari ile ¢ok kath bir géoriunumde olan zar maddesinin
yaklasik % 80’nini polisakkaritler teskil eder. Ultramikroskobik incelemede,

demetler halinde bir yapi gdsteren hucre duvarinda; bu polisakkaritler



uzunlamasina molekul zincirlerine sahip olan yapi elemanlarini olusturur.
Hucre yapisi kimyasal bilesen olarak sellloz, kitin, seltloz-glukan, seltloz-
kitin, kitin-kitozan, kitin-glukan, glukan-mannan gibi polisakkaritleri
barindirir ve bu yapilar organizmanin familyasini ayirt etmede yardimci

olurlar.

2.1.2.2. Hiicre Duvarinin Fonksiyonlari

e Hducre ici ve hucre disindaki ortam arasinda bulunan
ozmotik basingtan dolayi bakterinin pargalanmasini dnlemek,

o Bakteriye karakteristik seklini kazandirmaktir.

Gram negatif bakterilerde hlcre duvari kalinhgi yaklagsik
olarak 10 nm’dir ve hucre duvari alanin, glisin, glutamik asit ve lizin gibi

degisik aminoasitlerden olusur.

Gram-negatif bakteriler, gram-pozitif bakterilerden daha
kompleks bir hucre duvarina sahiptir ve degisik aminoasitler ile belirli
miktarda lipit, polisakkarit ve protein bileseni igerirler. Sekil 3, hucre duvari

yapisini gdstermektedir®.

Lipopolisakkaritler Porlar Fosfolipitler

Dz membran \
katmani I"| :

Lipoproteinler

Membran Proteini

Sekil 3. Gram negatif organizmalarin hiicre yapisi goriiniimii*'



2.1.2.3. Membran zari (Stoplazma zari)

Mikroorganizma hucrelerinde hicre duvari altinda ikinci bir
zar yer alir ve bu zar stoplazmay! kusattigi icin stoplazma zari olarak
tanimlanir. Stoplazma zar1 da hicre duvari gibi gok katlidir. Toplam 12 nm
kalinhgindaki bu zarin 6 nm’lik orta tabakasi fosfolipitlerden, 3’er nm’lik ig
ve dis tabakalari ise proteinlerden olugsmaktadir. Orta tabakayi olusturan
fosfolipitlere ait hidrofobik uglar ice, hidrofilik uclar ise disa dogru
yonlenmistir. Stoplazma zari bu yapisi ile hiicrenin madde aligverisinde

bilyiik 5Snem tasir'.

2.1.2.4. Stoplazma

Hucre organellerini c¢evreleyen renksiz, protein benzeri
maddelerden olusan bir jel yapisindadir. Stoplazma, ¢ok sayida zar
tarafindan bolinmis olup dedisik membran yapisina sahip hucre
organellerini, ribozomlari ve diger hicre igeriklerini barindirir. Stoplazma
icinde yer alan organellerden en oOnemlileri mitokondri, golgi cisimcigi,
ribozomlar ve endoplazmik retikulumdur. Sekil 4'de E. coli ve huicre

bilesenlerinin sematik gosterimi verilmigtir.

sitoplazma

kapsiil
h. duvar

sitoplazma
zari
ribozom

pili

Sekil 4. E. coli ve E. coli hiicre bilegenlerinin gematik giisterimi22



2.1.3 Morfolojik Ozellikleri

Bakteri morfolojisi; makroskobik ve mikroskobik morfoloiji
olarak ikiye ayrilabilir. Makroskobik morfoloji daha ¢ok bakterilerin koloni
morfolojisi olarak bilinmektedir. Ancak makroskobik morfoloji kavrami
icinde, bakterilerin kati ve sivi besiyerlerindeki Ureme sekilleri,
olusturduklari  yapilar ve meydana getirdikleri degisimler de

incelenebilmektedir.

2.1.3.1. Makroskobik Morfoloiji

2.1.3.1.1. Bakterilerin Koloni Morfolojisi

Koloni; bir bakteri hicresinin kati bir besiyerinde dustugu
herhangi bir noktada ¢ok sayida bdlinmeler gegirerek olusturdugu ve
ciplak go6zle goriulebilen hicre toplulugu seklinde bir yapi olarak tarif
edilebilir. Bu durumda bir kolonide yalnizca belli bir bakteri turune ait
hacreler bulunur. Koloni sayimlarinda da bu tanimdan hareketle, bir
koloninin bir hiicreye esdeger oldugu varsayilmaktadir. Her bakteri belli bir
besiyerinde, kosullar degistiriimedigi surece kendine 6zgu karakterde
koloniler olusturur. Ayni bakteri degisik bir besiyerine ekildiginde ise farkh

bir koloni morfolojisi gdsterebilir?>.



FORM (istten)

Yuvarlak Diizensiz Filamenth Kaoksi hf

YIUTKSEELIK (Yandan)

Damla benzeri  Kubbeli Diiz Gébekli Erater benzeri
EENAR
Dtz Dalgah Tiiylit Bukleli Loblu

Sekil 5. Bakterilerin koloni morfolojileri**

2.1.3.2. Mikroskobik Morfoloji

Bakteriler genel olarak seffaftir ve bu nedenle mikroskop

altinda direkt olarak incelenmeleri guctar.

Bakterileri tanimlama yollarindan birisi onlari boyayarak
incelemektir. Bakteriler boyanarak, bakterilerin mikroskobik morfolojileri
(sekilleri, buyuklukleri, dizilis sekilleri, belli hiicre organellerinin varligi ve
yapisl) ve c¢esitli  boyalara karsi davraniglari  hakkinda  bilgi
edinilebilmektedir. Cesitli boya ve bu boyalara olan davraniglarina gore

bakteriler Gram pozitif, Gram negatif bakteriler olarak ayrilabilirler.

Hem makroskobik hem de mikroskobik morfoloji 6zelliklerine
bakildiginda, E. coli yaklasik olarak 2-6 um boyunda ve 1,0-1,5 ym eninde
duz, uclari yuvarlak comak seklinde bir bakteridir. Bazi kulturlerde koka
benzeyip kisa, bazi kultirlerde de normalden uzun Y harfi seklinde
dallanan filamentli sekillerde bulunabilir. Peritrik kirpikleri sayesinde

hareket yetisi kazanmiglardir. Fakat bu hareketleri oldukga yavastir.
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Hareketli suslarinin yani sira hareketsiz susglari da saptanmistir. Bazi
suglari ise kapsulludur. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanan koliform grubu

E. coli gram negatiftir 2>%°.

2.1.4. Antijenik Yapisi

E.col’nin somatik (O), kirpik (H) ve kapsul (K) antijenleri

vardir.

Somatik (O) antijenleri bakteri duvari ile ilgilidir. Alkol ve 1siya
dayanikhdir, formole ise duyarlidir. 150’den fazla varyasyon gosterebilir ve
bazen bir bakteride birden fazla (O) antijeni bulunabilir. Olusan antikorlar

(Immune Globuline M) IgM yapisindadirlar.

Kirpik (H) antijeni flagele yerlesmistir. Alkol ve isiya duyarl,
formole direnglidir. 50’den fazla turG vardir. Buna karsi organizmada
olusan antikorlar (Immune Globuline G) IgG yapisindadir. Flagellin adi
verilen proteinden olusur. Bakteriler (H) antijenini kaybedip, uygun

ortamlarda tekrar olusturabilirler.

Kapstl (K) antijeni kapsulli bakterilerde bulunur. Klebsiella,
E. coli ve diger bazi enterik bakteriler bu antijeni icerirler. 100 kadar tipi
vardir. Polisakkarit yapisinda, 1siya dayanikli ve bakteri yuzeyinde yer alan
bir antijendir. 100-120 °C’de 1-2 saatte kaybolurlar. (K) antijeni bakterinin

virulansini saglar'®.

2.1.5. Biyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli gram negatif, fakdltatif anaerobik ve spor

olusturmayan bir bakteridir. E. coli, tipik olarak gubuk seklinde olup
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yaklasik 2 ym uzunlugunda, 0,5 ym c¢apinda, 0,6-0,7 um? hiicre hacmine

sahip bir canlidir %/,

Genis alana yayllmis c¢esitli substratlarin  Gzerinde
yasayabilirler. Bu substratlar da anaerobik kosullar altinda asit
fermantasyonu sonucu laktat, suksinat, etanol, asetat ve karbondioksit
uretir. E. coli icin optimum gelisme 37 °C’de gergeklesir. Fakat, bazi turleri
en iyi gelisimi 49 °C’de gosterirler. Buyume, trimetilamin N-oksit, oksijen,
nitrat, dimetil sulfoksit gibi substratlarin indirgenmesi ve purivik asit, formik
asit, hidrojen ve aminoasitlerin yukseltgenmesini iceren redoks ciftlerinin

aerobik veya anaerobik solunumda kullaniimasi ile gerceklesir®.

Flagella’'ya sahip olan turleri bulunduklari ortam itibari ile
ylzebilir ve kendiliginden hareket edebilirler®. Hareketlerini saglayan

flagella tlylU bir dizenlemeye sahiptir.

E. coli ve E. coli’'ye benzer bakteriler, bakteriyel konjligasyon,
transduksiyon veya transformasyon ile DNA transferi yaparak genetik
materyallerini kendilerinden sonraki populasyona aktarabilirler. Bu proses
ile shiga toksinlerini bakteriyofajlarin tasimasi sonucu, gen kodlarini
Shigella’dan E. coli 0157:H7 ye aktarmislardir®®.

2.1.6. Kimyasal Yapisi

Batin canh hicrelerde oldugu gibi E. coli hicresinin
yapisinda organik maddeler, inorganik maddeler ve su bulunur. Su, genel
olarak bakterilerin %70-90'ik kismini olusturur. Bakteri sporlarinda bu

oran %40-50'ye duser.

Organik maddeler kuru agirhgin  %50-90'in1  olusturur.
Organik maddelerin baslicalari, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve

nukleik asitlerdir.
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Genel olarak bakterilerde en ¢ok karbon, hidrojen, oksijen,
azot, kukurt, fosfor gibi elementlerin yani sira daha az oranda da sodyum,

potasyum, magnezyum, klor, demir, bakir, ¢inko bulunmaktadir.

E. col’'nin yapisinda bulunan karbonhidratlar, polisakkarit
seklinde vel/veya glikoprotein yapisinda olabilir. Cins ya da tipe 6zgu
Ozellikleri nedeniyle bu karbonhidratlar serolojik tanida kullanilabilirler.
Lipidler, bazi bakterilerde ylksek oranda bulunur ve proteinlerle birlesmis
yapilar da olusturabilirler. inorganik maddeler, bakteri kuru agirhginin %2-

30'u arasinda degisir. Daha c¢ok tuz seklinde bulunurlar®”.
2.1.7. Patojenik Ozellikleri

E.coli memelilerin ve kuslarin normal bagirsak florasinda
bulunup, burada diger flora bakterileri ve organizmalar ile denge iginde
kaldigi surece hastalik yapmaz. Ancak belli kogullar altinda E.coli insanlar
ve hayvanlar icin patojen olup, kanli ve kansiz diyare seklinde ortaya ¢ikan

bagirsak hastaliklarina neden olur®.

Bagirsak kanali disina ¢ikip diger dokulara yerlegsmeleri ve
cesitli klinik tablolara yol agmalari sik gorilen durumlardir. Ozellikle idrar
yollari, safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve meninkslere ulasan

E.coli bakterileri dnemli hastaliklara yol agarlar®.
2.1.8. K12 Serotipi

E. coli’nin birgok susuna ait sekans dizilimi belirlenip detayh
olarak uzun yillar ¢alisiimistir. E. coli K-12 serotipi “tim genom dizilimi i¢in
aday olarak 6nerilen” ilk organizmadir **. Bu serotip 4.639.221 baz ciftli tek
bir dairesel kromozoma sahiptir ve 4288 protein-kodlama geni

tasimaktadir. Bu genlerin % 38’i protein olusumu Uzerinde baskin nitelik
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tasimamaktadir. E. coli K-12 genomu diger E. coli genomlari gibi %50,8
G+C icerigi tasimaktadir. Calismalarda E. coli’'nin model bakteri olarak
secilmesindeki en 6nemli nedenlerden biri de hakkinda bu kadar fazla

calisma yapilmis olmasidir.

2.2. Escherichia coli Geligimi ve Canlihgi

Bakteri Uremesi mikroorganizma bilesenlerinin belirli bir
duzende sentezi ve bakteri cogalmasi anlamina gelir. Bakteri Uremesi
hicre konsantrasyonu veya hicre yogunlugu olarak olgulebilir. Hucre
konsantrasyonu canli hicre sayisi ile ilgilidir. Hicre yogunlugu ise kuru
agirhk tayini Uzerinden veya azot tayini Uzerinden hesaplanabilir.
Bakteriler ikiye bolunerek c¢ogalirlar. Bakterilerde jenerasyon hucre

adedinin iki misline ¢ikmasi olarak tarif edilir.

Bakterilerin ¢ogalmalarinda ana hatlari ile 4 ddnem

saptanmigtir:

A) Lag fazi

B) Ekponansiyel faz
C) Durgun faz

D) Oliim fazi

14



1 ) s
Lag Fazi- | Eksponansiyel | Durgun Faz- ' Olii Faz-

Biiyiime ' Faz- Her 20 i Biiyiimenin durmasi | Bakterilerin
baslangici | dakikada bir q =~ i hizh gergeklesen
: iki kati1 artis ‘I Teorik olarak : aliimii
- ehsponansiyel
« biiyiime
A

Bakteri sayisi

4

Zaman

Sekil.6. Bakterierin iiremesi ve biiyiimesi*®

A - (Lag fazi): Bir bakteri toplulugu, yluksek besin bulunduran
bir ortama ilk girdiginde hucrelerin yeni ortamlarina adapte olmalari
gerekir. Buyumenin ilk evresi bekleme asamasidir. Bu yavas blyume
déneminde hucreler yuksek besili ortama adapte olup hizli biylimeye
hazirlanirlar. Hizh blydme igin gerekli olan proteinler Uretilmektedir ve

biyosentez hizi yuksektir.

B - (Eksponansiyel faz): Logaritmik artis evresinde toplam
bakteri sayisi hizla katlanmaya baslar ve besinlerden biri tlkenip

sinirlayici olana kadar devam eder.

C - (Durgun faz / sabit buyume evresi): Besinler tukenmeye
baglamistir ve mikroorganizmalarca Uretilen toksik maddelerin miktari
artmaktadir. Hucreler metabolik etkinliklerini azaltir ve hucresel

proteinlerini harcar.

D - (Olum fazi): Besin yetersizligi ve asiri yiiklenme

sebebiyle hiicreler dlmeye baslar °.
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2.3. Mikroorganizma Tayininde Kullanilan Yéntemler

Bir gida maddesinde ya da herhangi bir materyalde E. coli
aranma ve sayllmasi icin kullanilan tim standart yontemler koliform grup
aranmasina yoneliktir. Bu yontemler en muhtemel sayi (EMS) yontemi,
kati besiyeri kullanilan yontemler, membran filtrasyon yontemi ve hizl

sayim yontemleri olarak gruplandiriimaktadir.
2.3.1. Klasik Yontemler

2.3.1.1. Kuru madde tayinine dayali yontem

Kuru madde miktari biyokutlenin tahmini icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu amacla, belirli bir hacme sahip belirli bir
mikroorganizma kultirindeki (saf kdltir) htcreler damitik su ile
yikandiktan sonra kuru madde tayinleri yapilmaktadir®. Bu prosediir
substrat olarak ¢ozinmeyen katilar kullanildiginda, gercek biyokutleyi
vermeyece@i gibi dustk mikroorganizma miktarlarinda da tayini

zorlastirmaktadir.

2.3.1.2. Mikroskobik sayim yontemi

Bu yontem dahilinde hucreler, 6zel Uretilen lamlarin (Thoma
lami, Howard lami vb.), kullanim icin belli bir hazirlik gerektiren normal
lamlarin (Breed yontemi) veya membran filtrelerin Uzerine yayilarak ya
dogrudan ya da boyama islemi sonrasinda mikroskopta sayilmaktadir®.
Sayim sonucu mikroskobik sayi/ml veya mikroskobik sayi/gram olarak
verilmektedir’’. Cogu geleneksel yénteme gore oldukca hizli olsada, bu
yontemde canli ve 6lU hlcreler ayirt edilemediginden ve hucreler ile 6rnek

icerisindeki partikuller kararistirilabilmektedir
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2.3.1.3. En Muhtemel Sayi Yontemi

Genellikle koliform grup/fekal koliform grup bakteriler / E. coli
sayiminda EMS yontemi tercih ediimekte ve yontem (¢ asamada

uygulanmaktadir. Bu agsamalar sirasiyla:

- Koliform grup bakterilerin muhtemel sayisini belirlemek,
- Koliformlarin kesin sayisini onaylamak ve ayni anda farkl
bir besiyerinde fekal koliformlarin sayisini belirlemek,

- E. coli sayisini belirlemektir.

Tark Standartlarn Enstitust (TSE) ve Uluslararasi Standartlar
Orglti (1ISO) ‘nlin koliform grup bakterilerin numune igerisinde aranmasi
yonelik galigmalar, standart analiz yontemlerine gore hazirlanan 6rnegin
dilisyonlari icerisinden ardisik bes dilusyondan uger adet Lauril Suilfat
Triptoz Broth (LST) besiyerine birer mL ekim yapilmasi ve 37°C'de 24
(gerekirse 48) saat inkibasyondan sonra pozitif sonu¢ veren tlpler
muhtemel koliform olarak degerlendiriimesine dayanmaktadir. Bu yonteme
gore, muhtemel koliformlarin sayisini dogrulamak igin de Brilliant Green
Bile Broth (BGBB) besiyerine ekim yapilmakta ve 37 °C'de 24 (gerekirse
48) saat inklbasyondan sonra pozitif sonug veren tupler koliform grup

olarak dogrulanmaktadir®.

