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Bu tezin tasarimi, hazirlanmas, yiiriitiilmesi, aragtirmalarimin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu c¢alismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini
ve alint1 yapilan calismalara atfedildigine beyan ederim.

AYFER CETIN

ol



OZET

METISILIN DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA)
ENFEKSIYONU iCIN HIZLI UYARI SISTEMi
YUKSEK LISANS TEZI
AYFER CETIN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANA BiLiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. AHMET KOLUMAN)

DENIZLIi, KASIM - 2020

Bu ¢alismada, insan viicudunda patojen olarak goriilen MRSA i¢in hizli
tespit sistemi kurulmustur. Calismada belli yogunluklarda bulunan MRSA tespiti
hangi saat araliginda tespit edildigi test edilmistir. Sekiz saatin sonunda yiiksek ve
orta yogunluklu brothlarda MRSA test edilirken on saatin sonunda tiim
yogunluklardaki MRSA iiremesi test edildi. Deneyin 24 saat sonrasinda
ependorflar tamamen renk degistirmislerdi. Bu tespit sisteminde hem kalitatif
hem de kantitatif sonug alindi. Kalitatif sonug olarak RGB sensdrii pozitif sonugta
yesil yanarken negatif sonucta kirmizi yanmaktadir. Kantitatif olarak sonucun
negatif veya pozitif oldugu aurdino programinin seriport ekraninda gosterildi.

Sonug olarak, ¢aligmada tasarlanan sistemin MRSA tespitinde spesifik,
tutarli, hizlh, diisik maliyetli, e§itmenli teknisyen gerektirmeyip PCR testi
yapilmadan 6nce tarama testi olarak kullabilecegini diisiinmekteyiz.

ANAHTAR KELIMELER: MRSA (Metisilin Direngli Staphylococcus aureus),
Staphylococcus aureus, biyosensor, hizli tespit yontemi



ABSTRACT

RSYSTEM FOR METHICILLIN RESiSISTANT STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (MRSA)

MSC THESIS
AYFER CETIN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING DEPARTMENT
(SUPERVISOR: PROF. DR. AHMET KOLUMAN)
DENIiZLi, NOVEMBER - 2020

In this study, a rapid detection system was established for MRSA
detection, which is a pathogen in that causes hospital infections. The study mainly
focused on faster diagnosis and rapid evaluation. MRSA was tested in high and
medium density broths at the end of eight hours, while MRSA growth at all
intensities was tested after ten hours. The ependors had completely changed color
after 24 hours of the experiment. Both qualitative and quantitative results were
obtained in this detection system. As a qualitative result, the RGB sensor lights up
green for a positive result and red for a negative result. Quantitatively, whether
the result was negative or positive was shown on the seriport screen of the aurdino
program. As a result, we think that the system designed in the study can be used
as a screening test before performing the PCR test, without requiring a specific,
consistent, fast, low cost, trained technician for MRSA detection.

KEYWORDS: MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus),
Staphylococcus spp., Staphlococcus aureus, Rapid detection method, biosensor
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SIMGELER VE KISALTMALAR

MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus- metisilin Direngli S. aureus
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CRF . Coagiilase Reacting Factor- Koagiilas Reaksiyon Faktorii
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DNase . Deoksiriboniikleaz
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a-toksin ~ : Alfa Hemolizin
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SSSS . Staphylococal Scalded Skin Sendrome-Stafilokokal Haslanmis Deri
Sendromu
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ONSOZ

Staphylococcus aureus, tasidigi viriilans faktorleri sayesinde insan viicudunda
patojen olarak bulunur. Bakteri kendisine karsi kullanilan antivirallere kars1 hizli bir
bi¢imde direng¢ gelistirmektedir. Bu sebepten dolay1 S. aureus enfeksiyonlari hizli bir
yayilim gosterip giliniimiizde 6nemli patojenlerden biri olarak kabul goérmektedir.
Metisilin direngli S. aureus (MRSA) birden fazla antibiyotige direng gosteren S.
aureus suslarindan biridir. MRSA enfeksiyonlari, S. aureus enfeksiyonlarina kiyasla
tedavi edilmeleri daha zordur. Kontrol altina alinmadiklar1 durumda ciddi septomlar
olusturabilirler. Bu yiizden enfeksiyon kontrolii MRSA enfeksiyonlarinda biiyiik
Oonem tagimaktadir. Enfeksiyon kontroliinde Onemli noktarlardan biri bakterinin
tanimlanmasidir. MRSA tespitinde birden fazla yontem bildirilmistir. Geleneksel
kiiltiir yontemleriyle tanimlanan MRSA uzun zaman gerektirmektedir. Bir diger
tanimlama testi olan PCR yiiksek 6zgilliik ve duyarlilik gosterip geleneksel kiiltiir
yontemine gore daha kisa siirede sonug verir. Fakat PCR testinin dezavantaji yiiksek

maliyet ve egitimli tekniker ihtiyacinin olmasidir.

Calismamizda diisiik maliyetli, hizli sonug, yiiksek 6zgiilliige sahip bir tarama
testi tasarlanip 6 saat sonunda tutarli ve duyarli sonuglar veren bir hizli tespit sistemi

tasarlanmustir.

Bu ¢alismada ve yiiksek lisans egitimim boyunca destegini hep yanimda
hissettigim danigmanim Prof. Dr. Ahmet KOLUMAN’a, tez asamamda yardimlarini
esirgemeyen Ahmet KANAT ve Veysi FILIZ arkadaslarima tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Staphylococcus cinsinde siniflandirilan bakterilerin insan ve hayvanlarda deri,
yumusak doku, triner sistem, kemik yapilarinda enfeksiyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Staphylococcus gram pozitif bakteri olup dogada yaygin bir sekilde
bulunmaktadir (Appelbaum 2006, Cadena ve dig. 2016).

S. aureus ayrica halk saglhigi yoniinden, 6zellikle deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarmin bir nedeni olarak belirlenmistir. Salginlarin ¢ogu kolay tedavi
altma almmasina ragmen, bakteriyemi, septik artrit, toksik sok sendromu,
osteomiyelit ve endokardit gibi bazi invaziv enfeksiyonlari tetikleyebilir ve bu
tablolar zorlu komplikasyonlara nedeniyle yatarak tedavi gerektirebilir. Patojenin
viicutta yarattigi enfeksiyonlara karsi antibiyotik tedavisi uygulanmasi tavsiye
olunmaktadir (Appelbaum 2006, Cadena ve dig. 2016, Becker ve VVon Eiff 2011).

1.1 Sorun Analizi

Penisilinin tedavide kullanilmasiyla S. aureus suslarinda penisilin direnci
gbzlemlenmistir. Penisilin direncinin yenilmesi amaciyla metisilin gibi penisilinaza
direncli antibiyotikler kullanilmaya baglanmis ancak S. aureus suslari metisiline de
direng gelistirmistir. Staphylococcus enfeksiyonlarinin tedavisinde beta laktam
antibiyotikleri metisilin direnci nedeniyle kullanilamadig1 rapor edilmistir. MRSA
enfeksiyonlarinda glikopetit grubunda olan vankomisin antibiyotigi kullanilmustir.
2002 yillinda S. aureus suslarinda vankomisin direnci gozlemlenmistir. Bu durum
Staphylococcus enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirdigi raporlanmistir (Becker ve
Von Eiff 2011, Weems 2001).

MRSA suslariyla ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda c¢oklu antibiyotik direncinin

olusmas1 nedeniyle enfeksiyon tedavisi uzun siirmektedir. MRSA enfeksiyonunun

1



yayilimi1 genellikle hastane ortaminda olmaktadir. Hastane ortamina MRSA
enfeksiyonu hastalar tarafindan veya saglik ¢alisanlarinca tasinmaktadir. MRSA
enfeksiyonu saptandiginda, olgunun hastanede yattigi, hastanede yatan biriyle yakin
temasta oldugu, kronik hastalik 6ykiisii olmas1 gibi risk faktorlerin olmasi gerektigi

gozlemlenmistir (Weems 2001).

Tiim nedenlerden kaynakli hastane ortaminda MRSA kolonizasyonunu ve
yayilimini 6nlemek amaciyla tedavi siirecinin hemen baslatilmasi énemlidir. Erken
tespit ile MRSA enfeksiyonunda kullanilan topikal ila¢ tedavisinin baslatilmasi

enfeksiyonun insidensinde azalmayi tetikleyebilecektir (Blumberg ve dig. 2005).