TS 6063/ISO 7251'e gore E. coli aranmasi, ardigik bes
dilisyondan Uger adet LST besiyerine 1’er mL ekim yapilarak 37°C'de 24
(gerekirse 48) saat inkUbasyona birakilarak baglatilir. Bu noktada pozitif
sonug veren tliplerden su banyosunda 44,5°C'de tutulan E. coli (EC) Broth
besiyerlerine ekim yapilmakta ve gaz olusumu igin yine 44,5°C'de 24
(gerekirse 48) saat inkiibe edilmektedir. Bu stre sonunda gaz olusumu
gozlenen tuplerin fekal koliform igerdigi varsayilmaktadir. Testin bir sonraki

asamasinda EC Broth besiyerinde pozitif sonu¢ alinan 6rneklerden
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44,5°C'deki Tripton Water (TW) besiyerine ekim yapilarak yine ayni
derecede 48 saat inkibasyona birakilir ve bu sure sonunda indol testi
gergeklestirilir. Eger indol testi pozitif sonuglanirsa pozitif sonuglar igeren
tiplerde E. coli, pozitif sonu¢ vermeyen diger tlplerde ise E. coli disindaki

diger fekal koliformlarin oldugu sonucu c¢ikarilr.

Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC)'nin
koliform grup/E. coli aranmasi i¢in 6nerdigi yontem ise EMS ydntemidir.
Bu yonteme gore hazirlanan o6rnek dilusyonlarindan ardisik Ug¢
dilisyondan 3’er adet LST besiyerine 1’er mL ekim yapilmakta, 35°C'de 48
saat suren inkubasyondan sonra pozitif sonug veren tupler muhtemel
koliform grup olarak degerlendiriimektedir. Bu degerlendirme asamasinda
pozitif sonu¢ veren tuplerden BGBB ve EC Broth besiyerlerine ekim
yapilip 35°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra, BGBB tlplerinden alinan
pozitif sonuclar koliform grup olarak dogrulanmakta, 44,5°C'de 48 saate
kadar inkiibe edilen EC Broth tuplerinden alinan pozitif sonuglar ise fekal
koliform olarak kabul edilmekte ve sayilmaktadir. Bu asamanin ardindan
ayrica Eosin Metilen Blue Agar (EMB) besiyeri Uzerine pozitif sonuglu
tiplerden alinan Ornekler ile sirme yapilarak gram boyama ve IMVEC

testlerinin uygulanmasi ile de E. coli'nin varligi dogrulanmaktadir®.

Amerikan Halk Saghgi Kurulusu (American Public Health
Association; APHA) tarfindan onerilen Amerikan standartlari yontemine
gore koliform E. coli aranmasinda % 0,5 Laktoz Broth (LB)
kullaniimaktadir. Buna gore her biri 20 ml LB besiyeri iceren 15 adet tupe,
5X10 ml, 5X1 ml ve 5X0,1 ml olacak sekilde ekim yapilmakta ve tupler
35°C'de 24-48 saat inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon sonunda gaz
olusturan tlpler muhtemel koliform olarak kabul edilmektedir Daha sonra
gaz olusturan bu tiiplerden EMB agara siirme yapilmakta ve 35°C'de 24
saat inkubasyona birakilmaktadir. Eder bu besiyerinde tipik E. coli

kolonileri olusmus ise tamamlama testi yapiimakta, olusmamis ise teste
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burada son verilmektedir. Tamamlama testinde EMB agardan birkag
degisik koloni alinarak LB fermentasyon besiyerine ve yatik Nutrient Agar
(NA) besiyerine ekim yapilarak her iki besiyeri de 35°C'de 24 saat
inkiibasyona birakiimaktadir. inkiilbasyon sonunda LB besiyerinde gaz
olusmus ve NA'dan alinan kolonilerde gram negatif sporsuz cubuk
bakteriler tespit edilmis ise su 6rneginde koliform grup mikroorganizma
oldugu kabul edilmektedir. Ayni kurulus fekal koliform testi icin EC Broth
besiyerinde 44+0,2°C'de 48 saat inkibasyon sonunda gaz olusumu

gorilen tiiplerin fekal koliform olarak degerlendiriimesini dnermektedir®’.

2.3.1.4. Kati Besiyeri Yontemi

Pek c¢ok kurulus tarafindan koliform grup ve E. coli
aranmasinda standart yontem olarak EMS yontemi g0sterilirken, 6zellikle
izolasyon amacli sayim calismalarinda kati besiyeri kullaniimaktadir. Bu
amagla yaygin olarak kullanilan besiyeri Violet Bile Red (VRB) Agardir. Bu
besiyerinde sayim yapilirken yayma, dokme ve cift tabaka dokme plak

yontemleri uygulanmaktadir®.

VRB Agar besiyerine alternatif olarak Petrifilm VRB ydntemi
de kullanilabilmektedir. Bu yonteme gore VRB Laktoz Agar besiyeri
kullaniimasi Onerilmektedir. Besiyeri bilesiminde katilastirici ajan olarak
agar yerine soguk suda ¢ozulebilen bir madde kullaniimaktadir. Bilesenler
kurutularak UGzeri plastik film ile kaplanmis halde kullanima hazir olarak
satilmaktadir. Yonteme gore seyreltiden veya direkt ornekten 1 ml alinarak
besiyeri Uzerine ilave edilir. Plastik film Uzerine basing uygulanarak
ornegin 20 cm? alana yayllmasi saglanir. 32+1°C'de 2442 saat
inkibasyondan sonra, etrafinda bir veya daha fazla gaz kabarcigi gériinen
koloniler koliform olarak sayilir. Burada ister koliform ister baska bir tur

olsun, kolonilerin kirmizi renkli olacagi unutulmamahdir®’.
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E. coli sayiminda kati besiyeri olarak Triptik Soy Agar (TSA)
besiyeri de kullaniimaktadir. Dokme plak yontemi ile hazirlanan petri
kutulari 35°C'de 2 saat inkiibasyondan sonra besiyerinin (zeri ikinci
tabaka olarak VRB Agar ile kaplanmakta ve inkiibasyona 44,5 °C'de 24
saat devam edilmektedir. Bu yontemle, hasar gormus E. coli hucrelerinin

sayiminda daha iyi sonuclar alinmaktadir®.

2.3.1.5. Membran Filtrasyon Yontemi

Hidrofobik Grid Membran Filtre (HGMF) teknigi, 6zellikle su
ve diger sivi gidalarin analizinde kullaniimaktadir. Bu teknikte 6rnek once
bir membran filtreden gecirilerek mikroorganizmalar filtre Uzerinde
tutulmaktadir. Daha sonra bu filtreler uygun bir besiyeri Uzerine, arada
hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirimekte ve olusan koloni
sayisindan materyaldeki mikroorganizma sayisi hesaplanmaktadir.
Filtreler Uzerinde bulunan birbirini dik kesen hidrofobik hatlar, olusan
kolonilerin dagilmasini Onlemekte ve bdylece sayim yapilmasini
kolaylagtirmaktadir. HGMF teknigi ile E. coli sayimi AOAC tarafindan

standart analiz yontemi olarak kabul edilmistir*?.

Membran filtrasyon tekniginin bazi ustunltkleri
bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlileri; Ornekte az sayida
mikroorganizmanin bulunmasi durumunda bile belileme imkani vermesi

ve inkiibasyondan sonra filtrelerin kurutularak saklanabilmesidir®.

HGMF ile fekal koliform sayilmasinda filtre, TSA besiyerine
yerlestiriimekte ve kuru gidalar igin 25°C'de 4-5 saat, diger gidalar igin
35°C'de 4-5 saat olmak Uzere, hasar gormis ve stres altindaki
mikroorganizmalarin tekrar aktivite kazanmalarini saglamak amaci ile bir
on inkibasyon uygulanmaktadir. Filtreler buradan m-FC Agar (modified-

Fecal Coliform) besiyerine alinmakta ve 44,5°C'de 24 saat inkiibasyona
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birakilmaktadir. inkiibasyon sonunda bir veya daha ¢ok mavi renkli koloni
gelisimi goérulen alanlar belirlenmekte ve degerlendirme koliform

sayiminda oldugu gibi yapilmaktadir®.

2.3.1.6 Koliform Grup ve E. coli’'nin Tanimlanmasi

Uluslararasi standart kontrol drgutleri tarafindan E. coli 'nin
dogrulama testleri olarak IMVEC testleri gésterilmektedir (I: indol testi, M:
Metil red testi, V: Voges-Proskauer testi, E: Eijkman testi veya
44,5+0,2°C'de gelisme testi, C: Sitrat testi). IMVEC testlerine ilaveten
HOMoC testleri de yapilmaktadir (H: Hidrojen sdlfur olusum testi, O:
Ornitin dekarboksilaz testi, Mo: Hareketlilik testi, C: Sitrat testi). Ayrica;
glikozdan gaz olusumu, laktoz, mannit, sorbitol fermentasyon testleri, lisin
dekarboksilasyonu, H>S olusumu testleri koliform grup bakterilerin
identifikasyonu icin dnerilen diger bazi testlerdir®®. Bu testlerde koliform

grup bakteriler ve E. coli 'nin test sonuglari gizelge 1 'de verilmigtir.
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Tablo 1. Bazi koliform grup bakterilerin biyokimyasal karakterleri*’

In Mr [Vp |Ci |HS |[Or | Mo | Gg [La | mn | So | Li
Escherichia coli + + - - - + + + + ¥ + +
Tip | - + - - - t + + + + t t
Tip Il
Citrobacter - + - + + + + + - + + -
freundii
Enterobacter t - + + - + + + + + + +
aerogenes
Enterobacter - - + + - + + + + + + -
cloacae
Klebsiella - - + + - - - + + + + +
pneumoniae

2.3.2. Hizli Yontemler

2.3.2.1. MUG Yontemi

AOAC tarafindan E. coli i¢in hizli tayin yontemi olarak
belirtilen bu yontemde, ornekten dilisyonlar hazirlandiktan sonra ardisik
u¢ dilusyondan uger adet LST Broth besiyerine inokllasyon yapilip, tipler
kapali su banyosunda 44,0 + 0,2 °C'de 24 saat inkiibasyona birakiimakta
ve pozitif sonug veren tlpler muhtemel E. coli olarak degerlendiriimektedir.
Daha sonra bu kulturlerden EMB Agar besiyerine sirme yapilarak E.
coli'nin varhgi dogrulanmaktadir. Bu yonteme gore analiz suresi toplam 48

saattir®.

Bu teknigin prensibi; dogrudan besiyerinin ilave edilen ya da
selektif katki olarak ilave edilen 4-methyleumbelliferyl-B-D-glucuronide
(MUG) adl bilesigin E. coli 'de yapisal bir enzim olarak olarak bulunan [3-
D-glucuronidase (MUGase, B-GUR) enzimi tarafindan 4-
methyleumbelliferone adli florojenik bir Grine donuigmesi ve bu Urdnun de
366 nm uzun dalga boylu ultraviyole 1sik altinda floresan 1sima vermesi

esasina dayanmaktadir. MUG, her turlu kati ve sivi besiyeri bilesimine
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rahatlkla ilave edilebildigi icin, EMS ydntemi, kati besiyerleri ve membran
filtrasyon  yontemi ile  gerceklestirlen E. coli  analizlerinde

kullaniimaktadir®,

B-D-glucuronidase pozitif olan bakteriler iginde indol pozitif
olan tek bakteri E. coli 'dir. Bu nedenle E. coli disinda bazi B-D-
glucuronidase pozitif Citrobacter, Enterobacter, Salmonella, Shigella
suslarinin neden oldugu sahte pozitif reaksiyonlar indol testi ile
belirlenebilmektedir. Ayrica bazi E. coli suglari yogun Gremeye bagl olarak
asirt  miktarda asit olusturmakta ve bu da floresan IsImayi
maskelemektedir. Bu gibi durumlarda besiyerine 1 ml, 1 N NaOH ilavesi ile

floresan reaksiyon kesinlestirilebilmektedir.

2.3.2.2. Dogrudan Epifloresant Filtreleme Teknigi (DEFT)

DEFT teknoloji ile uyumlu pratik bir teknik olarak
goérilmektedir. Analizi gerceklestirilecek ornekler filtrelenir ve floresan
Ozellige sahip uygun bir indikator ile isaretlenir. Bu yontemde kullanilan
“akridin oranj” yontem icin orijinal bir indikatdr olarak kullaniimasina
ragmen son zamanlarda gergeklestirilen uygulamalarda 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 6n plana tasinmistir. Epifloresans mikroskopi,
floresans Ozellik tasiyan/tagimasi saglanan mikroorganizmalar igin
kullaniimaktadir. Teknigin duyarlihgi filtrelenen hacime ve mikroskop
altinda goruntilenen alan sayisina baghdir. Mikrokoloni olusumu, teknigin
dogrulugunu ve hicrenin tayinini kuvvetlendirir. Bu teknikte filtreleme
sirasinda mikroorganizmalarin membran Uzerinde yayllmasi 6nem
kazandidi icin kullaniimasi olasi ¢ozeltiler bir onfiltrelemede kullanilarak

uygun c¢ozelti secimi yapilabilir 4+4°.
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2.3.2.3. Enzim Bagl immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA hicresel bilesime dayali bir tekniktir. Bu teknikte
antijen-antibody reaksiyonu belirli mikroorganizmalarin veya hucresel
bilesimin tayini i¢in kullanilir. ELISA ge¢misten bu yana klinik
uygulamalarda oldukca tercih edilen bir teknik olmustur®. Analiz siiresi
bakteriler icin 24-52 saat arasinda degisirken mikrobiyal toksinler i¢in bu
siire 4-24 saat arasinda degismektedir. Cogu immiinolojik testlerde 10*
hicre / mL kadar bakteri sayisi tayinin gergeklestiriimesi icin gereklidir. Bu

ylizden bu durumlarda &n zenginlestirme yapilabilir®®.

2.3.2.4. Akis Sitometrisi

Flow sitometri, hucre veya partikillerin akmakta olan bir
akiskanin icindeyken karakteristiklerinin ol¢giimesidir. Akis sitometrisi ile
bir sUspansiyon halindeki hlcre ya da partiklller, lazer 1191 ile
aydinlatiimakta olan bir bolmeden gegcirilir; hucrelerin 1$1gin 6nunden
gecgerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynagi, hucrenin buyuklik, granularite gibi fiziksel ozellikleri olabildigi
gibi; hicreye baglanan cesitli florofor da olabilir. Bdylece hlicre ya da
partiktlin immunfenotipi, DNA icerigi, enzim aktiviteleri, hicre membran

potansiyeli, canlihgi gibi gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir®”.

2.3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, nukleik asit tabanli, genotipik teknoloji iceren bir
tekniktir. Sistem basit bir 6rnekle fotokopi makinasi gibi ¢alisir, nukleik asit
fragmentleri kopyalanir. Nukleik asit fragmentleri hicre ici kullanimi igin
polimerizasyon teknikleri kullanilarak kuvvetlendirilir. Ornegin ayna-imaj
kopyalama teknigi bu isi yapabilir. Daha sonra orijinal hedefin bir sonraki

kopyalari bu ve buna benzer farkli teknikler kullanilarak yapilir. Cesitli
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PCR metotlari kullanilabilir: reverse transcripterase PCR (PCR-RT),
nucleic acid sequence based amplification (NASBA), veya transcription
mediated amplification (TMA) °.

The BAX_ Microbial Identification System (Qualicon) ve
Probelia System (BioControl Systems) bu teknidi sistemlerinde kullanan
kuruluglardir.  Dupont BAX system odrnekleri genetik seviyede
degerlendirerek PCR ile bakteriye ait DNA baz dizilimini tayin etmektedir.
PCR, DNA sentez baslangicinda spesifik primeri saglamak icin DNA
synthase gereksinimi Uzerinden vydrutalur. Primerin  saglanmasi ile
teknisyen sentez baglangicinda bakteriyel kromozomun yerini kontrol

eder. Tespit isleminden sonra bakteriye ait DNA dizilimi elde edilir®®.

2.3.2.6. Iimmunomanyetik Ayirmaya Dayal Yontemler

immunomanyetik ayrim (iIMA) ydnteminin temeli, manyetik
alan varliginda ylzeyi antikorlu kurelerin ortamda diger turlerden
miknatislanma ile ayrilmasi ve ayrilan tiirlerin tayin ediimesine dayanir*®.
IMA, hedef maddenin karisik bir ortam igerisinden segici olarak ayriimasini
ve konsantre edilmesini saglamaktadir. Bu amacla paramanyetik veya
supermanyetik partiktller, manyetize olabilme Ozelliklerini yalnizca
disardan uygulanan manyetik bir alan varliginda gdstermektedirler*®. Bu
alan uzaklastinldiginda, miknatisa dogru biraraya gelme ozelliklerini yitiren
partikuller birbirlerine yapigmadan homojen bir karisim

olusturmaktadirlar®®.

Manyetik partikuller farkli fiziksel 6zelliklerde olmakla birlikte,
immunolojik sistemler i¢in aglutinasyon ve 6zgll olmayan baglanmayi da
en aza indirebilme imkanini sundugundan dolayi kuresel partikuller olarak
(cogunlukla 2,8 um ve 4,5 pm capinda) kullaniimaktadir*®. Manyetik

partiktllerin homojen buyuklik ve sekilde olmalari, fiziksel ve kimyasal
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acidan, kararl bir sistemin olugmasini saglamaktadir.

IMA’da kullanilan kiirelerin sentezi cogunlukla demir bir
merkez iceren polistiren kureler ile gerceklestiriimektedir. Bu kurelerin
icerisinde bulunan demir merkez, klireye paramanyetik ozelligini

kazandirmaktadir >°.

Imunolojik sistemlerde manyetik karelerin ylzeyleri Gzerine
kovalent baglanma ile olusturulan ve hedefe 6zgli monoklonal veya
poliklonal antikorlar ile modifiye edilen kiireler kullaniimaktadirlar*®. Bunun
icin son zamanlarda streptavidin-biotin konjugasyonu manyetik kureler
yuzeyinde kullaniimaktadir. Suda ¢6ézlnen, kiguk bir vitamin olan biotinin,
yumurta beyazi proteini avidine karsi yiksek affinitesi bulunmaktadir®’.
Avidin ve biotin arasindaki baglanmanin hizli ve guglu olmasi, bu sistemin
paramanyetik kurelerin antikorlarla kaplanmasinda da kullaniimasini
saglamistir. Bakteriyel kaynakli bir protein olan streptavidin, nétral bir
izoelektrik noktasi olmasi ve karbonhidrat igcermemesi nedeniyle
uygulamalarda avidine tercih edilmektedir®'. Streptavidin biotin sisteminin

en onemli avantaji, baglanma sisteminin hizl ve basit olmasidir.