1.2 Amag

Bu tezin amaci hastane enfeksiyonlari arasinda yer alan MRSA i¢in hizh
tespit sistemi gelistirmektir. MRSA taramas: i¢in besiyerlerin kullanildig: kiiltiire
dayali yontemler 48 ile 96 saat arasinda sonug¢ vermektedir (Cadena ve dig. 2016).
Ancak bu siire¢ kontrol i¢in alinacak dnlemlerin gecikmesine neden olmaktadir. Bu
tez ¢alismasi igerisinde metisilin igeren 6zel besi ortamlarinda bakterilerin gelisme
diizeyleri izlenerek, elde edilen wveriler ile hazirlanan hizli tespit sistem
optimizasyonu yapilip ve s6z konusu sistem igerisinde hastane o6rneklerinin analizine

uygun olacak sekilde sistem diizenegi kurulmustur.

1.3 Hastane Enfeksiyonu Tespitinin Onemi

Hastane enfeksiyonu; hastane ortaminda alinan mikroorganizma kaynakli
gelisen enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklar arasinda 6nemli
rol oynar. Nozokomiyal enfeksiyonlar olarak da bilinmektedir. Hastane enfeksiyonu
tanim1 Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan su sekildedir:
hasta hastaneye yattig1 giinden itibaren inkiibasyon siiresinde olmayip enfeksiyon
bulgular1 yok ise hastane ortaminda meydana gelen enfeksiyonlara denilmektedir.
Hastane enfeksiyonlari genellikle hastanin hastane yatisindan 48-72 saatin sonunda
ve hasta taburcu olduktan 10 giin icerisinde bulgular ortaya ¢ikar (Brandao ve dig.

2011, Vincent 2003).



Hastane enfeksiyonlar1 (HE) kiiresel olarak hasta giivenligi agisindan énemli
bir sorun olusturmaktadir. Gelismis tilkelerde hastane enfeksiyonu, hastaneye yatan
hastalarin %5-10 oraninda degismektedir. Gelismemis {iilkelerde bu durum %25

oranina kadar ¢ikmaktadir (Fridkin ve dig. 1997).

Hastane enfeksiyonu sadece hasta olan bireyi etkilemez. Hastayla
beraberinde ailesini ve saglik calisanlarini da etkilemektedir. Hastane enfeksiyonu
beraberinde bir¢ok sorunu meydana getirmektedir. Bunlar; morbiditede artis,
mortalitede artis, yasam kalitesinde bozulma, hastanede kalis siiresinde uzama,
maliyet kayb1 ve tiretkenlik kaybi gibi sorunlar olusur ( Vincent 2003, Fridkin ve dig.
1997).

Hastane enfeksiyonu daha ¢ok temas yoluyla yayilim gostermektedir. MRSA
enfeksiyonu kaynaklar1 Tablo 1°de gosterilmistir (Chastang ve dig. 2003).

Tablo 1: Hastane enfeksiyonu kaynaklari

Hastane ortaminda havanin kontamine
MRSA enfekte hasta olmasi durumunda bulagma riskini
artirmaktadir (Blok ve dig. 2003).

MRSA enfeksiyonu saglik ¢alisanlarindan
MRSA tasiyan saglik calisani da hastaya gectigi goriilmiistiir. Hastadan
saglik personeline gecen MRSA bagka
hastaya iletilerek yayilimi artirmaktadir
(Cookson ve dig. 1989, Boyce ve dig.
2002).

Hastane ortami invitro ¢evresi MRSA enfeksiyonunun hastane ortaminda
bulanan cansiz ortamlardan gegtigi de
goriilmiigtiir. Kritik arag-gereg, sedyeler,
lavabolar MRSA enfeksiyonunun kaynagi
olarak test edilmistir (Bottone ve dig.
2002).

Hastane enfeksiyonunun yaygin olarak goriilen tiirleri Tablo 2°de

gosterilmistir.



Tablo 2: Hastane enfeksiyonun yaygin olarak goriilen tiirleri (Al-Abdli ve
Baiu 2016)

Hastane enfeksiyonlarin en ¢ok goriilen tiirleri

Uriner sistem enfeksiyonu

Ventilator kaynakli pndmoni

Kan dolasimi enfeksiyonu

Cerrahi alan enfeksiyonu

S. aureus etkenli hastane enfeksiyonlarmin hepsinde antibiyotik tedavisi
uygulanmaz. S. aureus enfeksiyonlarinda penisilinaz enziminin fazla saptanmasi
nedeniyle penisilin antibiyotigi tedavide uygulanmamaktadir. Endokardit,
osteomiyalit enfeksiyonlari goriiliiyor ise rifambisin kullanilmaktadir (Kluytmans ve
Wertheim 2005).

Hastane enfeksiyonlarinda metisiline kars1 direng gozleniyorsa glikopeptit
grubu antibiyotikleri tedavide kullanilabilir. MRSA enfeksiyonlarinda ¢ogunlukla
vankomisin ve teikoplanin kullanilmaktadir. Vankomisine karsi direng gelistiren
bakteri ABD’de son yillarda tespit edilmistir. Vankomisin direngli S. aureus (VRSA)

enfeksiyonlarinda linezolidler denenmektedir (Sahm ve dig. 2006).
Hastane enfeksiyonunda en sik goriilen etmenler Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3: Hastane enfeksiyonunda sik goriilen etmenler (Edmond ve Wenzel

1995).
Gram pozitif koklar Gram negatif basiller
Staphylococcus aureus Enterobacteriaceae
Staphylococcus epidermitis Escherichiae coli
Enteroccus sp. Proteus sp.




1.4 Literatiir Ozeti

Staphylococcus aureus

S. aureus 'un tarihsel gelisimi Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 4: Staphylococcus igin 6nemli tarihsel gelisimler (Conly ve Johnston
2002, Hiramatsu ve dig. 2002).

Gelisim Kisiler
1881 Insana ait iltihabta iiziim salkimi Ogston 1881
goriinimiinde mikroorganizma identifiye
edildi.
1884 Rosenbach Staphylococcuslari pigmentlerine Rosenbach 1884
bagli olarak gruplandirdi.
1940’ yillar ve Doktorlar invaziv Staphylococcus Fluit ve Schmitz 2003,
oncesi enfeksiyonlarinda karsilasilan mortalite igin Richardson ve ark.
¢6ziim bulamadi. 1994
1950’1i yillar S. aureus ¢oklu direngli gosterdigi belirlendi. Barber 1961
1959 Tedavide S. aureus ‘un penisilin direng Richardson ve ark.
gostermesi durumunda metisilinin 1994
kullanilmas: denendi.
1961 S. aureus ’un suslarinda metisilin direnci Barber 1961
oldugu bildirildi.
1963 metisilin direngli S. aureus (MRSA) rapor Jevons 1963
edildi.

1960-2000 Staphylococcuslar’da makrolid, Lyon ve ark. 1987,
aminoglikozid, kloramfenikol, tetrasiklin ve Shanson 1961
fluorokinolon’e direngleri oldugu bildirildi.

1980°li yillar MRSA’nin diren¢ mekanizmasi belirlendi, Hartman ve Tomasz
PBP2a geni karakterizasyonu yapild. 1984, Matsuhashi ve
ark. 1986

Staphylococcus aureus stafilokok tiirleri igerisinde en patojen olanidir.
Staphylococcus aureus harig stafilokoklar koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak
toplanmaktadir. Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprohyticus firsatci
patojen olarak siklikla klinik enfeksiyonlarda izole edilmektedir (Becker ve Von Eiff
2011, Bronner ve dig. 2004).

Staphylococcus ‘a ait siniflandirmalar Tablo 5°te belirtilmistir.



Tablo 5: Staphylococcus siniflandirmalari (Bronner ve dig. 2004)

Bakteri
Alem Eubacteria
Boliim Firmicutes
Sumf Bacilli
Takim Bacillales
Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus S.
haemolyticus S. lugdunensis

S. aureus; gram pozitif, hareketsiz, sporsuz ve yuvarlak olup ¢ap1 0,5-1,5
um’dir. Kati besiyerlerinde izole edildiklerinde iiziim salkimi seklinde diizensiz
olarak goriiliirler. Sivi besiyerlerinde kisa zincir halde olan koklar seklinde olurlar

(Allen ve dig. 2006). S. aureus’un goriinimii Sekil 1°de gosterilmistir.

Sekil 1: S. aureus’un elektron mikroskob goriiniimii (Franklin ve Lowy 1998)

S. aureus’un optimal iireme 1s1s1 30-37 °C’dir. Ureme igin ideal pH:7-7.5
arasindadir. Bakterinin iireyebildigi pH ise 3-8 araligindadir. Cogunlukla aerob
tiremeyi segerler. Basit besiyerlerinde (%7,5-10 NaCl igeren) iirerler. En iyi kanl

agarda trerler. S. aureus suslar1 18-24 saat igerisinde pigmentli, yuvarlak besiyerinin



yiizeyinde koloni olustururlar. Kapsiilleri belirgin olan suglar 1slak goriiniimde olup

parlaktirlar (Butel ve dig. 2007).

S. aureus 1sitya dayanikli olup 60 °C’de 1 saat igerisinde inaktive olur.
Kuruluga dayanikli olup antiseptiklere kars1 duyarhdir. Kiiltiirlerde oda sicakliginda
(25 °C) aylarca yasayabilir (Waldvogel 2000).

Hiicre yapisini inceledigimizde;

S. aureus genomu 2800 c¢ift bazli sirkiiler kromozom ile profajlar,

transpozonlar, plazmidler igerir. ~S. aureus genomunda yaklagik %32 mol
Guanin+Sitozin bulunur (Waldvogel 2000).

S. aureus hiicre duvarinda bulunan yapilar Tablo 6’da agiklanmustir.

Tablo 6: Hiicre duvar bilesenleri

Peptidoglikan tabaka Teikoik asit Yiizey proteinleri
Peptidoglikan tabaka Peptidoglikan tabakasinda | Kollajen, protein A, elastin,
N-asetil muramik ve bulunan tabaka N-asetil fibronektin baglayan

N-asetilglikozamin muramik asit molekiiliine proteinler ve kiimelestirici

polimerleri igerir. kovalent olarak fosfodiester | faktor k hiicre duvarlari ve

S. aureus’un hiicre duvarinin baglartyla baglanan kimyasal yapilar1 birbirne

%50’sini bu tabaka polimerlerdir. Teikoik asit benzer (Waldvogel 2000).

olusturur. Bakteriye sekil uzun zincirler seklinde
verir ve ozmotik dengesini bulunan seker-alkol-fosfat
saglar (Waldvogel 2000). polimerleridir (Dinges ve
dig. 2000).

Bugiine kadar Staphylococcus’larda 11 tane kapsiiler serotip belirlenmistir.
S. aureus, suslarin ¢ogunlugunda polisakkarit yapida bulunan mikrokapsiil bulunur.
Insan viicudunda hastaliga sebep olarak en sik izole edilen kapsiil serotipleri tip 5
(KP5) ve tip 8’dir (KP8). S. aureus’un metisilin direngli suslarinda siklikla tip 5
kapsiil igermektedir (Waldvogel 2000, Breyer ve dig. 1997, Dinges ve dig. 2000).

S. aureus’un biyokimyasal oOzelliklerine baktigimizda S. aureus suslari
glukozu parcalayip son {iriin olarak laktik asit olustururlar. S. aureus suslar1 koagiilaz

ve katalaz pozitiftirler. Stafilokoklar nitratt nitrite indigerler. Ayrica oksidaz



negatiftir (Butel ve dig. 2007). S. aureus’a ait biyokimyasal 6zellikler Tablo 7°de

Ozetlenmistir.

Tablo 7: S. aureus biyokimyasal test 6zellikleri (Waldvogel 2000).

Test S. aureus

Katalaz aktivitesi +

Koagiilaz tiretimi

Termontikleaz tiretimi

Monnitoliin anaerobik kullanimi

Glikozun anaerobik kullanimi

Furazolidin duyarlilig

+| | +| +| +]| +

Lysostafin duyarlilig:

Lizozim duyarliligi -

S. aureus un viriilans faktorleri Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8: S. aureus’un viriilans faktorlerini olusturan yapilar (Dinges ve dig.

2000).
S. aureus virulans faktorleri
Hiicre Yapisinda Enzimler Toksinler
Bulunanlar
Peptidoglikan tabaka Katalazlar Pnaton-Valentin 16kosidin
Teikoik asit Lipaz Entorotoksinler (SE)
Yiizey proteinleri Koagiilaz Epidermolitik toksin
Clumping faktor Fibrinolizin (Eksfoliyatin)
Ekstraselliiler matriks baglaci (stafilokinaz) Hemolozinler (a,p)
proteinler Beta-laktamaz Toksik sok sendromu
Deoksiriboniikleaz (TSST-1)
(DNaz)
Kollajenaz
Proteaz

Hiyalarunidaz




S. aureus 'un virulans faktorlerinde bulunan enzimler Tablo 9’da agiklanmistir.

Tablo 9: Virulans faktorii i¢erisinde bulunan enzimler

Koagiilaz

Ekstraseliiler bir proenzim ve plazma pihtilagma proteinidir.
Staphylococcuslar tarafindan tiretilen bir protein olup globiilin
yapida bulanan CRF (Coagiilase reacting factor) etkilesip
staflotrombini olusturur. Staflotrombin trombine benzer yapida
olup fibrinojeni fibrine ¢evirip plazmay1 pihtilastirir. Bu fibrin
tabakas1 patojeniteye katki saglar ve mikroorganizmayi
fagositoza kars1 korur (Allen ve dig. 2006, Waldvogel 2000).

Katalaz

Hidrojen peroksidi (H,O;) oksijen ve suya pargalayan bir
enzimdir. Biitiin Staphylococcuslar tarafindan tiretilir. Bu enzim,
mikroorganizmalarin fagositlerin i¢erdigi oksijen radikallerince

oldiiriilmelerine kars1 direng kazandirir (Allen ve dig. 2006,
Waldvogel 2000).

Lipaz

Lipaz enzimi yaglar hidrolize eder ve yaglarin bulundugu
bolgelerde Staphylococcuslarin yagsamasin saglar. Tiim
Staphylococcuslar tarafindan tiretilir. Bu enzim yiizey dokularini
invaze edip karbonkiil benzeri enfeksiyonlarin gelismesine neden
olmaktadir (Allen ve dig. 2006, Waldvogel 2000).

Fibrinolizin(stafilokinaz)

Staphylococcuslar tarafindan salgilanan fibrinolizin, plazma
igerisindeki plazminojeni aktive edip plazmin olusturur. Fibrin
agmi ¢oziip enfeksiyonun dokulara yayilimina sebebiyet
vermektedir (Allen ve dig. 2006, Waldvogel 2000).

Deoksiriboniikleaz
(DNase)

S. aureus susglarinin gogunlugunda bulunmaktadirlar. Isiya

dayaniklidirlar. Bu enzim endoniikleaz ve ekzoniikleaz aktivitesi

gosterip niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere parcalar
(Allen ve dig. 2006, Waldvogel 2000).

Beta-
laktamaz(penisilinaz)

Staphylococcuslar tarafindan salgilanan bu enzim penisilin
grubunda bulunan antibiyotiklerin beta-laktam halkasinin
hidroksil grubu pargalar. Bu enzim penislin dirnecinin
gelismesine neden olmaktadir (Allen ve dig. 2006, Waldvogel
2000).

Hiyalurinidaz

Bu enzim S. aureus suslarinin %90°n1 tarafindan salgilanir.
Konak bag dokusu matriksinin i¢erdigi hyaliironik asiti parcalar.
Boylece doku igerisinde mikrorganizmanin yayilimi
saglamaktadir (Allen ve dig. 2006, Waldvogel 2000).

Fosfotidilinozitol (spesifik
fosfolipaz)

Bu enzimi igeren suslar antimikrobiyal ajanlara kars1 daha fazla
direng gosterirler (Allen ve dig. 2006).




S. aureus’un virulans faktorlerinde bulunan toksinler Tablo 10’da
aciklanmistir.

Tablo 10:Virulans faktorii igerisinde bulunan toksinler.

Sfingomyelinaz etkisiyle membrandaki lipid yapilarini
Beta hemolizin (B-toksin) | tahribe ugratir. S. aureus'un hemolizini artiran yapilar olan
CAMP (Christie Atkins Munch Peterson) faktoriiyle
etkilesime girip sinerjik hemolize sebep olurlar (Allen ve
dig. 2006, Waldvogel 2000).

S. aureus suslarinda temel hemolizin olarak bulunurlar. En
Alfa hemolizin (a-toksin) etkili membran hasar proteinidir. Membranda por
olusumuna neden olup inflamatuar yanit1 baglatir (Allen ve
dig. 2006, Waldvogel 2000).
Staphlococal kemik enfeksiyonlarinda, toksine kars1 antikor
Gama hemolizin seviyesinin yliksek olmasi durumunda bu toksinin
enfeksiyonlarda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Waldvogel
2000, Waldvogel 2000).