IMA yénteminde, antikor kapl kiireler hazirlanan érnek ile
karistirlmakta ve uygun bir inkUbasyon suresinin ardindan manyetik
partiktllere baglanmis olan antijen, manyetik bir ayirici ile bu karigimdan
ayrilmaktadir. izole edilen bu manyetik partikiil-antijien kompleksi dlglim

sistemine aktarilmadan 6nce uygun bir tampon ¢ozelti ile yikanmaktadir.

2.3.2.7. Raman Spektroskopisi

Teknik, molekullerin siddetli bir monokromatik 1gin demeti ile
etkilesmesi sirasinda olusan sacgiimanin dedektor tarafindan takibi prensibi

uzerine kuruludur. Isik sacilmasi sirasinda sagilan 1g1gin buyuk bir
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kisminin enerjisi madde ile etkilesen 1s1gin enerjisine esit olur ve bu tur
elastik sacilma olayina Rayleigh sagilmasi denir. Elastik sagilma olayinin
yani sira sagilan 1s1gin ¢ok az bir kismi ise molekl ile etkilesmeye giren
IS1IgIn enerjisinden daha farkl enerijiler ile sacilir. Bu tur elastik olmayan
sacllma olay! ise Raman sag¢ilmasi adini alir. Raman sag¢iimasi sirasinda
sacgilan 1s19in enerjisinde, molekul ile etkilesen i1siginkine gore olusan
fazlalik veya azlik, i1sikla etkilesen molekulin titresim enerji duzeyleri
arasindaki enerji farklari kadardir. Bu nedenle Raman sagilmasinin
spektroskopik incelenmesi ile molekullerin titresim enerji duzeyleri
hakkinda bilgi edinilebilir. Bu tur bir spektroskopik yontem Raman

spektroskopisi adini alir®?.

Sekil. 77de  Raman sacilmasi olayinin ortaya c¢ikisinin

molekulun titresim enerji dizeyleri ile iligkisi gorilmektedir.

Enerji —_
j\ A
Varsayilan
Enerji Seviyesi s *T
AE= AE =
AE =hv, AE =-hu, i AE =hvp, -hiv-v) © AE =hw, -hiv +1)
...... . R . . SRR~ S MR
1. Uyarilmig Enerji B : ¥ i
Seviyesi 11 1 : -
AE =hv, : :
Y ; Y
Temel Hal - - —
Rayleigh Stokes anti-Stokes
Saciimasi : Sacilimasi : Sacilimasi

Sekil.7. Stokes ve anti-Stokes tiirii Raman sacilmasi olaylarinin molekiil enerji
diyagrami ile aglklanma3|53.

Enerjisi hv, olan bir foton, molekul ile etkilestiginde
sacllmadan 6nce ¢ok az sayida foton, enerjilerinin bir kismini molekullere
aktarir veya molekullerde ¢ok az sayida fotona bir miktar enerji aktarilir.
Bu enerji aktarimi olayl sonucu molekdller fotonla etkilestikten sonra farkli

titresim enerji dizeylerinde bulunurlar. Enerji aktarimi nedeni ile molekdl,
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fotonla etkilesmeden Once temel titresim enerji diuzeyinde iken,
etkilesmeden sonra uyariimig bir titresim duzeyine gegiyorsa fotonun
enerjisinde azalma ve molekulun titresim enerjisinde ise artma olur. Bu
olay sonunda sacilan isimalar Stokes hatlari olarak adlandirilir. Fotonun
enerjisinin  sagilma sonrasi arttigi durumlarda ise, molekul fotonla
etkilesmeden 6nce uyarilmis bir titresim dlzeyinde iken, etkilesme sonrasi
temel titresim diuzeyine doner ve bdylece molekulden fotona, molekilin
uyarilmis enerji duzeyi ile temel titresim dlzeyi arasindaki fark kadar bir
enerji aktariimig olur. Bu durumda gozlenen Raman kaymalarina anti-

Stokes hatlari adi verilir®2.

RAYLEIGH SACILMASI

ANTI-STOKES
HATLARI

STOKES
HATLARI

Siddet
|

1 I 1 1
[6) 200 400
AV (em™)

I " 1
-£4£00 -200

Sekil.8. Stokes ve anti-Stokes hatlari®.

Boltzman dagihm yasasina gore, fotonla etkilesmeden 6nce
uyariimis enerji titresim diuzeylerinde bulunan molekullerin sayisi, temel
titresim enerji duzeylerinde bulunan molekullerin sayisinda ¢ok daha az
oldugundan, anti-Stokes turl Raman sacgiimasinin meydana gelme

olasiligi Stokes tiiriiniinkine gore ¢ok daha azdir*®.
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Sekil.9. CO, molekiiliine ait polarlanabilirlik

Bir molekulin Raman turd sagiima etkilesmesine girebilmesi
icin molekulin titresimi sirasinda etkilestigi fotonun frekansina esit
frekansli olarak polarlanabilmesi yani gegici bir dipol momentinin olmasi
gerekmektedir. Sekil.9’da dogrusal CO, molekulllintn simetrik ve asimetrik
gerilme ve egilme titresimleri sirasinda molekuliun dipol momentinde ve

polarlanabilmesinde olusan degisimler goriilmektedir®.

Raman spektrumlari bir molekiil icin infrared spektrumlari ile
birlikte degerlendirildiginde o molekule ait hemen hemen butun
titresimlerin goérulmesini mumkun kilip molekdlin kimyasal yapsinin veya
nitel analizinin daha guvenilir gerceklesmesini saglar. Fakat biyolojik
calismalarda IR yontemi su varliginda kuvvetli absorplama o6zelligi
goOsterdigi igin sorun teskil etmektedir. Biyolojik c¢alismalar icin IR
spektroskopinin geri planda kalmasi, Raman spektroskopiyi olduk¢a on
plana tasimistir. IR’nin aksine Raman spektroskopinin en buyuk
avantajlarindan birisi olan sulu ortamda bulunan numune analizinin
gerceklestirimesi daha kolay olmaktadir. Boyle bir teknik ile biyolojik
olarak cesitlilik gosteren canlilarin parmak izi bolgeleri c¢aligilarak
tanimlama gercgeklestirilebilmektedir. Bu tarz bir durumda c¢alisma sonrasi

elde edilen spektrumun hiicresel bilesen tabanli oldugu séylenebilir®®.
Olusturulan model yuzeyler taksonomik gruplara kargi

secicidir. Ornekler, bilinen mikroorganizma veri tabanindaki spektrum

ornekleri ile karsilastirihir. Klinik ¢alismalarda elde edilen bulgulara gore
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bakteri kultirinde 5 saat icerisinde gelismeye baglayan turlerin mikrobiyal

tanimlamalari bu yéntem ile saglanmistir®®.

Diger yandan; normal Raman spektroskopi (NRS) sulu
ortamda c¢alismaya olanak saglamasina ragmen, dusuk siddet ve
hassasiyetle calisiyor olmasindan dolayl, zamanla vyerini Rezonans
Raman Spektroskopiye (RRS) birakmistir. RRS, floresans girisiminin daha
az oldugu spektrumlarin eldesinde, konjuge aromatik yapilara karsi verdigi
cevap ve elde edilen sinyallerin daha net olmasi bakimindan NR ye gore

oldukga stiin bulunmustur ™.

Rezonans Raman sacilim olayi, bir analitin elektronik
absorpsiyon pikine oldukca yaklasan dalga boylari ile uyariimasi sonucu
Raman siddetlerinin blyuk ol¢clide guglendigi bir durumdur. Bu kosul
altinda ¢cogu Raman piklerinin siddetleri 102 ile 10° kat kadar kuvvetlenir.
Bunun sonucunda rezonans Raman spektrumlari 10® Ma kadar
dusurulebilen analit derisimlerinde kullanilabilir. Bu duyarlihik duizeyi,
¢ogunlukla 0,1 M’dan daha yukari derigsimlerle sinirli normal Raman
calismalari ile cgeligkilidir. Rezonans kuvvetlendirmesi, kromofor ile ilgili
Raman bantlari ile kisittanmis oldugundan rezonans Raman spektrumlari
genellikle sadece birkag ¢izgiden olusur. Bunun da otesi, rezonans Raman
spektrumlari olduk¢a sec¢imli olarak elde edilebilirler. Cunkd uyarma,

spesifik absorpsiyon bantlarina hedeflenebilir*.

Bir diger Raman yontemi olan yuzeyde kuvvetlendirilmig
Raman sacgiimasi (SERS) ise gelistirilip NR ve RRS’nin 6nune taginmigtir.
Ozellikle mikroorganizma galismalarinda, tanimlamaya ydnelik sonuglarin
NR ve RRS ile elde edilebilmesine karsilik, bu sonuclarla birlikte U¢

problem de hala suregelmektedir. Bu problemler;

¢ hassasiyet,
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e miktar ve spektral data Uzerinde segcicilik ile sikisiklk
problemleri,
e bunlarin diginda bir diger énemli husus ise cihazin

fiyat) 484°.

SERS bu problemleri ¢dzmekte oldukga basarili bir teknik
olup bakteri tanimlanmasinda ve diger calismalarda uygun genel bir
yontem haline gelmistir. Ayrica SERS-aktif substratlarin floresansi
sonumlemesi Olcimlerde S/N oranini da arttirmaktadir. Bu sekilde elde
edilen kuvvetlendirme ile spektrumlarda olusan sikisiklik giderilmis olup
daha hassas Olgumlerin SERS substratlari ile gergeklestiriimesi mumkuan

kilinmistir .

2.3.2.7.1. Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS)

Molekullerdeki titresimler Uzerine calisan temel teknikler,
infrared absorpsiyonu ya da Raman sagilmasinin prensibi Uzerine
kuruludur. Bu teknikler, kimyasal yapilar ve fiziksel formlar Uzerinden;
karakteristik spektral modellerden (fingerprinting) maddenin tanimi ve
kantitatif veya yari kantitatif bir bicimde 6rnegin i¢cindeki madde miktarinin
tayini icin bilgi saglamada kullanilir. Orneklerin, bitiin fiziksel hallerde
incelenmesi mumkindur. Ornegin, kati, sivi, buhar, sicak veya soguk
haller, viskoz yapilar, mikroskopik partikiller veya ylzey katmanlari olarak

bitiin drnekler bu teknik ile incelenebilir®.

Raman spektroskopisi; sulu c¢ozeltilerde, cam kuvetler
icerisinde, higbir hazirlik yapilmaksizin 6érnek analizlerinde hizli uygulama
imkanlari ile kendi imkanlarini gelistirip diger teknikler arasinda yerini

almistir®®.
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Temel olarak SERS, Raman sinyallerinin kuvvetlendiriimis
bigimidir. S6z konusu kuvvetlendirme ise SERS substratlari ile
saglanmaktadir. SERS substratlar i¢in kullanilan yizeyler, altin, gimus
gibi iletken metallerin nanoboyuttaki pargaciklarindan olusmaktadir. Genis
Olcekli bir kuvvetlendirme yuzeylerde olusturulan nano 6lgekli (10-100 nm)
purizli vyapilar ile saglanmaktadir. Bu ylzeyler elektrot Uzerinde
indirgenme-yukseltgenme ddngusunun birkag kere tekrarlanmasi ile, cam
yuzeyler Uzerine partikulleri film olarak kaplamak ya da ada seklinde
biriktirmekle, agrege olmus koloidler, litografik teknikler v.b. kullanilarak

hazirlanmaktadir®.

SERS’deki bu sinyal artigi metaller ile 1s13in elektromanyetik
etkilesiminden gelmektedir. Metaller bu etkilesim sirasinda plazmon
rezonans olarak bilinen, lazerin dustugu alanda, ikincil bir elektromanyetik
alan olustururlar ve 11k kaynagi ile metaller tarafindan olugturulan bu alan
rezonansa girerek metal ylzeyinde- Ornegin bulundugu ortamda- bir
“‘elektromanyetik kuvvetlendirme” gerceklestirmis olur. Bu
kuvvetlendirmeden yararlanabilmek igin molekuller metal ylzeyine
adsorbe olmall ya da metal yiizeyine ¢ok yakin (10-15 nm) bulunmalidir®®.
Elektromanyetik  kuvvetlendirme diginda, olusan kuvvetlendirmeyi
aclklamak icin bir diger teori ise “kimyasal kuvvetlendirme” olarak
bilinmektedir. Bu kuvvetlendirme siklikla eslesmemis elektron ciftleri iceren
molekuller Uzerinden agiklanmistir. Analitin ylizeye adsorbe olarak yuzeyle
etkilesmesi sonucu olugmaktadir. Bu durumda kimyasal kuvvetlendirme
yuzeye kemisorblanan tir ile metal ylizey arasinda kurulan yuk transferi ile
olusmaktadir. Bu kuvvetlendirmenin bazi 6zel durumlarda ve muhtemelen
elektromanyetik kuvvetlendirmenin gerceklestigi kosullarda
elektromanyetik kuvvetlendirme ile gerceklesti§i sanilmaktadir’’. Ozetle
SERS’in adini aldi§i harfleri inceleyerek yonteme bakarsak; kelime kelime
SERS:
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e Surface (S): SERS bir yluzey spektroskopi teknigidir;
molekuller ylzey Uzerinde ya da yuzeye yakin olmalidirlar. Bu SERS
uygulamalarinda temel noktadir.

e Enhanced (E): Sinyal kuvvetlendirmesi metal
substratlarda plazmon rezonans ile saglanir.

e Raman (R): Molekullerin (SERS prob veya analit)
Raman sinyallerini dlgen bir tekniktir. Raman spektroskopi elastik
olmayan i1s1k sagilmasina dayanir.

e Son olarak SERS kodlamasindaki son “S”,

“Scattering” ya da “Spectroscopy” kelimelerine dayanir.

2.3.2.7.1.1. Biyolojik Uygulamalari

Raman spektroskopi biyolojik molekuller ile ¢alisma
sirasinda bir takim avantaj ve dezavantajlari beraberinde getirir.
Avantajlar1 arasindan on plana ¢ikan, in situ galismalarda sulu sistemlerde
kullanilabilme kabiliyetidir. Dezavantajlarindan biri ise olduk¢a kuvvetli
lazer tarafindan uyarilan 6rnek dokularinin zarar gérmesidir. Fakat;
Raman spektroskopi teknigine uygun calisabilecek biyolojik ornekler igin
oldukca genis Slcekte sistemler gelistirilmis durumdadir®®. Polar gruplar;
karboniller, aminler ve amidlerin Raman spektrumlari oldukga zayiftir. Bu
Raman spektroskopide dezavantaj olarak goérinen bir durumdur. Buna
ragmen -S-S-, -SH, -CN, -C=C- ve aromatik halkalar spesifik
karakterizasyonlar igin ayirici kuvvetli bandlar gdsterirler. Karbonat ve
fosfat gibi diger gruplar da ayrim saglayabilecek Raman bandlari verirler.
Raman ile fiziksel formlardaki degisiklikleri tespit etmek mumkindur.
Ornegin, polimorfizma, peptitlerin ikincil yapilari ve genel olarak molekulin
yapisal iskeletinde meydana gelen degismelerin tespiti muUmkundur.
Gelistirilen mikroskop ve mikroproblar ile 180%lik sagiimanin kullaniimasi,
in situ sistemlerde inceleme yapma kabiliyeti ve otomasyon icin hizli

goruntuleme imkani saglamaktadir. Mikroproblar agisindan bakildiginda,
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problarin bir pargasi olarak metal kolloidler kullanildiginda SERS ve
SERRS gibi teknikler ile duyarlilikta baylk derecede bir artis saglanabilir.
Literatirde gegen c¢ogu calisma kimyasal baglanma, genomikler,
proteomikler, protein etkilesimleri, kati faz sentez calismalari ile DNA,
protein analizi ve hlcre cgaligmalarina dayanmaktadir. Ayrica gida ve
biyomedikal alanlarinda yayinlanmis bir¢ok c¢alisma da mevcuttur.
SERS’in yaygin bir teknik olarak kullanildigi alanlara birka¢ 6rnek vermek
gerekirse: Amino asit kristallerindeki gecisleri®®, tek hiicreli bakteriler®,
bakteri sporlari®®, mikroorganizmalarin  karakterizasyonu®?,  fungi®,
hububat karisimlari®, lipozom kompleksleri®®, kiif®®, iyi huylu ve kétii huylu
tiroid dokularinda meydana gelen olusumlar®’ Gizerine calismalar oldukca
yaygindir. Raman sacilmasi Uzerine SERS; tip alaninda ve in situ
calismalarda tirlerin tayini, kromofor gruba sahip bir¢cok biyolojik molekdl

ile calisiima uyumlulugu ag¢isindan yararli bir teknik olmustur.

2.3.2.7.1.2. SERS Substrati Olarak Kullanilan Metal Nanopartikuller

Terim olarak nanopartikil 1-100 nm arasindaki bir boyuta
sahip olan partikili tanimlamak igin kullanir. Bir materyalin dolayisiyla bu
materyali olusturan her bir molekulin ve atomun 6zellikleri, partikul igin
tanimlanan boyut araliginda, nanopartikilerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklerinin degismesi ile belirlenir. Nanopartikuller farkh kimyasal yapiya
sahip materyallerden Uretilebililer. Bu materyallerden genel olarak
kullanilanlari metaller, metal oksitler, silikatlar, organik ve karbon
materyaller ile biyomolekullerdir. Morfolojik olarak ise nanopartikiller
genel olarak kure, silindir, tup seklinde olabilirler. Nanopartikuller
genellikle, spesifik uygulamalara uygun ylzey modifikasyonlarinin
kolaylikla gerceklestirilebilmesi i¢cin uygun sekilde dizayn edilirler.
Nanopartikuller kimyasal vyapilarindaki bu buyuk cesitlilik, sekil ve
morfolojileri, bulunduklari ortama uygunluklari ve ortamda dagiima sekilleri
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(sekil.9) nedeniyle bilim dunyasinda 6nemli uygulama alanlarinda aktif

olarak kullaniimaktadir®®.