Bu toksin hiicre membranlariin timliigiinii bozup adenilat
siklaz1 aktive eder ve cAMP (cylic adenosine
monophosphate) salinimini gergeklestirir. Lenfositler
Delta hemolizin tizerine makrofaj etkisi yaratir ve trombositler, lenfositlerin
hasarina neden olur. Alfa toksin ve Delta toksin insanlarda
enfeksiyona neden olan suslarda en ¢ok goriilen toksinlerdir
(Waldvogel 2000, Waldvogel 2000).
Enterotoksinler, polipeptid yapida olup 1s1ya direnglidirler.

Enterotoksin Bu toksinler 100 °C’de 30 dakika dayanabilirler (Breyer ve
dig. 1997).
Staphlococal scalded skin sendrome(SSSS)’ne neden
Epidermolitik toksin olmaktadir. Stafilococal enfeksiyonlarin eksfoliyatif ve
(Eksfoliyatin) vezikiiler deri lezyonlarindan sorumludurlar (Allen ve dig.
2006).

Valentin ve panton isimli kisiler tarafindan tanimlanmustir.
Bu toksin hemolizin olup makrofajlar ve 16kositleri
parcalar. F (flat) ve S (slow) isimli iki proteinden olusur. Bu

Panton-Valentin lokosidin proteinler birbirlerini sinerjik olarak etkiler. Molekiil
agirliklar F=32 kDa, S=35kDa’dir. Her iki protein de
antijen yapidadir. Bu toksin konak hiicre zarinin katyonlara
(6zellikle potasyum) karsi gegirgenligini artirip hiicrelerin
erimesine ve doku nekrozuna sebep olur (Waldvogel 2000).
S. aureus suslarmin %5-251 bu geni tasimaktadir.
Stafilokoksik Enterotosin F olarak da bilinmektedir. TSST-

Toksik sok sendromu 1 geni siiper antijen gibi davranir ve T lenfositlerin
toksini (TSST-1) proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarir.
TSST-1, sistemik olarak etki gosterip toksik sok sendromu
gelistirir (Allen ve dig. 2006, Dinges ve dig. 2000).
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S. aureus 'un virulans faktorii olan hiicre yapisinda bulunan bilesenler
Tablo 11°da agiklanmustir.

Tablol11: Virulans faktorii igerisinde hiicre yapisinda bulunan bilesenler

Bu tabaka, makrofajlardan stokin salgilanmasini uyarir ve
kompleman aktivasyonu yaratir. S. aureus’un peptidoglikan
Peptidoglikan | tabakasi trombosit agresyonuna sebebiyet vermektedir. Bir diger

tabaka ozelligi, monositlerden IL-1 salinimini uyarip enfeksiyon
bolgesinde polimorfoniikleer I16kositlerin toplanip apse
olusturmasina yol agar (Butel ve dig. 2007, Waldvogel 2000).

Konak dokularin mukozasinda yer alan 6zgiil reseptorlere
Teikoik asit baglanarak Staphylococcuslarin konak hiicresine adherensini
gerceklestirir (Butel ve dig. 2007).

S. aureus’un konak hiicrelerinde kolonize olmalarinda 6nemli rol
oynarlar. Bu proteinlerin igerisinde bulunan protein A 42 kilo
dalton agirhigindadir. IgG3 harig tiim 1gG’leri, IgA2 ve bazi
Yiizey IgM’lerin Fc reseptorleriyle etkilesim gostermesi en onemli
proteinleri ozelligidir. Bu 6zelliginden dolay1 protein A antifagositer ve

antikomplemanter etkisi gosterir (Waldvogel 2000).

Polisakkarit yapida bulunan kapsiil, mikroorganizmay1
fagositozdan korur ve konak hiicrelerine adherensini artirir
Kapsiil (Waldvogel 2000).

S. aureus Diren¢ Mekanizmalart
Antibiyotik duyarlilig1 ve direng gelisimi:

Penisilinler, 1940 yillarinda Staphylococcuslara kars1 etkili bir ilag iken kisa
siire 1igerisinde bakterilerin penisilinaz enzimi Uretmesiyle etkisini yitirmistir.
Penisilinin ardindan metisilin  kullanilmaya baglanmigtir. Fakat 1961 yilinda
metisiline direncli laboratuvar suslar1 tanimlanmistir. Yaygin olarak kullanilan birgok
antibiyotige  (kloramfenikol, tetrasiklinler, = aminoglikozitler,  klindamisin,
makrolidler) karst 1970’1i yillarda direng gelisimi gozlemlenmistir. Kinolona karsi
diren¢ 1980’lerde goriilmiistiir. Glikopeptid direnci gosteren S. aureus suslari

1990’larin sonlarinda goriilmeye baslanmistir. En son 2002 yilinda Amerika’da
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vankomycin direngli S. aureus (VRSA) izole edilmistir (Waldvogel 2000, Bonomo
ve dig. 2001).

Beta-laktam antibiyotik direnci:

S. aureus’ta penisilin direnci beta-laktamaz olan penisilinaz enzimi ile
gelismistir. Penisilinin ilk kullanilmaya baslandigi yillarda S. aureus suslart %5
yakini penisilinaz tiretirken giiniimiizde S. aureus suslarini yaklasik %80’i bu enzimi

tiretmektedir (Bonomo ve dig. 2001).

Penisiline kars1 direng, antibiyotigin beta-laktamaz enzimi tarafindan
pargalanmasi ile olusur. Ardindan enzim-substrat kompleksi olusur ve direng baslar.
Beta-laktam antibiyotiginin halkasinda bulunan karbon atomu serinin yapisinda olan
hidroksil grubunun niikleofilik etkilesimiyle tetrahedrik bir yapi olusturur. Ve
bdylece enzim serbest kalarak beta-laktam halkasini parg¢alar (Bonomo ve dig. 2001,
Cui ve dig. 2001).

Beta-laktamaz enzimini kodlayan gen blaz’dir. Bu genin ekspresyonunun
regiile edilmesinde blaRZ ve blal sorumludur. Beta-laktam antibiyotiklere karsi
direncin  saptanmasinda indikatér olarak metisilin  kullanilmaktadir. Bu

antibiyotiklere karsi direncin olusmasinda ii¢ tane mekanizma goriilmektedir (Cui ve

dig. 2001, Curnock ve dig. 1994).
PBP2a (penisilin baglayan protein2a) sentezlenmesi ile olusan direng:

S. aureus suslarinda en ¢ok metisiline kars1 direng gelistiren mekanizmadir.
Metisiline duyarli S. aureus suslarindan farkli olarak metisiline kars1 direngli S.
aureus suslarinda ek olarak farkli bir PBP proteini vardir. Bu protein 76 kDa
agirhiginda olup PBP2a olarak isimlendirilir. PBP2a hiicre membraninda bulunur ve
transpeptidasyon reaksiyonunu katalize eder. PBP2a’nin diger PBP’lere gore beta-
laktam antibiyotiklere karsi affinitesi daha diisiiktiir. Beta-laktam antibiyotiklerin
kullaniminda diger PBP’ler inhibisyona ugrarken PBP2a aktive olmaya devam edip
bakterinin yasamini1 devam ettirir. PBP2a S. aureus’larda bulunan mec A geni
tarafindan tretilir. Mec A geni, metisiline kars1 diren¢ gosteren suslarda bulunur.
Mec A geninin bir¢ok stafilokok tiirii arasinda yayildig goriildiigiinde, bu genin
hareketli olan genetik eleman araciligla aktarilabilecgi hipotezini ortaya atmistir
(Hiramatsu ve dig. 2000, Kuroda ve dig. 2001).
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MRSA suslarinda ayrica homojen ve heterojen olmak iizere iki direng
mekanizmasi vardir:

Homojen direng: Bu direng g¢evresel faktorlere bagh degildir. Ortamin 1sis1,
pH, inkiibasyon siiresi gibi sartlarla iliskili degildir. Kolonide bulunan biitiin

bakterilerde mec A geni bulunup aktif durumdadir (Hiramatsu ve dig. 2001).

Heterojen direng: Kolonideki bakterilerde mec A geni bulunmasina ragmen
10* veya 10° bakteriden birinde direng gorlilmesi durumudur. Bu suslar gevresel
faktorlerden etkilenir. Bu suslarda gelisen direng ortamin 1s1, pH’si, tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi ile orantilidir. Bu direng tiirii klinik ortamlarda

cok gortliir fakat tespiti zordur (Hiramatsu ve dig. 2001).

Asir1 beta-laktamaz salgilanmasi ile gelisen direng:

Bu tiir suglarda mec A geni negatiftir. Asir1 beta-laktamaz salgilanmasi
metisilini pargalayarak metisilin direncine neden olur. Bu direng karsisinda beta-
laktam antibiyotik, beta-laktamaz inhibitorii ve beta—laktamaz direngli beta-laktam
antibiyotiklerin kullanilabilir (Bonomo ve dig. 2001, Ericson Sollid ve Hanssen
2006).