Kimyasal dogasi: Sekil yoniinden:
Metaller, metal oksitler, Kire, kip, silindir,
yari iletkenler, cubuk, oyuk kureler,
polimerler, karbon ve oyuk tlpler, cekirdek-
biyomolekiiller. kabuk

Dagilma durumu
yoniinden:

Ayri ayri dagilmis,
tersinmez olarak
kiimelenmis,
Tersinir olarak
topaklanmis ve
dizenli yapilar

Dagilma ortami:
Gazlar(aerosol,
sivilar, kati
matriks ve jel.

Nanopartikiiller

Yiizey Modifikasyonu:

Uretildigi gibi kullanim, thiol gruplari
Uzerinden, polimerler Uzerinden,
DNA, enzim ve diger
biomolekdllerin baglanmasi ile,
yuzey kaplama ile gergeklestirilen
modifikasyonlar.

Sekil.10. Nanopartikiillerin dogasi ve sahip olabilecegi 6zelikler.

Farklh materyaller kullanilarak sentezlenen, Ozellikleri
birbirinden farkli olan g¢esitli nanopartikiller; kimyasal bilesiklerin sentezini,
analizini ve Kkarakterizasyonunu nano boyutta gerceklestirdigi igin

nanokimyanin vazgegcilmez ilgi odagi olmustur.

20. yuzyihn ilk yarisinda nanopartikiullere olan ilgi optik
Ozelliklerine bakilinca pek de sinirli degildi. Bu zaman diliminde su
ortamindaki altin nanopartikilleri; calismalarda kullanilan altin kolloidlerin
kararlihgini ve cekirdek olusumunu acgiklayan bir model sistem ozelligi
gostermigtir.  1930’larda  sulfonamid grubu ilaglarin  sentezinde ve
kullaniminda gorulen gelismelerden 6nce kolloid gumug partikullere ait
uygulamalar ciddi anlamda bir tartisma ortami olusturmustur. Metal

kolloidlerin 1960’larda histolojik boyama ajani olarak kullaniimis ve hucre
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biyolojisinde elektron mikroskobunun kullaniimasi ile genis bir kullanim

alani bularak rutin hale gelmistir®.

1950’lerin sonunda anodizasyon ile aliminyum yuzeylerinde
integral renklendirme adi verilen galisma ile ilk patent alindi. Fakat
1970’lerin sonlarinda Goad ve Moskovits anodik aliminyum oksit
tabakasinin porlari igerisine gomuli metal partiklllerin  plazmon
rezonansinin sénumlenmesiyle ylkselen bir renk degeri gdzlemlediklerini

bildirmislerdir®.

Yuzeyde Kuvvetlendiriimis Raman Sagilma (SERS) etkisinin
kesfi, fizik ve optik alanlarinda metal nanopartikillerle ilgili yeni bir
tartismanin  da  baslangici  olmustur.  Ozellikle elektromanyetik
kuvvetlendirme ve plazmon rezonans suregleri arasindaki baglantinin
kesfi, kire nanopartikillerden farkli sekillere sahip partikillerle calisma
durtisiind hem deneysel hem de teorik olarak arttirmistir. 1970’lerin
ortalarinda baglayip 1980’lerin ortalarina kadar birgok Kiginin oncelikli
olarak SERS etkisi ile ilgilenmeleri, SERS etkisinden ¢ok metal
nanopartikillerin temel optik Ozelliklerinin dnemli 6l¢cide kavranmasini

saglamistir®.

Metal nanopartikillerde bazi yeni sentetik ve teorik
ilerlemeler, yar iletken partikil sistemlerinde boyut belirlemeye yodnelik
calismalara ilham kaynagdi olmustur. Ayrica, fotokatalizler ve elektronik
cihazlar ile gergeklestirilen uygulamalarin son on yil igerisindeki artigi da

metal nanopartikiillerin kullanimi icin bir itici glic olmustur®®.

Biyolojik alanda ise metal nanopartikullerdeki bu ilerleyisi;
1960l yillarda kesfedilen, ylksek duyarliiga sahip olan ve bu nedenle
biyolojik dlgumlerde bir devrim gozuyle bakilan radyoimunoanalizin (RIO)

popdularitesini yitirdigi 1990°’li yillarda doruk noktasina ulasmistir. Fakat;
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biyodlgumler igin ilk nanopartikul uygulamalari, 1970’lerde 5-50 nm ¢apli
kolloidal altin kullanimi ve elektron mikroskop igin immunositokimyasal
prob kullanmi ile baslamistir’®. 1990’ yillara dogru RIA’nIn
zayiflamasindaki temel neden ise potansiyel radyoaktif tehlike varhgi
tagiyor olmasi ve radyoaktif atiklarin 6zel olarak yok edilmesi gibi
dezavantajlardan  kaynaklanmaktadir.  Bunun  yaninda  floresan
isaretleyiciler ve metal atomlari gibi radyoaktif olmayan isaretleyicilerin
kesfi, bu metodu etkisiz kilmig ve biyolojik 6lgumlerde kesfedilen bu
isaretleyiciler ile metaller kullaniimaya baslanmigtir. Bu suregten itibaren

arastirmacilar nanopartikiillere ydnelmeye baglamislardir ">,

Nanopartiktller 100 nm’den kuguk ve boyutlarina 6zgul
Ozellikler (elektron tutucu etki, gecici miknatislik 6zelligi, yizey plazmon
rezonansi gibi) tagsimalari nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre
olabilirler. GUnUmuzde nanopartikuller biyodlgimlerde farkli amaclarla

kullaniimaktadir’™,

Miktar tayininde organik florofor veya radyoaktif isaretlemeyi
elimine etmek igin nanopartiklller tercih edilebilir. Bu amagla en ¢ok
kuantum noktalar (quantum dots) ve metal nanopartikiller kullanilir.
Kuantum noktalar 10-100 A capli, elektron tutucu etkiye sahip kiiresel
yapilardir, bu nedenle optik ve elektronik Ozelliklere sahiplerdir. Parlak
floresan, floresan sinyalin ayarlanabilir olmasi, dar bandli emisyon
spektrumu, genis dalgaboyu araliginda UV uyarma ve fotostabilitesinin
daha fazla olmasi geleneksel boya molekillerine gére en buylk

avantajlaridir.

Kuantum noktalar;

a) Biyomolekiler yuzey kaplamalarin gelistirimesinde

kullanilabilir 7>76.
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b) Floresan prob olarak kullanilabilir: Her-2'nin  (meme
kanseri belirleyicisi) hucre yuzeyi Uzerinde belirlenmesi icin IgG ve
streptavidin bagli kuantum noktalarin kullanimi”” ayrica invazif ve invazif
olmayan kanser hucrelerinin birbirlerinden ayrilmasinda kuantum noktalar
ile hiicre hareketlerinin belirlenmesi’® gibi calismalarda da yine kuantum
noktalari kullaniimaktadir.

c) Elektronik 6zelliklerinden faydalanilarak DNA hibridizasyon
tayinine yonelik calismalarda kullanilabilir®.

d) Kuantum noktalar ayrica rezonans enerji transferi (RET)

icin organik floroforlardan daha iyi bir enerji vericidir®® .

Metal nanopartiklller kolorimetrik, elektrokimyasal ve kitle

spektrometresi metodlarinda isaretleyici olarak kullanilir

a) Kolloidal altin c¢ozeltileri elektrokimyasal yodntemlerde
Olcim icin tercih edilmektedirler. Kolloidal altinla isaretli, elektrodun
uzerine bagli oligonukleotid ile hibriti DNA'nin elektrokimyasal olarak
differansiyel akim voltmetresi ile tayini mimkindir®'. Ayrica altin
nanopartikiller ile isaretlenmis oligonukleotidlerin gumusgle ¢okturalup
‘stripping’  potansiyometre ile de tayini mimkindir®®. Bu elektriksel
Olcumlerde duyarlilik metal isaretleyicinin buyuklugune baghdir.

b) Raman sacgilimi ve 1sik sacilimi da kolloidal altin ve
gumuse dayall tayinlerde optik yontem olarak kullanilabilir. Farkli dalga
boyunda 1sik sacilimina neden olan farkli blyuklUklerdeki altin
nanopartikiller mikrodizilimde (microarray) iki renk tayinine izin
vermektedir®®. Alkol dehidrogenaz variginda NADH bagimli Cu*®nin
indirgenerek altin nanopartikiller Gzerinde birikimi ve nanopartikil
hacminin genislemesi ile artan sinyal veya sinyal amplifikasyonu etanol
dlciimiinde kullanilabilir®*. Glukoz tayininde ise glukoz oksidaz varliginda
hidrojen perokside bagl altin nanopartikil hacminin geniglemesi ile artan
sinyal kullanilabilir®. Kantitatif glukoz tayini icin bagka bir yéntem SERS'tir.
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Bu yontemde oligonukleotid, altin nanopartikul Gzerine Raman aktif boyasi
(syanin 5) ile hibridize edilir. Hibridizasyondan sonra mikrodizilim
(microarray) gumausgle ve bir indirgeyici ile reaksiyona girer ve SERS sinyali
oligoniikleotidlerin bulundugu partikiiller Gzerinden alnir®®. Yeni yeni
kullanilmaya baglanan diger isaretleyicilerden biri ince silika tabakasi ile
kapli Rutenyum kompleksleridir. Bunlar 16semi hucrelerinin taninmasinda

foto-kararli florofor etiket olarak kullanilabilirler®” .

Nanopartikuller solusyondaki biyolojik olgcimlerde substrat
olarak kullanilabilir. Mikrodizilim (microarray) bazli Olgumler ile
kargilastirildiginda bu stspansiyon bazli dlgimler daha hizli, daha esnek,
daha ylksek tekrarlanabilirlie sahiptir ve daha az 6érnek ve reaktif kullanir.
Analit tayini organik isaretleyiciler kullanilarak gerceklestirilir. Sollsyon
bazli Olgimde, kuantum nokta karisimi mikron boyutundaki polimer
partiktllerinin icine yerlestirilir, partiktllerin ylzeyi spesifik oligonukleotid
problar ile kaplanir ve organik boya moleklili hedef DNA'yi direkt
isaretlemek icin kullanilir. Bu yontemde, organik boyanin sinyali baz alinir.
Her bir boncugun floresan spekturumu orjinal ornekteki hedef dizinin
varligini veya yoklugunu gosterir. Analitin ne oldugu yerlestirilen kuantum
noktalara ait floresan parmak izi ile saptanir®. Biyobarkodlar en 6nemli
substratlardan biridir®. Biyobarkodlar farkli DNA dizilerine sahip altin
nanopartikiller igerirler. Olgim agregasyon ile yur(tilir, enzimatik hedef
veya sinyal amplifikasyonu gerekmez. Antikorla kapli manyetik boncuk
antijenle kompleks olusturur, buna tek zincirli DNA (barkod) iceren altin
nanopartikul baglanir. Komplementer zincir mikrodizilimde hibridizasyonla
tayin edilir. Her bir nanopartikil gok sayida oligonukleotid tasidigi igin, her
bir proteinin baglanmasiyla ¢ok sayida amplifikasyon gergeklesir. Cok
disiik diizeylerdeki PSA bu ydntemle saptanabilir®. Nanobarkodlar dnemli
bir diger substrattir. 20-500 nm ¢apinda, silindirik yapida, altin ve gumus
cubuklar iceren metal nanopartikijllerdir91. Kuantum noktalarin tersine

analiti tayin etmek igin floresan Olguimler gereklidir. DNA bazli
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nanobarkodlar, uglari boya ile igaretli birbirine komplementer Ug tek zincirli
DNA’nin olusturdugu Y-DNA yapilaridir. Y-DNA’lar biraraya gelerek dalli
bir yapi (dendrimer) olusturabilirler. Boya molekillerinin  farkli
kombinasyonlarinda ortaya c¢ikan farkh floresan yogunluklari bilgisayar

tarayici veya floresans i1sik mikroskobu ile saptanir®.

Bu calismalarin disinda biyodlgumlerde kullanilan bir diger
yapl ise cekirdek-kabuk yapiya sahip nanopartikiillerdir. Ozellikle
superparamanyetik yapilar kullanilan biyouyumlu materyallerin kaplanmasi
ile biyoloji, biyoteknoloji ve diger biyomedikal disiplinler arasinda oldukca
islevsel 6zellik kazanip ilgi gérmektedir®>®. Bu calismalara érnek olarak,
manyetik cekirdek-kabuk Fe;O4@Au nanopartikuller camsi karbon elektrot
Uzerine tutturularak miyoglobinin immobilizasyon/adsorpsiyonu sonrasinda
olusan biyofilm Uzerinden elektrokimyasal olarak Olcimu
gergekle§tirilmektedir%. Bir diger calisma ise manyetik c¢ekirdek-kabuk
FesOs@Au nanopartikiller kullanilarak protein baglanma reaktivitesi
Uzerinden bioanaliz ¢alismasina yoneliktir. Manyetik c¢ekirdegi ile
ortamdan biyoayirma iglemini gergeklestirmede altin kabugu ise tiyol
gruplari ile yiizeyi modifiye etmekte kullaniimaktadir®’. Biyoanalizlerde

kulanilan bu metal nanopartikiler hakkinda detayl bilgi asagida verilmigtir.
2.3.2.7.1.3. Altin Nanopartikuller

Biyomedikal arastirmalar (zerine altin nanopartikiller ile
yapilan son calismalarda biyolojik sistemler Uzerine nanopartikullerin
boyut ve sekillerinin etkisi ile medikal alanda nanopartikullerin dizayni ve
toksik etkilerinin anlagilmasini igeren ¢alismalar énem kazanmistir. Bu
calismalar dahilinde altin nanopartiklllerin sentezi tipik olarak altin
kloririn sodyum borohidrir ve sodyum sitratin kullanilmasi sonucu
kimyasal indirgenme yolu ile gergeklestirildiginde sirasiyla 2-10 nm ve 12-

100 nm boyutlari arasinda kiiresel nanopartikiiller elde edilmektedir®.
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Sentezlenen bu nanopartikullerin  buyutulmesi icin  bir
cekirdek c¢ozeltisi (<15 nm) kullaniimalidir®®. Bu yol disinda sitrat kullanimi
ile de 50 nm'’ye kadar artan boyutta partikullerin eldesi mumkutndur. Fakat;
olusan yapilar ¢ozelti icerisinde polidispers Ozellik tagiyip kuresel yapidan
uzaklasmaktadirlar®®. Bunun éniine gegerek daha bilyiik boyutta partikiil
sentezlemek icin nano c¢ekirdek vyapilar kullanilarak altin bu nano
cekirdekler Uzerine indirgenir. Bu durum gercgeklestiginde ise ortamda
bliydyen nanopartikuller disinda ikincil populasyon olarak kalan daha
kuguk boyutlu indirgenme sonucu ortamda olusan partikuler olacaktir. Bu
durum ise sentez sirasinda bir yuzey aktif ajanin kullaniimasi ile

asilabilir®®.

Altin  nanopartikullerin ~ farkli  boylarda ve sekillerde
sentezlenmesi hassas Olcumlerin gerceklesmesini saglayan optik
Ozellikleri de beraberinde getirmektedir. Metaller icin oda sicakliginda
metal icinde bulunan bir elektronun katedebilecegi serbest yol yaklasik 10-
100 nm arasindadir®®. Bu 6zellik metaller {izerinde beklenen yénde ilging
etkiler olarak ortaya cikarmaktadir. Isigin uygun frekanslarinda uyarilan
iletkenlik band elektronlarinin toplam salinimlarindan dolayi nano dlgekli
soy metal partikiiller ¢ozeltiye parlak renkler kazandirir®®. Bu salinimlar
‘plazmon” olarak adlandirlir. Plazmon, metal nanopartikullerin yuzeyi
uzerinde olugan elektron salinimlarinin dalgaya benzer bir seklin

resmedilmis hali olarak dugtnulebilir (Sekil.11.).

Yilzey

plazmonu E/\ /'\/\ /\

Dielektrik ___+++___+++__E_d

Metal — T
€m

Sekil.11. Metal nanopartikiil lizerinde elektronlarin salinimi: “plazmon”
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Kldre nanopartikillere kiyasla farkh sekillere sahip
nanopartikiller optik 6zellikleri bakimindan daha belirgin ve segicidirler.
Ornegin kire altin nanopartikiller 510-575 nm arasinda boyuta ve
dielektrik gevreye bagl olarak degisen yalniz bir plazmon bandi verirken,
altin nanogubuklar ve diger sekillerdeki partikiller en az iki plazmon bandi

vermektedirler'®.

Kure nanopartikuller i¢in plazmon salinimi kuresel simetriden
dolay! izotropiktir. Fakat nanopartikul sekline bagh olarak ilging farkhliklar
ortaya cikmaktadir. Ornegin boy-en orani 1 ile 20 arasinda degisen
nanocubuklar icin salinimlar nanogubuklarin uzun olan kenarlari
(uzunlamasina plazmon bandi) ve kisa olan kenarlari (enine plazmon
band1) icin ayri olarak gergeklesir ve dolayisi ile nanogubuklarin degisen
boy-en oranlari ile farki iki plazmon bandi gc'jzlenirgg. Altin nanogubuklar ve
hatta gumuis nanocgubuklar da dahil olmak Uzere uzunlamasina plazmon
bandi icin 500-1600 nm arasinda maksimum pik noktalari gdzlenir®.
Kimyasal duyarlilik ve goruntileme igin metal nanogubuklar metal kure
nanopartikullerle  karsilastirildidinda  nanogubuklarin ~ bazi  belirgin
avantajlari vardir. Oncelikle lazerlerin (633 nm, 785 nm, veya 1064 nm )
frekansi nanogubuklarin frekansi ile értiisir. ikinci olarak, 6zellikle biyolojik
uygulamalardaki yakin infrared (NIR) 1siginin kullaniimasi, goéranadr 1s1gin
kullanilmasina gore ustunluk saglar. Cunku; NIR, arka alanda olusmasi
muhtemel floresans i¢in ortamdaki molekull Gzerinde daha az bir uyarmaya
sahiptir. Uglincu olarak yine biyolojik calismalarda, NIR bogesine ait 1sik
gorunur bolgedeki 1s1ga gore dokulara daha derin nufuz eder. Son olarak
olarak nanogubuklarin ug¢ kisimlari, orta kisimlari ile kargilagtirildiginda
farkh kimyasal reaktivite gosterirler. Bu nedenle uzunlamasina ve enine

plazmon bandlari iki farkli kimyasal tayini mimkiin kilar®®.
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Nanogubuklarin sentezinde kimyasal, elektrokimyasal ve
fotokimyasal yontemlerle sulu ¢dzelti ortaminda duzenli boy-en oraninda
(uzunlamasina 20-100 nm; enlemesine 10-20 nm) ve yuksek verimli
(>%90) partikiiller sentezlenmektedir'®. Nanogubuklarin kimyasal sentezi
kiguk altin cekirdekler (2-3 nm) Uzerine katyonik surfaktanin (CTAB),
glmiis iyonu ve askorbik asitin ilavesiyle baslar'®'. CTAB molekiilleri ve
gumus atomlari, nanogubugun kogselerini olusturan (111) ve (001)
yuzeyleri yerine altin nanogubuklarin kenarlarini  olusturan (110)
yiizeylerine adsorbe olmayi secerler'®. Béylesine yerel bir koruma
sonucu, adsorpsiyonla altin atomlarinin biriktiriimesi nanogubuklarin

olusumunu saglamaktadir.

Altin nanogubuklar Uzerindeki CTAB molekiilleri koruyucu
Ozellik gosterir ve partikuller Gzerinde iki katmanli bir yapi olusturup sulu
faz igerisinde nanogubuklarin dagiimasini saglamak icin stabilizator gorevi
ustlenir. Askorbik asit ise sentez sirasinda indirgeyici ajan olarak kullanilir
ve indirgeme surecinin yavas gerceklesmesi ile buyumeyi sadlar.

Partikullerin olugsmasi i¢in en az U¢ saat gereklidir.

Elektrokimyasal surecgte ise aseton ve siklohekzan, CTAB
molekuli ve gumus iyonlari ile birlikte eklenir. Sonradan eklenen iki
kimyasal, altin nanogubugun buyumesi i¢cin 6nemli rol oynarken ilk eklenen
iki kimyasal ise CTAB molekulleri ile olusan iki katmanli yapiy! partikul
yuzeyi Uzerinden uzaklastirir. Elektrokimyasal hicre igerisinde altin
iyonlari, altin metalinden yapilmis anod elektrot tarafindan saglanirken, 20
dakika boyunca 5 mA akim uygulanarak gercgeklestirilen indirgenme islemi

ise platin katot {izerinde gerceklesir'®.
Fotokimyasal sentez ise CTAB, gumus iyonlari ve altin

iyonlarinin  bulundugu ¢Ozelti icinde gergeklegir. Altn iyonlarinin

indirgenmesi 254 nm’de ultraviyole isik ile gerceklesir. Bu yontemde,
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partiktllerin hazirlanmasi yaklasik 30 saati alir. Fakat; uzun sureli (>40
saat) i1sinlama c¢alismasi nanogubuklarin bozunmasina ve kure yapilara
donusimune neden olmaktadir. Fakat kuvvetli bir isinlama ile stre

kisaltilirsa bu bozunma bir miktar azaltilabilmektedir'®.
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3.GEREG VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

e Tavsandan duretilmis anti-E. coli poliklonal antikorlar
Abcam plc. (Cambridge, UK) firmasindan;

e Hidrojen tetrakloroaurat (HAuCl,),

e 3-Merkaptopropionik asit (3-MPA),

e Heksadesiltrimetil-amonyum bromur (CTAB),

e L-Askorbik asit (AA),

e 98% Etanolamin,

e N- (3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodimid hidroklortr
(EDC),

e Trisodyum sitrat dehidrat,

e saf etanol ve

e Tween 20 Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)
firmasindan;

e GuUmus nitrat (AgNO3),

e Sodyumborohidrir (NaBH,),

e Demir(ll) sulfat heptahidrat (FeSO4.7H,0),

e Sorbitol Mac-Conkey Agar (SMAC) ve

e Tryptic Soy Broth (TSB) Merck KGaA firmasindan;

e Avidin Pierce Biotechnology = (Rockford, IL)
firmasindan;

e N-Hidroksisulfosuksinimid sodyum tuzu (NHS) Pierce
Biotechnology (Bonn, Almanya) firmasindan;

o fosfat tamponu (PBS) icin NaCl,

e NayHPO4ve
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e KH,PO,4 J.T.Baker (Deventer, Hollanda) firmasindan
temin edilmis ve kullaniimistir. Batln ¢ozeltiler ultra saf su (18 MQ, cm) ile

hazirlanip kullaniimistir.
3.1.2. Kultlirler

E. coli K12 kiltirt “Refik Saydam Hifzissihha Enstitisi’nden
(Ankara) liyofilize formda saglanmistir. E. aerogenes ve E. dissolvens
kiiltiirleri ise Ankara Universitesi, Gida Miihendisligi BSlima, Mikrobiyoloji

Birimi Kultar Kolleksiyonu’ndan temin edilmistir.
3.1.3. SERS Olgiim Diizenegi

DeltaNu Examiner Raman Mikroskop (Deltanu Inc., Laramie,
WY) 785 nm lazer kaynadi, mikroskop igin hareketli lamel-numune- tutma
haznesi ve CCD dedektor ile birlikte E. coli tayini i¢in kullaniimistir. Cihaz
parametreleri ise 20x objektif, 112 mW lazer gucu, 60 saniye veri toplama

suresi olarak ayarlanmigtir.

Sekil.12. Delta Nu Raman mikroskop
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3.1.4. UV-Visible Spektrofotometre Diizenegi

Sentezlenen altin nanopartikillerin absorpsiyon spektrumlari
fotodiyot analiz dedektdorine sahip Agilent 8453 UV-Visible
spektrofotometre (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) ile

kaydedilmistir.

3.1.5. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) Olgiim Diizenegi

TEM olgimleri JEOL 2100 HRTEM (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan) ile gercgeklestiriimistir. TEM &rnekleri TEM haznesi Uzerine pipetle
10 uL nanopartikul eklenerek 10 dakika bekleme suresi sonunda olgime

hazir hale getirilmistir.

3.1.6. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Olgiimleri

Sandvi¢ imunoanalizin her bir basamagr AFM (XE-100E,
(Park Systems Corp., Suwon, Korea) ile takip edilmis ve olgimler 910M-
NSC14/Cr-Au tip dirsek esliginde 0,3-0,5 Hz tarama hizinda non-contact

mod ile gerceklestirilmigtir.

3.2. YONTEM

Bu c¢alismada sandvi¢ immunoanaliz yéntemine dayanan bir
calisma ile bakteri tayini gerceklestiriimistir. Yapilan c¢alismada altin
kaplanmig cam yuzey Uzerinde bir platform olusturarak hedef

organizmanin tayini mumkudan kilinmigtir.
Sandvig immunoanaliz sisteminin tamamlanabilmesi igin

sistemi olusturan ikili yapidan her biri, beser asamada tamamlanmak

uzere gergeklestirilmistir. Birinci agsamada altin kapli cam Uzerinde serbest
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karboksilat gruplari olusturmak Gzere 3-Merkaptopropionik asit kullanilarak
SAM olusturulmustur. ikinci asamada EDC-NHS ile karbonil gruplari
Uzerinden ylzey aktivasyonu gergeklestirilmistir. Sonraki asamada aktif
hale gelen karbonil gruplari ile avidin etkilestirilerek avidinin baglanmasi
saglanmistir. Dordincu asamada biyotinli  antikorlar, avidin-biyotin
etkilesimi Uzerinden ylUzeye tutturulmus ve son asamada, acgikta kalan
aktif karbonil gruplarinin kapatiimasi i¢in etanolamin kullaniimistir.
Mikroorganizmay! taniyan prob tamamlandiktan sonra, probun bagl
oldugu altin kapli cam slaytlar bakteri ¢ozeltisine daldirilip bakterilerin
yakalanma islemi gerceklestiriimistir. ilk asamada gerceklestirilen bes
islem  ortamdaki bakterinin prob tarafindan yakalanmasi ile

tamamlanmistir.

Ayri bir ortamda hazirlanmis immunoanalizin ikinci kismi olan
yapl, bakteri Uzerine gonderilip bakteriye spesifik antikor Uzerinden

baglanmasi ile sandvi¢ yapisi tamamlamig ve dlgimlere gegilmistir.

Sandvigin ikinci yapisi da ilk yapi gibi ayni prosedurle
hazirlanmistir. Bu kisimda yalnizca altin kaph yuzey yerine altin kire ile
cubuk nanopartikiller kullaniimis ve 5,5-Ditiyobis(2-Nitro benzoik asit)
hem SERS aktif 6zelligi yiksek olan etiket hem de modifikasyon (SAM)

icin kullanilarak ikinci kisim tamamlanmisgtir.

3.2.1. Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Karbonil gruplarinin aktivasyonu ve aktif hale getirilen
karbonil gruplarina avidinin baglanmasi surecglerinde MES tamponu; avidin
Uzerinden Dbiyotinli antikorun baglanmasi, bakteri dilisyonlarinin
hazirlanmasinda ve bakterilerin antikorlu yuzeye gonderilme sureglerinde
PBS tamponu; bakterilerin prob tarafindan yakalanmasindan sonra,

yuzeye spesifik baglanmayan bakterilerin uzaklastirilmasi igin yikama
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¢Ozeltisi olarak PBST kullaniimigtir. Tamponlarin hazirlanmalarina iligkin

bilgiler asagida verilmistir.

PBS c¢odzeltisinin hazirlanmasinda 0,1 M Na;HPO, ve
KH,PO4 c¢Ozeltileri karigtirilarak pH degeri 7,4 olan PB tamponu
hazirlanmistir. Daha sonra tampon igerisine son hacimde 8 g/L NaCl ve
0,2 g/lL KCI olacak sekilde tuz ilavesi yapilarak PBS tamponu elde

edilmistir.

PBST c¢ozeltisi igin 0,1 M PBS tamponu (pH 7.4) hazirlanmis
ve Uzerine % 1 (v/v) oraninda Tween 20 ilave edilmistir. MES tampon
¢Ozeltisi hazirlanirken 0,05 M MES monohydrate ¢dzeltisi; derisik NaOH

¢ozeltisi kullanilarak pH degeri 6,5 olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.2. Su Orneklerinin Toplanmasi

Gergek 6rnek analizi her biri ayri yerden alinan numuneler ile
gerceklestirildi. Gelistirilen yontem ile tayin i¢in dérneklerden biri musluktan
digeri ise golden alindi. Orneklerin her biri igin steril numune kaplari
kullanildi. Musluktan alinan 6rnek igin steril sise boyun kismina kadar
doldurulmadan once musluk bir sure igin acgik birakildi. Numune alim
isleminden sonra sisenin agzi kapatildi. Golden alinan numune ise steril
beherin numune ortamina daldirilarak sterilizasyonu gerceklestiriimis

siseye alinip analiz yapilacak laboratuara getirilmesi ile gergeklestirildi.
3.2.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

TSB mikroorganizmalarin  gelistiriimesinde  kullaniimistir.
TSB’nin hazir karisimindan 30 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde
¢ozdurulmustar. TSB’nin bilesiminde kazein peptonu (17 g/L), soya

peptonu (3 g/L), D-(+)-glukoz (2,5 g/L), NaCl (5 g/L) ve K;,PO4 (2,5 g/L)
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bulunmaktadir. Hazirlanan besiyeri, test tuplerine gerekli miktarlarda
dagitilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmigtir. Besiyerini
iceren tupler buzdolabinda muhafaza edilmis ve kullanim Oncesi oda

sicakligina getirilmigtir.

SMAC-Agar, mikroorganizmalarin segici kati besiyerine
inokulasyonunda ve sayiminda kullaniimistir. SMAC-Agar hazir
karisimindan 51,6 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢ézduUrdimustar.
SMAC-Agar’in bilesiminde pepton (20 g/L), NaCl (5 g/L), safra tuzlari (1,5
g/L), sorbitol (10 g/L), neutral red (0,03 g/L), Kristal violet (0,001 g/L) ve
agar (15 g/L) bulunmaktadir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’'de 15
dakika sterilize edilmigtir. Sterilizasyon sonrasi, besiyeri petri kaplarina
dokulerek katilasmaya birakilmistir. Besiyerleri iceren petri kaplari ters
olarak buzdolabinda muhafaza edilmis ve kullanim Oncesi yuzeyleri

kurutulmustur .

VRB-Agar besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlan ve
kristal viyole basta Gram pozitifler olmak Uzere refakatgi floranin gelisimini
inhibe ederken, laktoz pozitif bakterilerin varhigr pH indikatoéru ile koloni
renginin kirmiziya dénismesi ve safra asitlerinin koloni etrafinda ¢okelti
olusturmasi ile belirlenir. Dolayisiyla 30-32 ya da 35-37 °C'de 18-24 saat
suren inkibasyondan sonra 1-2 mm ¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu
ile cevrili kirmizi koloniler, Enterobacteriaceae familyasinin laktoz pozitif
dyeleri olan koliform grup bakteriler olarak sayilir. Hazirlanigsinda dehidre
besiyeri, 39,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde karigtirilarak kaynatilir
ve kaynama basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama
sicakhginda tutulup, soguyunca steril Petri kutularina 12,5'er mL dokuldr.
Bazi standartlarda dokme kultir ve/ veya 2. kat ilavesi 6nerilmektedir. Bu
besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon, kaynar su banyosunda besiyerini

eritirken yapilmis olur. Mikrodalga firinda kaynatilarak sterilize edilebilir.
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Sterilizasyon sonrasi 25 °C'de pH'si 7,4 + 0,2'dir. VRB Agar besiyerinin
asiri 1sitilmasindan kaginiimalidir. Asiri 1sitma segiciligi azaltir. Kaynar su
banyosundaki isil islem etkinliginin saglanmasi i¢in besiyerinin 250 mL'den
fazla hacimlerde hazirlanmamasi 6nerilir. Hazirlanmis besiyeri parlak ve

karanlik kirmizi renklidir.

3.2.4. Besiyerlerinin Kullanihigi

Refik Saydam Hifzisihha Saglik Merkezinden alinan
kaltarlerin stok derigsimi, kalibrasyon egrisi elde etmek igin kullanilan
dilisyonlarin ve gercek numune analizi i¢cin alinan numunelerin sayiminda
adi gecen besiyerleri kullanilmis ve bu besiyerlerine uygun ekimler

uygulanarak mikroorganizma sayimlari gergeklestirilmigtir.

Stok ve diliisyon derigsimlerinin tayininde SMAC agar yayma
yontemi; ger¢cek numunede mikroorganizma derisimi ise TSB'de gaz
¢ikisina dayanan Durham tlupU yontemi ve VRB agarda yayma yontemi

kullanilarak yapilmistir.

3.2.4.1. Durham Tupii ile Kullanilan Besiyerleri

Koliform grup bakterilerin analizinde laktozdan gaz olusumu

tipik bir reaksiyondur. Besiyerinde gaz cikisi, standart tipun igine ters
olarak yerlestirilen ve Durham tlUpu olarak adlandirilan

kiguk tuplerde gaz birikimiyle anlagilir. Besiyeri

" hazirlanirken, standart tlpun icine o6nce Durham

tupunuin  atilmasi, Uzerine besiyeri ilavesi ile

sterilizasyon oncesinde daha az hava kalmasi saglanir.

¢ 6 Standart otoklavlamada tupte kalan hava ¢ikar.
Sekil.13. Durham tiipii
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3.2.4.2. Yayma Yontemi ile Kullanilan Besiyerleri

Steril petri kutularina 6nce steril
besiyeri en az 2 mm kalinlikta olacak sekilde
dokulur (standart petri kutulari igin 12—15 mL).
Besiyeri dokme sicakhgi 45-50°C olmalidir. Ekim
Oncesi yuzey, yeterli bir sekilde kurutulmalidir.

% Yuzey asiri nemli ya da ¢ok kuru olmamalidir.

Bunun Uzerine 0,1 (0,33; 1,00 mL o&rnek -

kontaminasyon olmamasina 0zen gosterilerek-

aktariir. Onceden dokilip, depolanmis olan

( > besiyerleri kullanilabilir. Petri kutusunun tabanina

daha onceden gerekli tum bilgilerin yaziimig

Sekil.14. Yayma yontemi ile ekim.

olmasi olasi bir karisikhgr engellemekte oldukga yardimci olmaktadir.

Ornek aktarimindan hemen sonra alkolde en az 2 dakika
bekletilerek sterilize edilmis Drigalski spatllu ile besiyeri ylzeyine
homojen bir sekilde yayilir. Drigalski spatulli, Bunsen beki alevinden
hafifce gecirilerek alkoll uzaklastiriimis olmalidir. Bunun igin kullan-at
spatl tercih edilebilir. Gerekirse, 45-50°C'de tutulan 2. kat besiyerinden 5
mL kadar dokulur ve duzgun bir zeminde kendi halinde jellesmeye
birakilir. 2. kat dokum standart uygulamada yoktur, koliform grup analizi

gibi bazi 6zel analizlerde yapilan bir uygulamadir*’.

inkiibasyondan sonra Petri kutulari sayim, var/yok
analizlerine uygun bir sekilde degerlendirilir. Analizden sonra, ekim
yapilmis tim malzeme otoklavda sterilize ya da uygun bir kimyasal madde

ile dezenfekte edilir. Daha sonra bu malzeme yikanir ya da atilir.
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Yayma yonteminde 0,1 mL pipetlenmesinin nedeni,
besiyerinin daha fazla hacmi emmemesi degil, sadece hesap kolayligidir.
Boylece 0,1 mL aktarilma sonunda koloni sayisi basit olarak 10 ile
carpilarak seyreltme ¢ozeltisinin 1 mL'sindeki say! bulunup, seyreltme

faktoru ile carpilarak orijinal ornekteki sayi hesaplanir.