Mevcut PBP’lerde beta-laktamlara affinitesindeki azalma nedeniyle gelisen

direng:

Bazi MRSA susglarinin mec A geni tasimamalarina ragmen metisiline direng
gosterdikleri test edilmistir. Bu suslar incelemeye alindiginda PBP’lerin beta-
laktamlara karsi diisiik affinite gosterdigi goriilmiistir. Bu suslara ¢ok sik
rastlanmamaktadir (Franklin ve Lowy 1998, Bonomo ve dig. 2001, Ericson Sollid ve
Hanssen 2006).

MRSA enfeksiyonlarinin  %80’nine yakin deri ve yumusak dokularda
toplanip hizli yayilim gostermektedir. MRSA enfeksiyonuna bagli olarak bursitis,
osteomiyelitis, artiritis, siniizit, idrar yolu enfeksiyonu gibi hastaliklara neden oldugu
ortaya konulmustur (David ve dig. 2010, Bannerman 2003). MRSA’dan kaynaklanan
enfeksiyon septomlar1 Tablo 12°de belirtilmistir.
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Tablo 12: MRSA kaynakli enfeksiyon semptomlari (Ebong ve dig. 1999)

Hastalhik Goriiniim

Yara Enfeksiyonu Cerrahi kesiklerin enfekte olmasidir.

Haslanmis Deri ) )
Eksfolyatif toksin tarafindan olusturulur.

Sendromu
Toksik Sok Sendromu TSST-1 tarafindan olusturulur.
Impetigo Deride kabuklanmalarin olusmasidir.
Fronkiil Kil folikiillerinde enfeksiyon olusmasidir.
Bakteriyem Bakteri enfeksiyonunun kana gegmesidir.
Pnomoni Akcigerde abse olugsmasidir.

Gida Zehirlenmesi ,
1aa Karin agrisiyla beraber kusma ve ishal goriiliir.

Karbonkiil Subkutan dokuya fronkiillerin yayilmasi sonucu olusur.

Osteomiyelit Kemiklerin metafizinde kemik deformitesi goriiliir.
(Uzun kemiklerde)

Septik Artrit Eritemli ve agrili eklem enfeksiyonu

S. aureus, fazla sayida viriilans faktoriine sahip olup insan viicudunda yayilip
geligsme firsat1 olan bir patojendir. MRSA 1960 yillarinda rapor edildi. Hizli yayilim
gosteren MRSA diinyanin birgok yerinde artis gostermistir (Stefani ve dig. 2012).
MRSA’nin diinyadaki yayilimi Sekil 2’de goriilmektedir.

7>

B v.:w.‘.’vJ

Sekil 2: MRSA’nin kiiresel yayilimi (Stefani ve dig. 2012).
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MRSA enfeksiyonlarinda tedavi igin glikopeptid antibiyotikler kullanilir.
Yaygin olarak vankomisin tedavi igin tercih edilir. Quinopristin-Dalfobristin,
tigesiklin, linezoid, daptomisin kullanilan antibiyotikler arasindadir. MRSA
enfeksiyon tedavisinde kullanilan antibiyotikler Tablo 13’te verilmistir. (Horan ve
dig. 1999).

Tablo 13: MRSA enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler (Horan ve dig.
1999).

MRSA enfeksiyonlarinda kullamilan antimikrobiyal ajanlar

Glikopeptidler

Linezolid

Quinopristin-Dalfobristin

Mupirosin

Daptomisin

Tigesiklin

Sonug olarak; kiiresel bir sorun haline gelen MRSA tespiti PCR gibi
geleneksel yontemlerle test edilmesi enfeksiyon miidahalesinde 6n zenginlestirme
gereksinimi olabilecegi gibi, PCR inhibitdrlerinin siklikla reaksiyonu engelledigi
veya geciktirdigi bilinmektedir. Bir¢ok alanda kullanilan biyosensorler; yiliksek
hassasiyet, hizli sonu¢ veren ve diisiik maliyetli olmalar1 sebebiyle hastane
enfeksiyonu tespitinde kullanilmalar1 enfeksiyon kontroliinde basarili adimlar

atilacagi 6ngorilmistiir (Cookson ve dig. 2004).

Bu tezin konusunu olusturan mikroorganizma igin tarama testi yaygin
olmayip optik temelli hizli tespit sistemi literatiirde az bulunmaktadir. Sektorel

olarak uygulanabilir bir yontem ile halk sagligina katki saglamak hedeflenmistir.
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2. MRSA HIZLI TESPIiT SISTEMI BILESENLERI VE
PRENSIPLERI

2.1 Klasik Kiiltiir Yontemleri
Agar Yéntemi

Agar tarama yonteminde MHA agar kullanilir. Bu agarin i¢inde %4 NaCl ve
6 ug/mL oksasilin icermektedir. Bu agara bakteri siispansiyonundan ekim yapilarak
24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilir. inkiibasyon isleminden sonra koloni olusmasi
halinde susun MRSA oldugu diisiiniiliir. Bu yontemin spesifikligi ve duyarliligi
yiiksektir (Lois ve Schmidt 2009).

St Mikrodiliisyon Yontemi

Stvi  mikrodiliisyon yontem igerisinde Mueller-Hinton sivi  besiyeri
(CAMHB) kullanilir. Bu besiyeri %2 NaCl igerir. Yirmi dort saat icerisinde
37 ° C’de inkiibasyon islemi gergeklestirir. MIK degerleri >4 pg/ml ise metisilin
direncli kabul edilir (Lois ve Schmidt 2009).

2.2 Hizh Tespit Yontemleri
E-test Yontemi

Metisilin duyarlilig tespiti i¢in ince platistik stripler kullanilir. Test striplerin
alt zemini antimikrobiyal konsantrastlar icermektedir. Ust zemininde konsantrasyon
Olcekle isaretlenmistir. Agara inokiile edilen mikroorganizma test striplerine koyulur.
On iki saat inkiibasyona birakilan stripler etraflarinda bulunan elips sekilli inhibisyon
zonlar1 gdzlemlenir. Elips seklinin kestigi nokta bakteri direncinin MIK’i olarak
kabul edilir (Mahon 2007).
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Lateks Agliitinasyon Yontemi

Bu yontem lateksle kaplanmis olan PBP2a’nin antikorlar ile reaksiyona
girmesi temeline dayanir. Sonucu kisa bir siirede verir. Koloniden alinan
siispansiyondan PBP2a ekstraksiyonu yapilip latekst kapli antikorlarla yaptig
agliitinasyon test edilir (Alfa ve dig. 2008).

Kromojenik Besiyeri

MRSA tespiti i¢in ¢esitli kromojenik besiyerleri mevcuttur. Bu besiyeler hem
secici hem de ayirt edici 6zelliklere sahiptirler. Bu besiyerleri, igerdikleri ayiraglar
yardimiyla ¢esitli koloni renkleri meydana getirip tiir ayrimi1 yapilmasini saglarlar.
Besiyerlerine ekim yapilip 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra MRSA kolonileri
renkli goriintiileriyle belirlenir. Kromojenik besiyerlerinin 6zgiilliikkleri ytiksektir

(Almodovar ve dig.1994).
Molekiiler Yontem

MRSA tespitinde birden fazla PCR testleri tanimlanmistir. Multipleks PCR
testleri PBP2a genini kodlayan mec A genini tespit etmektedir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda MRSA tespitinde bu testler kullanilmaktadir (Almodovar ve
dig.1994).

PCR, ii¢ farkli 1s1 ile calisan belli dongii olusur. Bu dongii icerisinde birinci
basamak denatlirasyondur. DNA zincirinin 94 °C’ye gelmesi ile birbirinden ayrilir.
Bu dongiiniin ikinci basamagi annealing (birlesim) basamagidir. Ortamdaki 1s1
diisiiriilmesiyle beraber cogaltilacak olan bdlgenin primer u¢ kisimlar1 kendilerine
spesifik dizileri taniyip hidrojen baglariyla baglanirlar. Bu primerlerin ortamdaki
derigimlerinin kalip DNA’da oldukg¢a fazla olmasindan kaynakli ayrilan kalip DNA
zincirleri primer DNA zincirlerine baglanir. Bu bilesimin olmasi igin optimum
sicaklik genellikle 50-70 °C arasinda degismektedir. Bu dongiiniin {i¢iincii basamagi
primer DNA’larin uzamasidir. Primerlere baglanan enzim molekiilleri, bunlarin
tic ucuna kalip DNA’ya uyumlu niikleotidler ekler ve bdylece DNA sentezi
gerceklesmis olur. Bu 3 basamaktan olusan dongiiniin sonunda primerler arasinda
kalan 0zgiil DNA’larin birer kopyasi sentezlenmis olur. Bu sentezlenen DNA

kopyalar1 agaroz jel yardimiyla elektroforez ile ayristirilir. Bu DNA zincirleri
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etidyum bromiir ile boyanir. Bu boyama islemi sayesinde ultraviyole 1sik altinda

goriinebilir hale gelir (Caliendo ve Nolte. 2003).

Zhang ve arkadaslar1 2004 yilina Staphylocccocus tiirtine 6zgii 16STRNA, nuc
geni, MRSA’ya 6zgii mec A genini tespit edebilen kuadripleks PCR yontemin ortaya
koymuslardir. Kuadripleks PCR yontemin spesifikligi ve duyarliligi %100 olarak
bulmuslardir (Chow ve dig. 2004).

Giiniimiizde MRSA tespiti i¢in direk siiriintii 6rneklerinden sonug veren reel-
time PCR testleri tanimlanmistir. Bu testler normal PCR testlere gore daha kisa
siirede sonug verip kontaminasyon riskleri daha azdir. iki tane reel-time PCR testleri
FDA’dan onay almistir. Bunlar; GeneOhm MRSA (Becton Dickinson) ve GeneXpert
(Cepheid)’dir. Bu testler mec A geni tagiyan S. aureus’larin SCCmec’lerin etrafindaki
Ozgll dizileri hedef alir. Cepheid GeneXpert SCCmec’de olan AttBScc bolgesini
hedef alirken GenOhm MRSA ise SCCmec’deki orfX bolgesini hedef alir. Bu testler
arasindaki  O6nemli farkliliklardan biri de GeneXpert egitimli teknisyen
gerektirmezken GenOhm MRSA  ozel egitimli teknisyenler tarafindan
uygulanabilecek bir testtir. Bu testler oldukca yiiksek maliyetlidir. Bir diger
molekiiler test yontemi GenoType MRSA Direct’dir. Bu testte hedef olarak
SCCmec I- SCCmec IV genlerinin ¢ogaltildig: bir ters hibridizasyon yontemidir. Bu
testte sonuglar 7 saatin sonunda ¢ikmaktadir (Unal 2007).

Hizl1 tespit sistemleri ilk olarak klinik tanimlamada kullanilmak {izere
tasarlanmig fakat hizli tespit sistemleri, yiiksek hassasiyet ve erken sonu¢ vermeleri
sebebiyle birgok dalda yol almislardir. Hizli tespit sistemleri; ortamda bulunan
biyolojik tanima elemanina karsi Ozgiillik gosteren ve aldigi biyolojik yaniti
Olciilebilir bir sinyale doniistiiren analitik cihazlardir (Banerjee ve dig. 1992, Olaimat

ve dig. 2018). Baz1 hizli tespit sistemleri Tablo 14°te belirtilmistir.
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Tablo 14: Mikroorganizma tespitine yonelik yapilan bazi hizli tespit

sistemleri
Sira | Analit Tespit yontemi Kaynak | Y1l
1 Escherichia coli O157: H7, Listeria | BAX PCR Bhagwat, | 2003
monocytogenes ve Salmonella AA.
2 DNA hasari DNA Comet Liao ve | 2009
Deneyi dig.
3 E. coli Altin Nanopartikiill | Wang ve | 2015
Isaretli Biyosensor | dig.
4 E. coli Elektrokimyasal Chunhua | 2015
sensorler ve dig.
5 Klebsiella pneumoniae Multiplex Real- | Bonomo | 2011
Karbapenemaz Geni ( bla KPC) Time PCR Testi ve dig.
6 Escherichia coli 0157:H7 VIDAS Aktiire ve | 2019
LAMP dig.
7 Termofilik Campylobacter spp. PCR Koluman | 2006
ve dig.
8 Salmonella FTIR Celik ve | 2012
dig.

Amperometrik Hizli Tespit Sistemleri

Amperometrik hizli tespit sistemlerinde g¢eviricilerin ¢alisma prensibi
dogrusal akim ve analit konsantrasyonu aralarindaki iligskiye baghdir. Cikis elektrodu
potansiyeli ile analit dogrudan akimi {iretir ve elektrot ylizeyinde biyokimyasal bir
tepkime meydana gelir. Amperometrik transdiiserler reaksiyonda meydana gelen

akim degisimini Ol¢iilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiriir (Csoregi ve dig. 2000).

Amperometrik donanimlarda elektrokimyasal degisimi 6lgmek i¢in c¢alisma
elektrodu, karsi elektrot ve referans elektrodu kullanilir. Bu ii¢ elektrodun yarattig
degisimi kaydedebilmek icin potansiyostat kullanilir. Amperometrik oOlglimler
enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen degisimi Ol¢tiigii i¢in hidrojen
peroksid konsantrasyonu ile degisen potansiyostat ve bunlara bagli enzim mobilize

edilmis elektrotlar temel ¢alisma prensibini olusturur (Ahmad ve dig. 2018).
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Potansiyometrik Hizli Tespit Sistemleri

Potansiyometrik hizli tespit sistemlerinde elektrot yilizeyinde dogru ve faradik
akim akis1 olusmaz. Elektrot yilizeyinde yiikk yogunlugu olusumu ile yiiksek miktarda
gerilim olusur. Potansiyometrik hizli tespit sistemlerinde, biyoreseptorler ve
ceviriciler varligi ile bir iyonun iyonofora olan tepkimesiyle ortaya ¢ikan elektriksel
gerilimdeki degisimleri 6lger. Potansiyometrik dl¢lim, biyolojik algilama elementi
iceren bir elektrokimyasal hiicre igerisinde genellikle ya bir iirliniin aktivitesi ya da
elektrokimyasal reaksiyondaki bir analitin olusturdugu gerilimi 6lger (Atanasov ve
dig. 2000, Bakker ve dig. 2004).

E. coli tespiti i¢in kurulan potansiyometrik bir sistemde, iire tutan bir hazne
icerisine piston membran ve pH’a duyarl sensor ve led kullanmiglardir. Sensor ve
ledin 6niinii kapatan n-tipi yar iletken silikon yerlestirilmis. Ledler sayesinde olusan
foto akim referans elektrotdaki enzim reaksiyonu sonucu degisen pH’tan voltaj

olgtimii yapilmigtir (Gehring ve dig. 1998).
Empedans Hizli Tespit Sistemleri

Empedans temelli hizli tespit sistemleri elektriksel alandaki degisimleri dlger.
Bu degisimler ¢ozeltinin veya ara maddenin elektriksel iletkenligine ve elektrot
ylizeyine sabitlenmis tabakaya baglidir. Empedans temelli hizli tespit sistemleri
hedef analitlerin neden oldugu, ara maddeler {izerindeki iletkenlik degisimini dlgerler

(Brettle ve dig. 1988, Berggren ve dig. 2001).

Sulphate Reducing Bacteria (SRB) i¢in tasarlanan bir empedans hizli tespit
sistemlerinde calisma elektrodu ve karsi elektrot icin grafit ¢ubuk kullanilirken
referans elektrodu igin kalomel tercih edilmistir. Olgiim igin sistemde kullanilan
voltaj ise 1-100 kHz frekans araliginda 5 mV olarak kullanilmistir. Veri kaydi igin
bilgisayar kullanilmistir (Aziz ve dig. 2009).
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Optik Hizli Tespit Sistemleri

Optik hizli tespit sistemleri i¢in 151k kaynagindan 1s1ik demeti olusturmak
gerekir. Bu 151k demeti igin belli optik bilesen ve bu bilesenlerin olusturdugu 15181
yonlendirmek ve algilayacak bir 1s1k dedektoriine ihtiya¢ duyulmaktadir (Liley
1998). iki tip optik hizli tespit sistemleri tasarlanabilir. Bunlar; hedef analitin
dogrudan ve dolayl tespiti. Dogrudan tespitte; analit, gonderilen dalganin optik
Ozelliklerini dogrudan etkiler. Dogrudan tespitte, 151ma, metal partikiiller gibi optik
malzemelerle, hedef analitte optiksel sinyaller tiretmek i¢in kullanilir (Mascini ve
dig. 1998).