3.2.5. Partikillerin Sentezi

Calismada CTAB-stabil altin nanogubuklar ve sitrat-stabil
altin kiire nanopartikuller kullaniimistir ve sentezleri kimyasal yol ile ¢ozelti

ortaminda gergeklestiriimistir.

3.2.5.1. Altin Nanogubuklar

Altin nanogubuklarin sentezi ¢ekirdek partikullerin kontrollt

biyiitilmesi ile saglanmistir'®.

Sentez sirasinda oncelikle ¢ekirdek ¢ozeltisi (yaklagik 3-4 nm
boyutta altin  nanopartikilerden olusmaktadir) sentezlenmis ve
sentezlenen c¢ekirdek c¢ozeltisinin  buylUtme ¢ozeltisinde kullaniimasi

sonucu nanogubuklarin sentezi gerceklestirilmigtir.

Cekirdek ¢ozeltisi bir vial icerisinde sirasiyla 7,5 mL 0,1 M
CTAB ile 250 pyL 0,01 M HAuCI, ¢ozeltisinin konulup karistiriimasi ve
karistirilan bu ¢ozelti Uzerine buz banyosunda sogutulmus deiyonize su ile
taze hazirlanmig 600 pyL 0,01M NaBH4 ¢ozeltisinin hizli bir sekilde ilavesi
ile elde edilir. Olusan ¢ozeltinin rengi yesil ¢ay renginde olup cekirdek
partiktllerin kullanilabilir hale gelmesi i¢in 5-15 dakika oda kosullarinda

bekletiimesi gerekmektedir.
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Blyutme ¢Ozeltisi bir vial igerisine sirasiyla 4,75 mL 0,1 M
CTAB, 1 mL 0,01 M HAuCls, 60 pL 4x10° M AgNO; koyularak karistirilir.
Codzeltinin rengi bu asamada koyu oranj bir renk alir. Bu renk gozlendikten
sonra c¢ozeltinin Uzerine 250 pL 0,01 M askorbik asit ilave edilir ve
karigtinillir. Askorbik asitin eklenmesinden ve karigtirlmasindan sonra
¢Ozeltinin rengi seffaf olur. Bu halde elde edilen ¢ozelti bliyutme ¢ozeltisi

olarak kullanima hazirdir.

Buyutme ¢ozeltisinin hazirlanmasi ile gekirdek ¢ozeltisinden
5 pL alinip buyutme ¢ozeltisine eklenir. Cozelti birkag saniye karistirilarak
3 saat boyunca oda kosullari altinda nanogubuk sentezinin tamamlanmasi
icin bekletilir. Gegen bu 3 saat icerisinde ¢odzeltinin rengi seffafliktan
mavimtirak renk tonuna dogru degisir. Sentez asamasi asagida sematize

edilmistir.

9.75 mL CTAB 0.1M 15dak. sead ﬁ;ﬁglo'g\gm
250uL HAUCI,0.01M = © oo + AgNO340 o

600pL NaBH, 0.01M e Ascorbic acid 0.1M

= D
ﬂ 3 saat

lHJJlI-u.

Altin nanogubuklar

Sekil.15. Altin nanogubuklarin kimyasal sentezi
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3.2.5.2. Altin Kiire Nanopartikiiller

Altin kire partikiillerin sentezi Sutherland’in'® prosediiriine
goére gerceklestiriimistir. Sentez 500 mL iki agizh balon jojede geri
sogutucuya bagh olarak kaynatma sonucu tamamlanmigtir. 500 mL
% 0,01 lik HAuCl4 ¢ozeltisi hazirlanip balon jojeye konulmus ve karistirma
islemi ile birlikte kaynatiimak Uzere balon joje yag banyosu igerisine
daldinimigtir. Kaynama bagladiktan sonra % 1 lik 7,5 mL sodyum sitrat
¢cOzeltisi balon jojenin serbest agzindan kaynayan c¢oOzeltinin Uzerine
dokulmus ve kaynatma islemine devam edilmigtir. Yaklasik 15 saniye
sonra ¢ozeltinin rengi koyu maviye, bir dakika sonra sarap kirmizisi
rengine déonmus ve bu rengin gézlenmesinden sonra kaynatma islemine
15 dakika daha devam edilmigtir. 15 dakika sonunda kaynatma iglemi
durdurulmus ve karistirma islemi devam ederken ¢ozelti sogumaya

birakiimistir. Sentez agamasi asagida sematize edilmigtir.

kaynama Kaynama igsleminden sonra
500 mL 0.01% — %1 lik C¢HsNa30; eklenerek
HAUCI, kaynatma iglemine devam
edilir.

ﬂ 155

Altin kire
nanopartikuller

Sekil.16. Altin kiire nanopatrtikiillerin kimyasal sentezi
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3.2.6. Sabit Yiizey Uzerinde Gergeklestirilen immunoanaliz Metodu

3.2.6.1. Yuzeyde Molekiillerin Tek Tabaka Halinde Olusturulmasi
(SAM)

Cam slayt yuzeylerinde SAM olusturuimadan 6nce butin
altin kapli cam slaytlar yizeyde bulunmasi muhtemel safsizliklardan
arindiriimak Uzere piranha c¢ozeltisi (3:1 oraninda H>SO04:H,0,) ile
temizlenip ardindan etanol ile yikanarak agzi kapali bir petride saklandi.
Slaytlarin yuzeyinde SAM olusturma iglemi saf etanol icerisinde 100 mM
3-MPA ile gece boyunca bekletilerek gercgeklestirildi. Ardindan yuzeyler

MES tamponu ile yikanarak bir sonraki basamaga hazir hale getirildi.

Altin nanopartikiller (1’er mg) yuzeyinde SAM olusturma
islemi ise yine ayni prosedurle gerceklestirilip kimyasal olarak 3-MPA
yerine SERS aktif molekul olan 50 mM DTNB kullaniimigtir.

3.2.6.2. Raman Etiketlerinin Hazirlanigi

Esit miktarda (1 mg) altin kire nanopartikil ve nanogubuk kullanilarak
DTNB’nin alkol icersinde altin nanopartikillerin ylzeyine tiyol gruplarindan
baglanmasi saglanmistir (SAM islemi). Bunun igin 50 mM DTNB
kullaniimis ve SERS sinyalini takip etmek igin partikullerin Gzerinde SAM
olusturuima islemi alkol igerisinde bir gece boyunca bekletilip
tamamlanmigtir. SERS sinyalini takip etmek igin kullanilacak olan molekdil
(DTNB) yluzeye baglandiktan sonra modifikasyon igslemleri DTNB’ye ait

karbonil gruplari Gzerinden gergeklestirilmigtir.
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3.2.6.3. Karbonil Gruplarinin Aktif Hale Getirilmesi

Altin  kapli cam ylzeyler Uzerinde olusturulan SAM
sonrasinda u¢ kisimda serbest halde bulunan karbonil gruplar ile bu
gruplar Uzerine gonderilen amin gruplarinin kovalent bag olusturmasini
mumkun kilmak igin MES tamponu igerisinde ¢ézulmus 0,05 M NHS ve
0,2 M EDC kullanarak ylzey uzerinde amin reaktif NHS esterleri
olusturulur. Ayni prosedur altin nanopartikuller icin de tekrarlanir. Bu islem
icin yuzeyler ve partiktller EDC-NHS c¢ozeltisi igerisinde iken 30 dakika
karistirici Gzerinde tutulur. islem tamamlandiktan sonra yikama islemi

MES tamponu ile gergeklestirilir.

3.2.6.4. Avidinin Baglanmasi

Yuzeyler Uzerinde aktif hale getirilen karbonil gruplari
Uzerinden avidinin baglanmasi gercgeklestirilmistir. Bunun ig¢in 0,5 mg/mL
avidin MES tamponu igerisinde ¢ozulup 30 dakika yluzeyler ile

etkilestirilmistir. Ayni streg partikuller igin de gergeklestirilmistir.

Yikama islemi PBS tamponu ile vyapilmistir. Yikama
isleminde PBS tamponuna gegilmesinin sebebi bir sonraki agamanin PBS

tamponu ile gergeklestiriliyor olmasidir.

3.2.6.5. Avidin Uzerinden Biotinli Antikorun Baglanmasi

0,1 mg/mL biotin igaretli antikorun PBS tamponu ile
hazirlanmis ¢dzeltisi icerisine avidinin bagli oldugu yuzeylerin birakilmasi
ve 30 dakika karigtirlmasi sonrasinda biotinli antikorlarin avidin-biotin
afinitesi Uzerinden baglanmasi saglanir. Partikuller i¢in de ayni prosedur

takip edilmigstir. Yikama islemi PBS tamponu ile gergeklestirilmigtir.
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3.2.6.6. Spesifik Olmayan Baglanmalarin Engellenmesi

Altin kaplh cam vyuzeylere ve partikullere avidinin
baglanmasindan sonra biontinli antikorun baglanmasi saglanarak bakteriyi
taniyan prob calismasi sonlandiriimistir. Bu asamadan sonra ortamda
olmasiI muhtemel agikta kalan karbonil gruplarinin kapatilmasi i¢cin % 10
luk (v/v) etanolamin c¢oOzeltisi kullaniimigtir. Cozelti, ylzeyler Uzerinde
pipetleme iglemi ile ve partikuller ile karigtirici Uzerinde bir saat boyunca
etkilestirilmistir. islem sonunda yiizeyler ve partikiller PBS ile iki kez

yikanmistir.

3.2.6.7. Bakteri Dilusyonlarinin Hazirlanmasi

Refik Saydam Hifzissihha Enstitistinden alinan E.coli K-12
kaltart ana stok olarak kabul edilip bu mevcut ana stoktan 5 mL ye 50 uL
olacak sekilde ekim yapilarak E.coli’'nin ¢ogaltilmasi saglanmistir. Deney
icin gerekli olan dilisyonlar ana stok kullanilarak hazirlanan yeni stok
Uzerinden yapilmigtir. Seyreltme isleminden 6nce stoktan alinan 1 mL
¢cOzelti icerisindeki bakterinin gelismesi icin kullanilan besiyerinin
uzaklastiriimasi saglanmis ve bu islemle birlikte yapilan diger 3 paralel
ylkamada da PBS tamponu kullaniimigtir. Yikama islemi sonrasinda 7
eppendorf tupine 900 upyL PBS tamponu konulmus ve tdpler
numaralandiriimistir. Once stoktan 100 pL alinip ilk eppendorf tiipiine ilk
dilisyonu belirtmesi adina “-1” kod numarasi veriimis ve 100 pL
eklenmistir. ikinci dilisyon basamag: ise “-1” kod numarali tiipten 100 uL
alinarak “-2” kodlu tupe eklenmesi ile yapiimistir. Bu islem bes kez daha
tekrarlanmis ve “-5”, “-6” kodlu tuplerden 100’er pL alinip kati besiyerlerine
ekim yapilarak ana stoktan deneyde kullaniimak i¢in ¢ogaltilan stok bakteri

derisimi tespit edilmis ve bu 7 dilisyon deneyde kullaniimigtir.
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3.2.6.8. Hazirlanan Prob ile Bakterilerin Yakalanmasi

Ucunda E. coli i¢in spesifik serbest antikorlarin bulundugu
ylizeyler ayri ayri 10'-10" kob/mL bakteri diliisyonlarinin bulundugu
eppendorf tuplerine birakilarak 30 dakika inktbasyon icin beklenmigtir. Bu

sure sonunda her ylzey u¢ defa PBST ile ve ardindan PBS ile yikanmistir.
3.2.6.9. Sandvi¢ immunoanaliz igin Yapinin Tamamlanmasi

Bu son asamada sandvi¢ yapisini tamamlamak icin altin
kapli cam yuzey Uzerinde hazirlanmig birinci yapi Uzerine - serbest
ucunda segici antikora sahip olan prob tarafindan yakalanmis bakterilerin
bulundugu yapi! - SERS aktif molekulinu Gzerinde bulunduran ve serbest
ucunda segici antikoru olan ikinci yapi olan altin nanopartiktller
gonderilmistir. Bu islemden sonra her bir ylizey ve partikil ¢ozeltileri
karistiricida oda sicakliginda 30 dakika inkube edilmis ve inkubasyon
sonrasinda baglanmayan partiklllerin yuzeyden uzaklagtiriimasi igin
yikama iglemine gegilmigtir. Yikama islemi 3 kez PBST ile ardindan 3 kere
PBS ile yapilmis ve son ylkamadan sonra ylzeyler deiyonize suyun
bulundugu bir viale alinip ultrasound banyosunda 10 saniye kadar
bekletilmistir. Bu islem sonrasinda yuzeyler son bir kez daha deiyonize
sudan gegirilip kurutulduktan sonra AFM goruntust ve SERS 6lgima igin

hazir hale gelmistir. TUm asamalar asagidaki semada gdsterilmistir.
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Sekil.17. Sandvi¢ immunoanaliz igin gergeklestirilen basamaklar
3.2.6.10. Gelistirilen Yontemin Segiciligi

Geligtirilen yontemde E.coli hedef mikroorganizma olarak
secilmis ve tayini gergeklestiriimistir. E.coli Uzerinde c¢alisan sandvig
immunoanaliz yonteminin sadece E. Coli'ye segicilik deneyi, E. aerogenes
ve E. dissolvens bakteri kalttrleri kullanilip ayni deneysel prosedirin bu

bakteriler ile uygulanmasi sonucu gerceklestiriimistir .
3.2.7. Su Numunesinde E. coli Tayini

Geligtirilen analiz yénteminin gergcek su Orneklerinde
kullanilabilirliginin test ediimesi amaciyla Hacettepe Universitesi Beytepe
Kampusu girisindeki musluktan ve kampus yerleskesine yakin bir goletten
alinan su orneklerinde E. coli tayinine yoénelik ¢alisma yapilmisg ve elde

edilen sonuglar klasik sayim yontemleri ile karsilastiriimigtir.
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Hacettepe Universitesi Beytepe Kampuisu girisindeki musluk
suyundan alinan ornegin igerisine ayrica E. coli’'nin TSB besiyerinde
hazirlanan 18 saatlik saf kultGrinden inokulle edilmistir. Bilinen derisimin
(10° kob/mL) kullaniimasi ile yontemin calisirhgi gercek numune analizi
disinda denenmigtir. Musluk suyu numunesine inokulasyon, E.coli
stogunun musluk suyuna 10% den 10° bakteri derisimine gelene kadar

yapilan ardisik dilisyonlar sonrasinda gergeklestiriimistir.

Goletten ve musluk suyundan alinan érneklerde geleneksel
sayim yontemi kullanilarak dogrudan 1 mL ornegin SMAC-Agar besiyerine
yuzeye yayma yontemi ile inokulasyonu yapildiktan sonra, besiyerleri
455°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
besiyerinde gelisen koloniler sayilarak su o6rneklerindeki E. coli’'nin

konsantrasyonlari belirlenmistir.

Altin kapli cam slaytlar, analiz i¢in hazirlanip eppendorf tlipu
icine alinan 1’er mL su ornekleri icine daldirilarak; altin kapli demir oksit
partiktller ise hazir olan su numunelerinden 1 mL partiktller Gzerine

eklenerek E. coli tayini yapilmigtir.
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4. BULGULAR

Escherichia coli gidalarda ve sularda fekal kontaminasyonun
indikatori olarak kullanilmaktadir. Herhangi bir ornekte E. coli'ye
rastlanmasi, érnegin alindigi ortama dogrudan ya da dolayli olarak digki
bulastiginin ve yine bagirsak kdkenli Salmonella ve Shigella gibi primer
patojenlerin de olabileceginin bir gostergesidir. Bu nedenle gidalarda ve
suda E. coli’nin hizli, hassas ve segici bir sekilde saptanmasi buyuk 6nem
tasimaktadir. Bu dogrultuda E. coli tayini i¢in altin nanopartikiller
kullanilarak uygun bir analiz yontemi gelistiriimis ve yontemin calisirligi
hem laboratuar kosullarinda su numunesi igine derisimi bilinen E. coli
ekimi yapilarak hem de derigimi bilinmeyen gergek numune ile galisilarak
test edilmigtir. Bu bdlumde, gelistirilen analiz ydnteminin performansina

yonelik optimizasyon sonuglari ve tayin sonuglari sunulmustur.

4.1. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikullerin  karakterizasyonunda, partikullerin optik
Ozellikleri ve anizotropilerini anlayabilmek igin UV-Visible spektrofotometre
ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullaniimistir. Partikallerin
boyut ve sekilleri Uzerine nanometre boyutunda bilgi edinmek Uzere sekil
18'de TEM goruantileri verilmigtir. Altin kdre nanopartikuller ve altin
nanogubuklar sirasiyla sekil 18 a ve sekil 18 b’de verilmistir. Sekil 18 a’da
altin kiire nanopartiklllerin ortalama boyutunun 20 nm civarinda oldugu

gorulmektedir. Sekil 18 b’de ise altin nanogubuklar verilmistir.
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Sekil.18. Nanopartikillerin TEM goéruntiileri: Altin kiire nanopartikiiller (a); altin
nanogubuklar

Nanogubuklarin sekilleri ve dolayisi ile buyuklikleri boy-en
orani ile verilmektedir. Nanogubuklarin boy-en orani partikile ait olan
uzunlugun ayni partikule ait olan genislige orani ile bulunur. Sentezlenen
sekil 18 b’de verilen nanogubuklarin boy-en orani yaklasik 3 olarak

go6rulmektedir (uzunluk ~ 45 nm, genisglik ~ 15 nm).