Fiberoptik hizli tespit sistemlerinde biyouyumlu matriksler kullanilir. Bu
matrikslerde genellikle biyouyumluluk yoniiyle solgel tercih edilir. Polimer tercih
edilmemesinin de igersisinde bulunan monomerlerdir. Icerdikleri monomerlerin vivo
Olgiim alinmasimi engellemektedir. Solgel elyaf {izerine kaplanarak matriksler
olusturulur. Optik fiberler bu matrikslerin 6niinden geger. Optik sistemde beyaz 151k
kaynag1 olarak kullanilan tungsten-halojen lamba, temas halinde oldugu sensor
elemanini uyarmak i¢in kullanilir. Spektrometreden fiber ucundaki degisim algilanir.
Bu degisimin algilanmasi DAQ (Data Acquisition Card) kart1 ile saglanir (Asundi ve
dig. 2002).

Pizoelektrik Hizli Tespit Sistemleri

Piezoelektrik hizli tespit sistemleri, Kristal ylizeyinde olusan kiitle degisimi
sonucu piezoelektrik kristalinin rezonans frekansindaki degisimin 6l¢iilmesi temeline
dayamir. Iki farkli tip piezoelektrik hizli tespit sistemleri bulunur: Bunlar, kuartz
kristal mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance) ve ylizey akustik dalga (SAW)
temelli hizli tespit sistemleridir. Yapilan arastirmalar pizoelektrik hizli tespit
sistemleri biyokimyasal reaksiyonlari tek basamakta ve diisiik maliyetli tespit
sistemleri oldugu belirtilmistir (Buck ve dig. 2004, Buttry ve Ward 1990, Galla ve
dig. 2000).

Piezoelektrik hizli tespit sistemlerinde rezonans degisimi i¢in kuvars kristali
tek yonlii hiicre ile temas ettirilecek sekilde yerlestirilir. Kuvars kristali tizerinde
olusan frekans farki kristal analizorii tarafindan kaydedilip sistem tarafindan

okunabilir hale getirilir (Mascini ve dig. 2000).
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Termal Hizli Tespit Sistemleri

Temel ilkesi enzimatik reaksiyon sonucu olusan entalpi degisimini 6lg¢erek
substrat konsantrasyonunu belirler. Biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan entalpi
degisimi ve substrat yogunlugu arasindaki dogrusal orantidan faydalanilir. Sicaklik
degisimleri termal olarak yalitilmis ortamlarda termistér ve termofiller kullanilarak

Ol¢iiliir (Hua ve dig. 2006).

MRSA diinya genelinde hizla yayilim gostermektedir. Amerika kitasinda ve
bircok Avrupa ilkelerinde S. aureus suslarin %10-40’1 MRSA’dan olugmaktadir.
Diinyada hizla artan siirveyans, MRSA’nin hastane ortaminda yayilimi kisitlamak
i¢in enfeksiyon kontrol programlari olusturulmustur (Braveny ve dig. 1994). Tiim bu
nedenlerden dolayt MRSA enfeksiyonunun hizli ve dogru olacak sekilde teshis
edilmesi gerekmektedir. Geleneksel yontemleri (Disk diftizyon, Sivi mikrodiliisyon
vb.) i¢cin minimum 24 saat gibi bir siire gerekmektedir. Bu siire enfeksiyon kontrol
programinda ¢ok uzun bir siiredir. Bundan kaynakli enfeksiyon kontrolii i¢in daha
kisa siirede sonug veren sistemler olusturulmustur (Banerjee ve dig. 1992, Hiramatsu

ve dig. 1992, Buescher ve dig. 1990).

Kalorimetrik titrasyonlar, mikrokalorimetre ile 1s1y1 dlgen sistemlerdir. Bu
sensorlerde bir reaksiyon hiicresi ve bir referans hiicresi bulunur. Sistem bu hiicreler

arasindaki 1s1 akigini dlger (Fein ve dig. 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1 Calismada Kullamlan Besiyerler
Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Merck 1.13825)

Laboratuvar ortaminda yapilan mikrobiyoloji analizlerde genellikle bakteriler
icin kat1 besiyeri olarak tercih edilir. BHI igerigi Tablo 15’te miktarlari ile beraber

verilmigtir.

Tablo 15: Brain heart infusion broth (BHI) igerigi

Icindekiler Miktari
Nutrient substrate 27,5 g/L
D(+) Glucose 2,0 g/L
NaCl 5,009/L
Na2HPO4 2,5 g/L
Agar-agar 15,0 g/L

Dehidre besiyeri 52,0 g/L seklinde distile su i¢inde homojenize hale getirilip,
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra ve petrilere 12,5'er mL

dokiiliir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C'de pH's1 7,4+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve bazen kahverengidir.

Hazirlanan besiyerleri 15-25 °C'de ve besiyeri kutusu hava almayacak sekilde

kapatilip son kullanma tarihine kadar saklanabilir.
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Plate Count Agar (PCA) (Merck 1.05463)

Canli olmayan ortamda yapilan standart mikrobiyolojik ¢aligmalarda, aerobik
bakteri sayiminda kullanilan kati besiyeridir. Igerisinde inhibitér ve indikatdr

icermez. PCA igerigi Tablo 16°da verilmistir.

Tablo 16: Plate Count Agar (PCA)

Icindekiler Miktar
Peptone from casein 5,009/L
Yeast extract 2,59g/L
D(+) Glucose 1,0g/L
Agar-agar 14,0 g/L

Dehidre besiyeri, 22,5 g/L olciilecek sekilde distile edilmis su igerisinde
homojenize edilip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilizasyon islemi yapilip
petrilere 12,5'er mL dokiiliir. Hazir hale gelen besiyeri berrak, ¢ok agik sarimsi
renktedir ve 25 °C'de pH's1 7,0+0,2'dir.

Hazirlanan besiyeri 15-25 °C'de ve besiyeri kutusu her kullanimda hava
almayacak sekilde kapatilip son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. Petrilere

dokiilmiis PCA goriintiisii Sekil 3’te verilmistir.

1aea

Sekil 3: Ekime hazir PCA goriintiisii
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Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Izotonik kuvvetine bagl olarak mikroorganizmalarin en yiiksek diizeyde geri
alinmasini saglar. Laboratuvar ortaminda yapilan standart mikrobiyolojik islemlerde

seyreltme ¢ozeltisi seklinde kullanilir.

Pepton, fizyolojik tuzlu suya ozmotik kuvvet destegi saglar. Konsantrasyonu
diisiik pepton diizeyine bagl olarak, bu c¢ozeltiye Ornekten aktarilan organizma
sayisinda 1-2 saat i¢inde degisim olmaz. Maximum Recovery Diluent igerigi Tablo

17°de belirtilmistir.

Tablo 17: Maximum Recovery Diluent igerigi

Icindekiler Miktari
Peptone 1,0 g/L
NaCl 8,5¢g/L

Distile su iginde 9,5 g/L &lgiilerinde hazirlanir. Istenilen oranlarda tiiplere
dagitilip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon edildikten sonra
25 °C'de pH'st 7,0+0,2'dir. Cozeltinin son hali berrak ve renksizdir. Otoklav

sonrasinda laboratuvar sartlarinda 1 ay saklanabilir.

Hazirlanan besiyeri 15-25 °C'de ve besiyeri kutusu sikica kapali olacak

sekilde son kullanma tarihine kadar saklanabilir.

Baird Parker Agar (Merck 1.05406)

Laboratuvar ortaminda yapilan standart mikrobiyolojik deneylerde,
Staphylococcus ve Micrococcus tiirleri ile ve Ozellikle Staphylococcus aureus
analizinde kat1 besiyeri olarak tercih edilir. Baird Parker Agar igerigi Tablo 18°de

aciklanmustir.
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Tablo 18: Baird Parker Agar icerigi

Icindekiler Miktari
Peptone from casein 10,0 g/L
Meat extract 5,009/L
Yeast extract 1,0g/L
Sodium pyruvate 10,0 g/L
Glycine 12,0 g/L
Lithium chloride 5009/L
Agar-agar 15,0 g/L

Baird-Parker Agar icindeki piruvat ve glisin stafilokoklarin tiremesini segici
olacak sekilde stimiile eder. S. aureus kolonileri lipoliz ve proteoliz sonucunda
koloni etrafinda tipik zon ve halka olusturmalari, telluritin telluriuma indirgenmesi
sonucunda siyah koloni olusturmalar1 olmak {izere 2 tipik karakteristik ozellik ile
belirlenirler. Inkiibasyon (37 °C'de 24 saat) sonunda S. aureus 1-1,5 mm capinda
siyah, konveks koloniler olusturur. 48 saat inkiibasyondan sonra ¢ap 1,5-2,5 mm
olur. Yumurta saris1 reaksiyonu ve tellurit indirgenmesi ¢ogunlukla pozitif koagulaz

reaksiyonu ile beraber gerceklesir.