Partikullerin optik 6zelliklerinin yaninda sekilleri hakinda da
fikir veren absorpsiyon spektrumlari sekil 19°’da verilmistir. Sekilde gorulen
ilk plazmon bandi altin nanogubuga ait 524 nm deki capraz (enine)
plazmon bandidir. Spektrumda 665 nm de goérilen plazmon bandi ise
nanogubuk i¢in boylamasina plazmon bandi olarak tanimlanan banttir.
Diger spektrum ise altin kire nanopartiklllere aittir. Kire partikullerde 521

nm de plazmon bandi gértlmektedir.
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Sekil.19. Altin kiire ve c¢ubuk nanopartikiiller igcin UV-Visible absorpsiyon

spektrumlari

Sekil 19°da goéruldugu Uzere altin nanopartikiller plazmon
rezonansindan Oturd dar ve gsiddetli absorpsiyon sergilemektedirler. Bu
durum uygun dalga boyunda gdnderilen 1sin ile iletkenlik elektronlarinin
elektromanyetik alan varliginda osilasyon hareketi sirasinda rezonansa
girmesi ile gerceklesir. Altin nanopartikullerin plazmon rezonans ozellikleri
boyutlarina, sekillerine, yapilarina (kati veya bosluklu yapida bulunmalari
vs.) ve bulunduklari ortamin refraktif indeksine gore degisir. Bundan dolayi
sekil 19'da farkh iki partikll icin farkh karakterde iki spektrum elde
edilmigtir. Klasik olarak kure altin nanopartikuller icin 520 nm civarinda bir
pik gobzlenmektedir. Kuire partikiller i¢in boyutta ya da partikGlin
bulundugu ortamda refraktif indeks degisiminin, ayrica ortamda kuvvetli bir
absorplayan ve/veya sacilim yapan turin bulunmasi kire partikullere ait
dalga boyunda fark edilir bir kaymaya sebep olmamaktadir. Dolayisiyla bu
dalga boyu bazi durumlarda 1sigin etkisinin zayif oldugu bir dalga
boyudur'®. Bu 6zelliginden dolayi bazi biosensér uygulamalarinda tercih

edilmemektedir. Yapilan calismada ise nanokureler, SERS kuvvetlendirme
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gucu ve elde edilen kuvvetlendirme ile mikroorganizma tayininde

kullanilabilirliklerinin nanogubuklar ile kargilastiriimasi i¢in kullaniimislardir.

Nanocgubuklarin iki plazmon rezonans 0zelligi sergilemeleri
kisa ve wuzun vyuzleri Uzerinde bulunan iletkenlik elektronlarinin
salinimindan kaynaklanmaktadir. Nanogubuklara ait ilk bant c¢apraz
rezonans band ve ikinci band ise boyuna rezonans band olarak
adlandiriir. Capraz plazmon bandi 520 nm civarinda iken, boyuna
plazmon bandi kirmiziya dogru kaymigtir. Nanocgubuklarda kirmiziya
kayma cubuklarin boy-en orani ile ilgilidir. Yani boy-en orani ne kadar
blyUk olursa kirmiziya dogru kayma daha ¢ok olacaktir. Dolayisi ile dusuk
enerjili goérinur bolge ile NIR arasinda yapilacak olan calismalarda
biouyumlulugu ile kullanighdir. Nanogubuklarin boy-en orani ile oynanarak
istenilen boyuta getirilen partikillerden optik géruntilemede ve biotayinde
oldukga faydalaniimaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada &zellikle
nanogubuklar (zerinde durulmus ve kiyaslama vyapilmistir. Cubuk
partikillerin daha iyi olmasinda; uyarilma isi1ginin polarisazyonu nano
cubugun uzun eksenine gore degistiriimesiyle farkli optik ozellikler ve
sacilma verimliligi kazanmasi sayesinde olur. Nano boyutta kire yapiya
g6re nanogubuklarin sagiima verimliligi oldukg¢a yuksektir. Nanogubuklarda
boy-en orani arttikga 1simasiz durulma azalmakta ve Raman verimliligi

artmaktadir.
4.2. Slaytlar Uzerinde Yapilan Modifikasyonlarin AFM Sonuglari

Altin  kapli cam ylzeyler Uuzerinde olugturulan her
modifikasyonun, analiz yontemine ait tasarlanan teoriye gore gergeklesip

gerceklesmedigini takip edebilmek i¢in, tamamlanmig her bir basamagin

ardindan atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak yluzeydeki degisimler takip
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edilmis ve sonuglar ylzey topografyasinda meydana gelen degisimler

olarak kaydedilmistir.

Sekil.20. AFM topografya goriintiileri (a) altin kaplanmig cam slayt, (b) 3-MPA ile
SAM, (c) 3-MPA ile SAM + avidin, (d) 3-MPA ile SAM + avidin + antikor

Sekil 20 , SERS ile bakteri tayini saglayacak sandvig yapisini
olusturan birincil antikorun bagh oldugu yuzeyin her bir asamasini AFM
Olcimleri sonucu elde edilen goruntuler olarak gostermektedir. Sekil 20
a'da alkolle temizlenmis altin kapli cam slayt oldukga duzgln bir ylzeye
sahip olup aritmetik ortalamasi (Ra) 0,250 ve purtzltliga (Rq) 0,384 nm
olarak kaydedilmigtir. Temiz olan ylzey uzerinde 3-MPA ile SAM
olusturunca yuzeyin goruntusu sekil 20 b’de géruldugu Uzere degismistir.
SAM olusturulan bu yizey igin Ra ve Rq degerlerinde artis gézlenmis ve

sirasiyla Ra ve Rq degerleri bu yuzey icin 0,281 ve 0,387 nm olarak
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kaydedilmistir. Yuzeyde SAM olusturulduktan sonra diger bir basamak
olan avidinin baglanmasi islemi gergeklestiriimis ve bu ylzeyde olusan
degisiklikler sekil 20 c’de verilmistir. Sekil Uzerinde avidin kimelenmis
halde gorulmektedir. Avidinin kimelenmis olarak bulunmasi ihtimali sekil
20'c de gorulen olugumlarin yaklagik 200 nm Olgculmesi Uzerine
dusundlmustar. Bir avidin - molekuli tek basina bu buydklagu
gOsteremeyecedi igin ylzey uzerinde avidinin kimelenmis oldugu
dusundlmektedir. Literatirde avidinin AFM goérintlsine ornek bir ¢alisma
N. Misawa ve arkadaslarinin’ yapmis oldugu calisma olarak
gosterilebilir. N. Misawa ve arkadaslari karboksilat yuzeyli SiO,/Si yuzeyler
Uzerine avidin baglayip ylzeydeki oriyantasyonunu AFM ile
incelemislerdir. Avidin baglandiktan sonra yuzeyde olusan degisim Ra ve
Rq degerleri olarak sirayla 0,981 ve 1,326 nm olarak kaydedilmistir. Avidin
baglanma igleminden sonra yuzey uzerine birincil antikor génderilmis ve
bu yuzey uzerindeki degisim sekil 20 d’de verilmigtir. Biotinli antikor
baglandiktan sonra beklendigi Uzere Ra ve Rq degerlerinde artis
gozlenmistir. Ra ve Rq degerleri antikorun baglanmis oldugu yuzey igin
2,422 ve 3,297 nm olarak kaydedilmigtir. AFM olgumleri sonrasinda Rq
degerlerine bakildiginda purazlulugun arttigi ve yuzey modifikasyonlari
sonrasinda her bir basamak icin altin kaph slayt Uzerinde basaril

olundugu gorulmagtar.

Birincil yapinin yuzey uzerinde tamamlanip bakterinin antikor
tarafindan tutulmasi ve bakteri Uzerine antikor ile ikincil yapinin baglanip
sandvi¢ yapisinin tamamlanmasi islemleri sonrasinda tekrar AFM
Olgumleri alinarak goruntuler AFM error ve 3D topografya olgumleri olarak
kayit edilmistir. Bu sonuglar Sekil 21’de verilmistir. Sekil 21 a’da bakterinin
modifiye edilmis ylizeye immobilizasyonu gorilmektedir. Sekil 21 a ve b’'de
AFM error ve Sekil 21 c’de 3D topografya sonucu olarak verilmistir. Sekil
21 c’de bakteri Uzerini ortmus altin kure partikuler icin 3D topografya

sonucunun verilmesinin nedeni, altin kure partikullerin boyutlarinin
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nanogubuklardan kuguk olmasi ve bakteri Uzerinde kure partikulleri daha

ayrintili gorebilmesi igindir.

o 0.25 05 0.75 4

Sekil.21. AFM hata goriintiileri (a) E. coli, (b) altin nanogubuklar E. coli lizerinde (c)

E. coli uizerinde altin kiire partikiillerin 3D topografya goéruntiileri

Sekil 21 a’da yuzeyde immobilizasyonu gergeklestirelen 2,2
pum buyuklikte ve kok seklindeki bakteri gértilmektedir. E. coli’'nin bu boyut
ve sekli daha once literaturde kayith cgalismalarda verilen goruntulere
benzemektedir'®'%’. Sekil 21 b ve c'de bakteri (izerindeki altin
nanogubuklar ve altin kire partiklller gérulmektedir. Bakteri ylzeyinin altin

kire ve cubuk nanopartikuller ile kaplandiginin tespiti olarak puruzlulik
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degerindeki artis gosterilebilir. Modifikasyonlu yuzeye immobilize olmusg
bakteri tek basina sirasiyla 20,716 ve 24,116 nm Ra ve Rq dederlerine
sahip iken bakteri Uzerine altin kiire nanopartikuller baglandiginda Ra ve
Rq degerleri 50 ve 91 nm, nanogubuklar baglandiginda ise 74 ve 98 nm
degerlerini almaktadir. Bu artiglar bakterinin ve bakteri Uzerine

modifikasyonlu nanopartikullerin baglandigini gostermektedir.

Tablo2. Sandvi¢ immunoanaliz i¢in farkl yuizeylerin AFM piiruzliilik degerleri

Altin Altin kiire Altin
iize SAM | Avidin | Antikor | E. coli nano- nano-
yuzey partikiiller | gubuklar
R,(nm) | 0.250 | 0.281 0.981 2.422 20.716 50 74
Ry, (nm) | 0.384 | 0.387 1.326 3.297 24.116 91 98

4.3. Bakteri-Antikor Etkilesmesinde Zamana Bagli Olarak Maksimum

Baglanmanin Saptanmasi
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Sekil.22. Maksimum % bakteri baglanma oraninin saptanma siiresi
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Altin kapli ylzey Uzerine modifikasyonlar sonunda baglanan
antikor ve antikorun sepesifik oldugu bakteri oda kosullarinda maksimum
baglanmay sekil 22’de goruldigu uzere 30 dakika icinde % 60’a yakin bir
baglanma orani ile gerceklestirmektedir. Baglanma fizyolojik pH ve oda
kosullarinda, bakteri ¢ozeltisi iceren eppendorf tupleri igerisine altin kapli
slaytlarin yerlestirimesi ve karigtirlmasi ile saglanmistir. Belirtilen
surelerde baglanma, antikor tarafindan yakalanmayan ve eppendorfta
baglanmadan kalan bakterilerin kati besiyerine ekimi ve inklibasyon

sonrasinda sayimi ile saptanmigtir.

4.4. Sandvi¢ Yapisinin Tamamlanmasindan Sonra SERS ile bakteri

Tayini

SERS ile E. coli tayini i¢in uygulanan sandvi¢ sisteminde
ikincil antikorun bulundugu yapida SERS etiketi olarak DTNB molekulu
kullanilmistir.  Altin  nanopartikillerden olusturuilmus Raman etiketi
kullanilarak elde edilmis SERS spektrumlari E. coli analizi i¢in sekil 23 ve
24’de verilmistir. Bu iki spektrumun DTNB ye ait baskin olan 1336 cm™
deki simetrik NO, gerilme bandi takip edilerek artan bakteri
konsantrasyonlarina karsi 1336 cm™ nitro grubunun artan Raman sinyali

grafige gecirilerek sekil 25’ de verilen kalibrasyon grafigi cizilmistir.
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Sekil.23. DTNB’nin 10"-10° kob/mL bakteri derigimleri arasinda altin nanogubuklarin
varliginda gosterdigi simetrik NO, gerilme pikleri. a) E coli yok, b) 10"'kob/mL, c)
10%kob/mL, d) 10°kob/mL, €) 10* kob/mL, f) 10°kob/mL.

Sekil 23'de nanocgubuklar kullanilarak tamamlanan analizin
SERS spektrumu goértlmektedir. DTNB ye spesifik olan bu spektrumda
1336 cm™ deki DTNB’nin nitro grubuna ait pik kullanilarak artan bakteri
konsantrasyonuna karsi sinyalin arttigi goérilmektedir. 1336 cm™ de
bulunan pikin secilmesinin nedeni etiket olarak kulanilan molekulin 200
cm™ ile 2000 cm™ arsinda en keskin piki bu dalga sayisinda vermis

olmasindandir. Sekil 23 Uzerinde molekule ait spektrum verilmigtir.

Sekil 24°de ise altin kire partikuller kullanilarak tamamlanan
analizde ayni molekil etiket olarak kullaniimis ve 1336 cm™ deki NO,
pikinin artan siddet miktari ile artan bakteri konsantrasyonu takibi
yapilmistir. DTNB ye ait spektrum her bir bakteri konsantrasyonu igin sekil
24’ de verilmistir.
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Maksimum bakteri konsantrasyonunda en yuksek SERS pik
siddeti nanocgubuklar ile elde edilmistir. Bu durum, nanogubuklarin
gonderilen 1sik ile etkilesimi sonucu olusan Raman saciimasinin, kire
nanopartikullerden daha iyi oldugunu gdstermektedir. SERS igin boyle bir
kuvvetlendirme ile duglik konsantrasyonlarin tayini, uygun etiketlerle veya

eger varsa analitin kendi sinyali ile gergeklestirilebilir.
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Sekil.24. DTNB’nin 10'-10° kob/mL bakteri derisimleri arasinda altin kiire
nanopartikiiller varhiginda gosterdigi simetrik NO, gerilme pikleri. a) E coli yok, b)
10"'kob/mL, c) 10?kob/mL, d) 10°*kob/mL, e) 10* kob/mL, f) 10°kob/mL.

Calisma asamasinda hi¢ bakteri kullanilmadan birincil
antikorun bagli oldugu yuzey Uzerine ikincil antikorun bagh oldugu altin
nanopartikiller gonderilerek kor denemesi gergeklestirilmistir. Ortamda
bakteri olmadigi zaman bir kisim ikincil antikorun bagli oldugu
nanopartikuller spesifik olmayan bir baglanma gostermis ve yikama
proseduru sonrasinda ortamdan uzaklasmadigi gorulmasgtar.
Nanogubuklarin ve kire nanopartikillerin kullanildigi analizde bu

baglanma spesifik nitro piki Uzerinden sirayla 1301 ve 623 pik siddeti
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olarak kaydedilmistir. Spesifik olmayan bu baglanmanin avidin Uzerinden
gergeklestigi dustnulmektedir. Avidinin bozunmasi igin I1s1 uygulanmasi
gereklidir. Calismada bu varsayimi s6z konusu yapan basamak, yikama
sirasinda ultrasonik banyoda tutulan yapinin zarar gorme olasihgidir.
Ultrasound sivi igerisinde akustik bir bosluk olusturur. Bu akustik boglugun
devamli bir sekilde siregelmesi sivi ortamininda u¢ noktada sayilabilecek
kadar gugclu kuvvetler olusturur. Bu kuvvetler turbldlans ve is1 gibi
kuvvetlerdir. Bu tar kuvvetler yapida bulunan hidrojen baglari ve polar
olmayan hidrofobik etkilesimleri etkilemektedir. Bu etkilenme sirasinda
molekulin kinetik enerjisinde bir artis gozlenir ve bu artis molekulin daha
hizli bir sekilde titresmesine sebep olur. Titresimde gerceklesen artis
molekul i¢i baglari etkileyerek yapinin bozlumasina neden olabilir. Bu
titresim ile yapi hidrofobik etkilesimler ve disulfid bagi olusturarak agregat
olusturabilir. Bu olugsumlar sirasinda ortamda bulunan bir molekul ile
etkilesim ya da disilfid bagi mumkun olabilir. Ayni sekilde bu olugum
antikorun bulundugu taraf ile avidin i¢in de gecerlidir. Ya da diger taraftan
daha basit bir sekilde bakildiginda, agikta kalmis aktif karbonil uclarinin
yuzeyde bulunmasi durumunda, s6z konusu yuzeye gonderilen ikincil yapi
ucundaki antikorda mevcut amin gruplarinin kovalent bag ile baglanmasi

dusundulebilir.

Sekil 25’de tamamlanan imUnoanaliz sistemin artan bakteri
derisiminde verdigi SERS sinyalleri baz alinarak c¢izilmis kalibrasyon
grafigi yer almaktadir. Kalibrasyon grafiginde her bir derigim icin alinan
NO, pik siddeti dizenli bir sekilde nanogubuklar ve altin kireler igin
artmaktadir. Degisen her E. coli konsantrasyonuna karsilik SERS sinyali
alinmaktadir ve grafikten goriildigi tizere 10" kob/mL bakteri ayirt edici bir
sekilde ornek icinde tayin edilebilmektedir. Kalibrasyon grafigi altin kire
nanopartikiiller igin SERS sinyalinin dogrusal bir artis gosterdigi 4,9x10'-
4,9x10° kob/mL bakteri konsantrasyonu araliginda; altin nanogubuklar igin

ise 7,5x10"-7,5x10° kob/mL bakteri konsantrasyonu arasinda cizilmistir.
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Sekil.25. Altin kiire ve ¢gubuk partikiller kullanilarak elde edilmis kalibrasyon grafigi

Sekil 25°de pik siddetine goére cizilen kalibrasyon egrisine
bakildiginda kalibrasyon egrilerinden 10’-10° kob/mL arasinda dogrusallik
siraslyla nanogubuklar ve nanokureler i¢in 0,989 ve 0,999 korelasyon kat
sayilari (R?) ile elde edilmistir. Grafik (izerinde egimler degerlendirildiginde
altin  nanogubuklarin  kullanildigi yapi Uzerinden alinan sonuglara
bakildiginda altin nanogubuklar nanokurelere gore ~3,2 kez daha guglu
cevap alinmasini saglamistir. Altin  nanogubuklar ve altin klre
nanopartikuller ile E. coli tayini icin LOD degerleri sirasiyla 4 kob/mL ve 5
kob/mL olarak bulunmustur. LOD degerleri kor ¢ozelti Uzerinden sirayla
alinan U¢ Olcum sonunda standart sapmalarin ortalamalari kullanilarak
bulunmustur. Geligtirilen yontemde hazirlanan altin kapli cam slaytlar
lizerindeki antikorlar 10° kob/mL bakteri derisiminden sonra doymaya
baslamislardir (Sekil26).
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Sekil.26. 10'-10° kob/mL E. coli igin altin nanogubuklarin varliginda DTNB’nin 1336
cm™ deki pik siddeti degerleri. Hazirlanan yiizeyin E. Coli i¢in doygunluga ulasip

plato olusturmaya basladigi derigsimin saptanmasi.

Geligtirilen imunoanaliz yonteminin segiciligini kontrol etmek
icin diger koliform grubu bakteriler ile ¢aligiimigtir. Bu amac igin derigimi
daha dnceden kati besi yerine yayma yontemi ile tayin edilen ve dilisyonu
gerceklesen E. aerogenes ( 3,1x10° kob/mL ) ve E. dissolvens (4,3 x 10°
kob/mL ) kullaniimigtir. Deneysel prosedir E. coli tayininde oldugu gibi
bire bire gercgeklestiriimis ve SERS ol¢gumleri alinmigtir. Segicilik igin
kullanilan koliform grubu bakterilerin dlgimlerinden alinan SERS sinyalleri
ile ayni zamanda E. coli igin gergeklestirilen olcim sonrasi alinan
sinyallerle kargilastiriimis ve sonuglar sekil 27°da verilmistir. Yuksek
konsantrasyonda kullaniimis E. aerogenes ve E. dissolvens igin alinan
SERS sinyallerinden varilan sonuglar E. coli i¢in gelistirilen analiz yontemi
ile belirlenen LOD degerinin altinda c¢ikmistir. Bu sonuglar geligtirilen

analiz yonteminin yuksek secicilikte oldugunu gostermektedir.
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Faman siddet

E. aerogenes E. dissolvens E. coli

Sekil.27. E. aerogenes (3,1x105 kob/mL), E. dissolvens (4,3x105 kob/mL) ve E. coli
(7,5x1 0° kob/mL) i¢cin DTNB’nin 1336 cm’ deki pik siddeti degerleri.

Kullanilan analiz yonteminin dogrulugunun kontroll gergek
numune analizi ile E. coli tayini icin gerceklestirilip elde edilen sonuglar
klasik sayma yontemleri olan kati besi yerine dokerek yayma yontemi ve
en muhtemel sayma yontemi ile karsilastirlmistir. Gercek numuneler gol
ve musluk suyundan olmak Uzere ayri yerlerden alinarak gelistirilen analiz
yonteminde tayin edilmis ve E. coli icin ¢izilmis kalibrasyon egrisinden
SERS sinyalleri kullanilarak gercek numunedeki bakteri konsantrasyonu
tayin edilmistir. Klasik sayim yontemleri ile musluk suyundan alinan
ornekte E. coli sayiminda pozitif sonu¢ alinamamis ve gelistirilen
yontemde de SERS sinyali gozlenmemistir. Fakat; goélden alinan
numunede, geligtirilen yontem ile E. coli derisimi SERS sinyalleri
kalibrasyon egrisinden okunarak altin kiire nanopartikiiller igin 2,5 x 102
kob/mL, altin nanogubuklar icin ise 2,9 x 10 kob/mL bakteri olarak tayin
edilmistir (Sekil 28). Bu sonuglar klasik sayma yontemleri ile desteklenmis
ve sonuclar, kati besiyerine ekim sonucu 2 x 10? kob/mL ve muhtemel

sayma yontemine gore 3:3:2 (10% kob/mL) olarak belirlenmistir.
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Sekil.28. Gergcek numunelerde altin nanopartikiiller ile elde edilen analiz sonuglar

Analizin dogrulugu Uzerine yapilan bir diger ¢alismada stok
derisimi sayim yontemi ile tespit edilip dilisyonlar halinde hazirlanmis ve
konsantrasyon degerleri 3,5x10° ile 3,5x10° kob/mL arasinda olan diliisyon
seti kullanilarak bu dilisyonlar su numunesine inokule edilmistir.
inokiilasyon sonrasinda gelistirilen analiz yéntemi hem altin kiire
nanopartikuller hem de altin nanogubuklar ile bu dilusyon setinin derigimini
tayin etmek igin kullanilmistir ve kalibrasyon egrisinden elde edilen

sonuglar tablo 3 de verilmigtir.

Tablo 3. Derigimi bilinen bakteri dilliisyonlarinin geligtirilen analiz yontemi ile elde
edilen sonuglari.

Derigimi bilinen

diliisyonlar 3,5x10° kob/mL 3,5x10* kob/mL 3,5x10° kob/mL
Altin kiire
nanopartikiiller ile 1,0x10° kob/mL 3,0x10* kob/mL 3,9x10° kob/mL

elde edilen sonuglar

Altin nanogubuklar
ile elde edilen 1,6x10° kob/mL 2,0x10* kob/mL 3,2x10° kob/mL
sonuglar
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Analiz sonunda toplam sureye bakildiginda, altin kapli cam
slayt Uzerinde bakterinin yakalanmasi ve yakalanmis olan bakteri ile
sinyalin alindi§gi SERS etiketinin bagh oldugu partikillerin etkilesimi 30’ar
dakikadan bir saat, yilkama islemleri ile olgim ise yaklasik 10 dakika
almaktadir. Toplam analiz 70 dakika gibi bir zaman dilimi igerisinde
gerceklestirimektedir. Bu sureyi diger tayin yontemleri ile kiyasladigimiz
zaman gelistirilen analiz ydntemi oldukga hizli sonug vermektedir. Ornegin
ELISA ile E. coli tayini bir giini'®, gercek zamanl PCR ile ise 5 saati

almaktadir'®.
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5. TARTISMA

Geligtirilen yontem icin elde edilen kalibrasyon egrisi g6z
onune alindiginda altin kapli cam yuzey Uzerinde altin nanogubuklar
kullanilarak gergeklestirilen E. coli tayini daha hassastir. Her bakteri
derigimine karsi alinan yuksek Raman siddeti, kalibrasyon egrisi Uzerinde
okumay! kolaylastirip hassas sonuglari daha net gosterebilmektedir. LOD
degeri gdéz Onune alindiginda gergeklestirilien analizler ile tayin sinir
olarak dusuk bakteri derigimlerine inilebilmektedir. Dogruluk ve kesinlik
acisindan bakildiginda ise yontem yuUksek olgude basarili olarak E. coli

tayini igin kullanilmistir.

E. coli'nin oOzellikle karigsik bir numune matriksi iceren
gidalarda tayini, dugsuk derisimde oldugu zaman oldukga zordur ve bu
nedenle hizli ve hassas bir yontem ile matriks iginde tayine gidilmelidir.
Fekal kontaminasyonun gdéstergesi olan E. coli’'nin tayini, kullanilan su
kaynaklarinin saglik acisindan guvenilirligi, tipta tani acisindan ve
patojenik olarak biyolojik saldirilarda 6nemlidir. Bu nedenlerle daha
onceden geligtiriimis ve c¢esitli calisma gruplarinin ortaya koyduklari
calismalar sonucu degisik yontemler geligtiriimigtir. E. Coli, genellikle en
guvenilir yol olan hicre kultird Gzerine dayanan geleneksel yontemler ile
tayin edilmektedir. Fakat; bu yontemler zaman alan (24-48 saat) ve uzun
inkiibasyon siiresi gerektiren yéntemlerdir''°. Son zamanlarda farkli élgiim
prensiplerine dayanan 6zellikle E. coli tayini olmak Uzere patojen tayini igin
gelistiriimis yontemler s6z konusudur. Bu ihtiyag, tayinin kisa ve guvenilir
olmasi temeli Uzerine gelismistir. Ornegin; Polimeraz zincir reaksiyonu

11 112

immunoanaliz yontemi' ', optik analiz' ', ATP-tabanli biyoluminesans,

peptit nikleik asit (PNA) imiinoanaliz yontemi''®, akisa enjeksiyon

teknikleri, paramanyetik partikiiller ile enzimatik biyosensor ydntemleri'™,

117

Floresans''®, SPR'™®, amperometrik teknikler'' ile patojen tayinleri

yapilmistir. Bu c¢alismalarda kullanilan yodntemler ile ortaya konulan
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sonuglardan farkli olarak bir diger geligtirilen yontem ise tez kapsaminda
gergeklestirilen SERS dlgumlerine dayali altin nanopartikul tabanli patojen
sayim teknigidir. Bu teknik Uzerine gelistirilen farkli platform diger bazi
calismalarin gosteremedigi kadar hassas olgumler gergeklestirerek duguk
derigsimlerin numune iginde tayinini mimkun kilmaktadir. Baska ¢alismalar
ile gelistirilen bu yontem sayisal verilerle kiyaslandiginda, 6rnegin; J.N.

Miller ve arkadaslari''®

akisa enjeksiyon ile bakteriyel ATP’nin tayinini
liminesans yontemi ile gerceklestirdiklerinde tayin sinirini 10%-10* kob/mL
olarak bulmuslardir. Bir diger calisma da ise Viviane Casimiri ve
arkadaslar’® E. coli'nin kiltir ortaminda laktat olusturmasi (izerine laktat
enzim sensoru gelistirip tayini spektrofotometre ile gerceklestirimesine
dayanmaktadir. Bu ydntem ile 2x10° kob/mL bakteri tayini
gerceklestirilebilmektedir. Andrew G. Gehring ve arkadaslan'® ise
Salmonella typhimurium'un elektrokimyasal tayinini enzim bagl
iminomanyetik partikuller ile gerceklestirerek 80 dakikada tayin sinirini
8x10° kob/mL olarak belirlemislerdir. Tim bu calismalar ve gelistirilen
yontem disinda en mikemmel sonucu ise Irene. O. L. McHugh ve

arkadaslari™®’

elde etmiglerdir. 1 kob/mL bakteri sayimini akig sitometrisi
ile gercgeklestirip olusturduklari yontem ile geligtirilen diger tum akis

sitometri ve farkli prensipteki yontemlerin 6nine gegmislerdir.

Yapilan tez ¢alismasinda ise altin nanogubuklar ve altin kire
nanopartikuller kullanilarak geligtirilen yontemde tayin edilebilen bakteri
derisimi 10 kob/mL olup LOD degerleri altin nanogubuklar ve altin kire

nanopartikuller icin sirasiyla 4 kob/mL ve 5 kob/mL olarak hesaplanmistir.
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6. SONUG

Bu calsmada, E. coli’'nin hizli bir sekilde tayini ve sayimi igin
nanopartikul tabanli SERS o6lgimune dayanan bir sandvi¢ imunoanaliz
yontemin gelistirilip kullaniimasi hedeflenmis ve gerceklestiriimigtir. Altin
nanopartikiller boyutlari ve sekillerine bagl olarak farkli optik ve elektronik
dzellikler gostermektedirler. Ozellikle nanogubuklarin kimyasal yolla ¢dzelti
ortaminda gerceklesen sentez kosullari degistiginde partikule ait boy-en
orani degismekte ve partikul farkll optik Ozellikler kazanmaktadir.
Nanogubuklarin ve farkli diger nanopartikillerin bu ozellikleri degistirilip
geligtirilen iminoanaliz yénteminde kullanilarak E. coli veya diger patojen

tayinleri farkli olarak gerceklestirilebilr.

Altin kdre nanopartikuller ile nanogubuklarin kiyaslandigi
platformda bir ylzey altin kapli cam slayt olarak secilmis ve sandvi¢ yapisi
bu ylzey lUzerinde tamamlanmistir. SERS sonuclarina bakildigi zaman,
altin  nanogubuklar imunoanaliz  yonteminin  hassasiyetini  altin
nanokurelere  kiyasla arttirmaktadirlar. Bu  kiyaslamaya  gore
nanogubuklarin analize getirisi, kire nanopartikillere gbére, Raman

siddetinde sagladiklari yaklasik ug kat artigtir.

Analiz asamasinda SERS-aktif olarak partikillere baglanan
DTNB nin 1336 cm™ deki simetrik NO, geriime piki, artan bakteri
konsantrasyonuna karsi takip edilmis ve dogrusal bir artis elde edilip
kalibrasyon grafigi pik siddeti kullanilarak cizilmistir. Analiz yontemi gergcek
numunelerde kullaniimadan 6nce segiciliginin saptanabilmesi icin koliform
grubundan farkh iki mikroorganizma kullanilarak tekrarlanmis ve elde
edilen sonuclarin, E. coli’den elde edilen cevapla karsilastirildiginda,

ihmal edilebilir duzeyde oldugu goralmustar.
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Geligtirilen analiz yonteminin gergek su orneklerinde
kullanilabilirliginin test edilmesi amaciyla su Orneklerinde E. coli tayini
yapillmis ve elde edilen cevaplarin kiltirel sayim yontemiyle benzerlik

gOsterdigi saptanmigtir.

Gidalarda, atik sularda, igme sularinda ve klinik érneklerde
mikroorganizmalarin tayini igin geligtirilen yontemlerin kisa surede
tamamlanmasi, segici, zahmetsiz ve yluksek hassasiyete sahip olmasinin
istenmesi bu alanda vyapilan c¢alismalar igin olduk¢ga oOnemlidir ve
gunumuzde hala bir ihtiyagtir. Bu c¢alisma, s6z konusu ihtiya¢ Uzerine
mumkuin olan en hizl sekilde duslik miktarda bakteri derigimlerini tayin
edebilecek sekilde tasarlanmaya calisiimigtir. Elde edilen sonuglar son
derece tatmin edici olup gelecekte analiz suresinin daha da kisaltiimasi

yontem Uzerinde yapilacak modifikasyonlar ile mumkun kilinabilir.

Geligtirilen analiz yontemi pek ¢ok yontemden daha hizli ve
hassas olup analiz suresini uzatacak herhangi bir 6n zenginlestirme veya

filtrasyon islemine gereksinim duyulmamaktadir.

Gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde birgok numunede kullanilabilecek hassasiyettedir.
Ornegin, icme ve kullanma sularindaki E. coli miktari 1 kob/100 mlI'den az
olmalidir. Sahil sularinda ve yuzme havuzlarindaki E. coli miktari ise 126

kob/ 100 ml'yi gecmemelidir'??

. Geligtirilen analiz yontemi igin LOD
degerleri su kalite standartlari i¢cin uygun olup icme suyu i¢in 10 kob/mL
altindaki bakteri derisimlerine cevap verememektedir. ihtiyagc dahilinde bu
derigsimin altinda bir tayin gerektiginde bir 0Onzenginlestirmeye

basvurulabilir.
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Ayrica E. coli igin gelistirilen dig raman etiketleri gida, ilag
gibi farkli galisma alanlari igerisinde keskin Raman pikleri ile nicel ve nitel

analizler tUzerine kullanilabilir 6zellik tagsimaktadirlar.
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7. OZET

BAKTERI TAYINi iCIN NANOPARTIKUL TABANLI SENSOR
GELISTIRILMESI

Bu calismada, yuzeyde kuvvetlendiriimis Raman sagiimasi
(SERS) ve altin nanopartikullere dayali olan ¢ok hassas ve oldukga segici
bir heterojen imlUnoanaliz sistemi, bakteri ve diger patojenlerin tayini igin
gelistiriimistir. iki farkli tipte altin nanopartikiil (sitrat-stabil altin nanokiire
ve hekzadesiltrimetilamonyum bromur (CTAB)-stabil altin nanogubuk
partiktller) incelenmis ve bu iminoanaliz Escherichia coli tayini igin
uygulanmistir. ilk olarak 5,5°- Dithiobis(2-Nitrobenzoik asit) (DTNB) ve
ardindan molekuler taniyici kisim ile kaplanan Raman etiketleri, kullanilan
kire ve gubuk sekilli altin nanopartikulleri ile olusturulmustur. E. coli’'nin
konsantrasyonunun, 1.336 cm™de DTNB’nin simetrik NO, geriimesine ait
SERS sinyal siddetine karsi cizilmesi ile ¢alisir bir egri elde edilmigtir. Altin
partikillerin analitik performansi sandvi¢ iminoanaliz ile degerlendirilmistir
ve 60 saniye data toplama siiresi ile 10'-10° kob/mL arasinda degisen E.
coli konsantrasyonu ile dogrusal bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Altin
nanogubuklar ile Uretilen Raman etiketlerinin duyarhg kure altin
nanopartikillerden Ug¢ kez daha ylUksektir. Gelistirilen sensorin segiciligi
Enterobacter aerogenes ve Enterobacter dissolvens ile incelenmis ve
kayda deger bir cevap gozlenmemistir. Geligtirilen imtnoanaliz yonteminin
kullanilabilirligi gercek su 6rne@i icinde E. coli tayini ile ayrica ispat

edilmigtir.
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8. SUMMARY

NANOPARTICLE BASED SENSOR DEVELOPMENT FOR DETECTION
OF BACTERIA

A very sensitive and highly specific heterogeneous
immunoassay system, based on surface-enhanced Raman scattering
(SERS) and gold nanoparticles, was developed for the detection of
bacteria and other pathogens. Two different types of gold nanoparticles
(citrate-stabilized gold nanosphere and hexadecyltrimethylammonium
bromide (CTAB)-stabilized gold nanorod particles) were examined and this
immunoassay was applied for the detection of Escherichia coli. Raman
labels were constructed by using these spherical and rod-shaped gold
nanoparticles  which  were first coated with 5,5-dithiobis(2-
nitrobenzoicacid) (DTNB) and subsequently with a molecular recognizer.
The working curve was obtained by plotting the intensity of the SERS
signal of the symmetric NO, stretching of DTNB at 1.336 cm™' versus the
concentration of the E.coli. The analytical performance of gold particles
was evaluated via a sandwich immunoassay, and linear calibration graphs
were obtained in the E.coli concentration range of 10'=10° cfu/mL with a
60-s accumulation time. The sensitivity of the Raman label fabricated with
gold nanorods was more than three times higher than spherical gold
nanoparticles. The selectivity of the developed sensor was examined with
Enterobacter aerogenes and Enterobacter dissolvens, which did not
produce any significant response. The usefulness of the developed
immunoassay to detect E.coli in real water samples was also

demonstrated.
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