Lesitinaz aktivitesi, besiyerinin 37 °C'de 24 veya 48 saat inkiibasyonu ve

inkiibasyon sonunda buzdolabinda 1 gece kalmasiyla sonuclar daha net saptanir.

Toz besiyerinden 58,0 g dehidre besiyeri 950 mL distile edilmis su i¢inde 1-2
dakika sicaklik yardimiyla ¢dzdiirme islemi gerceklesir ve otoklavda 121 °C'de 15
dakikada sterilizasyon islemi yapilir. Besiyeri 45 °C'de sogutulur ve manyetik
karistirict yardimiyla karistirilirken igerisine 6nceden hazirlanmis oda sicakliginda
50 mL yumurta sarisi-tellurit emiilsiyonu (Merck 1.03785) eklenip, standart 9 cm
capl petrilere 12,5'er mL veya 14 cm ¢apli petrilere 50'ser mL dokiiliir. Hazirlanmis
besiyeri sarimsi-kahverengi goriiniimiinde olup 25 °C'de pH's1 6,8+0,2'dir. Petriler
buzdolabinda (4 °C) 1 ay saklanabilir.
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3.1.2 Seker Oranlari ile Pasajlama Isleminin Yapilmasi

Dort yiiz elli ml distile su i¢in 12 gr BHI 6lgiildii. BHI hat plate yardimiyla su
icinde homojenize edildi. BHI 50 ml olacak sekilde tiiplere boliindii. Dokuz tane tiip
almip standa yerlestirildi. Glikoz, friikktoz ve galaktoz i¢in %1, %2, %3 olacak
sekilde seker gramlari sirayla 0,5 gr, 1 gr, 1,5 gr olarak hesaplandi. Dokuz tane BHI
icine sirastyla 0,5 gr, 1 gr, 1,5 gr galaktoz, 0,5 gr, 1 gr, 1,5 gr friikktoz, 0,5 gr, 1 gr, 1,5
gr galaktoz eklendi.

3.1.3 Elektronik Devre Tasariminda Kullanilan Malzemeler

Ardunio Uno

Bu calismada elektronik devrenin olusturulmasinda Ardunio Uno

kullanilmigtir. Ardunio Uno’ya ait teknik 6zellikler Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19: Arduino uno teknik 6zellikleri (Semiz 2018).

Mikrodenetleyici ATmega328
Calisma Gerilimi oV
Giris Gerilimi (6nerilen) 7-12V
Giris Gerilimi (limit) 6-20V
Dijital G/C Pinleri 14 (6 tanesi PWM cikis1)
Analog Giris Pinleri 6
Her G/C igin Akim 40 mA
3.3V Cikis i¢cin Akim 50 mA
Flash Hafiza 32 KB (ATmega328)
SRAM 2 KB (ATmega328)
EEPROM 1 KB (ATmega328)
Saat Hiz1 16 MHz
Uzunluk 68.6 mm
Genislik 53.4 mm
Agirhik 25 gr
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TCS 3200 Renk Sensorii

Yapilan calismada elektronik devrede TCS 3200 renk sensorii kullanilmaistir.
TCS 3200 renk sensoriine ait teknik 6zellikler Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20: TCS 3200 renk sensorii teknik 6zellikleri (Kopuz 2018).

Giris voltaji 2.7V-5V
Arayliz Dijital TTL
Boyutlari 28.4x28.4mm

Programlanabilir ve tam 6l¢ekli ¢ikis frekansi

Programlanabilir ve tam 6l¢ekli ¢ikis frekansi

RGB Ledi

TCS 34725 sensorii, bulundurdugu IR (infrared - kizilétesi) filtre sayesinde,
rengi algilanan cisimden yansiyan kizilotesi 1sinlart  bloke ederek renk

tanimlanmasini saglar. Dinamik aralig1 3.800.000: 1°dir (izgol 2015).

3.2 Yontem
3.2.1 MRSA Besiyeri Tasarlanmasi
BHI Hazirlanmas:

Bazal besiyeri i¢in 450 ml distile su i¢in hassas terazide 12 gr BHI tartildi.
Suyun i¢ine bosaltilan BHI icine balik atilip manyetik karistiricidda homojenize
edildi. Homojenize olan BHI 50 ml olacak sekilde tiiplere bosaltildi. Ardindan tiipler
otoklava atilip sterilize edildi. Hassas terazide belli oranlarda sekerler tartildi.

Miktarlar asagidaki oranlarda eklendi:

o %1 oraninda glukoz (Sigma G8270-100G), galaktoz (Sigma G0750-100G),
friiktoz (Sigma F0127-100G)
. %?2 oraninda glukoz, galaktoz, fruktoz

o %3 oraninda glukoz, galaktoz, fruktoz olacak sekilde ayarlandi.
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Tartilan sekerler sirayla 2’ser tane tiiplere bosaltilip karistirildi. 50 ml sekerli
BHI’lar 10 ml tiiplere mikropipet yardimiyla dagitildi.10 ml tiipler kapaklara seker
ylizdeleri yazilarak 121 °C’de 15 dakika 1 atm basing altinda otoklavlanarak,
+4 °C’de stoklanmustir.

S. aureus Pasajlama Islemi

Onceden hazirlanan BHI'nin igine BP’den saf koloni alinarak pasajlama
islemi yapilip 37 °C etiivde 24 saatlik lireme i¢in bekletildi. BHI pasajlanan staflar
S. aureus ATCC 29213 nolu tiiplerden alinarak pasajlandi. Yirmi dort saatin sonunda

etiivden alindi.

Sekil 4: S. aureus’a ait koloni morfolojisi ve saf ekimin goriintiisii
Ekimin Yapimas:

Onceden hazirlanan peptonlu sulardan 8 tane almip standa yerlestirildi. BHI
icine pasajlanan S. aureus igeren besiyeri iginden mikropipet yardimiyla 1000 pL
cekilip 1 numarali peptonlu su igine bosaltilti. Mikropipetin ucu degistirilip 1
numarali peptonlu sudan 1000 pL alinip 2 numarali peptonlu suya eklendi. Dongii 8
numarali peptonlu suya kadar devam edip saflagtirma islemi tamamlandi. Bu islemin
ardindan hazirlanan PCA agarlardan 16 tane alinip laminar ailow biyogiivenlik

kabini igerisinde paralelli (her ekim diliisyonu i¢in ¢ift agar olacak) sekilde 8’e kadar
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numaralandirildi. Mikropipet ile 1 numarali peptonlu sudan 100 pL alinip 1 numarali
agar drigalski spatiilii yardimiyla yaydirildi. Ayni islem ¢ifti icinde yapildi. Ekim
islemi sekizinci diliisyona kadar yapildi. Ve ekim yapilan agarlar 37 °C etiive 24
saatlik lireme icin birakildi. Kullanilan peptonlu sular ve kirli pipet uglar
sterilizasyon i¢in otoklava gonderildi. Genel olarak ekim islemi Sekil 5°’te

gosterilmistir.

r\ 1mi 1ml 1l ami Lmi im im

i | i
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.l g ! ! ! ! ! ! ! 37 °C’de 18-24 saat inklibasyon
T 0000LOLO

PCA

Sekil 5: Ekim islemi asamalar1

Saytmin Yapilmasi

Yirmi dort saatin sonunda etiivden aliman ekimler sayim i¢in siyah zemin
lizerine ters olarak ve ayni1 numaralar alth {istlii olacak sekilde yerlestirildikten sonra

koloni sayimi yapildi.

3.2.2 Seker Oranin Belirlenmesi

Oncesinde hazirlamis olan farkl seker igeren tiiplere pasajlama islemi yapilip

etiive atildi. Yirmi dort saatin sonunda alindi.
On Hazirliklarin Yapilmast

Ug yiiz ml distile su igin 3 gr proteose peptone tartildi. Tartilan madde distile

su i¢inde ¢ozdiiriildii. Karistirilan malzeme dispenser yardimiyla 9 ml olacak sekilde
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tiiplere dagitilip otoklavlandi. Ardindan 8 tane tiipiin icine %1 oraninda friikktoz, 8
tane tiipiin icine %2 fruktoz, 8 tane tiipiin i¢ine %3 oraninda friikktoz eklendi.
Bunlarin i¢ine 1000 ml’lik S. aureus eklendi. Bu islem galaktoz ve glikoz igin

yapildi.
Ekimin Yapilmast

Friiktoz (%1, %2, %3) igeren 8’er tane peptonlu sular standa yerlestirildi. Bir
numarali sudan 2 numarali suya pipetle 1 ml su eklendi 2 numarali sudan 3 numaral
suya pipetle 1 ml su eklendi islem 8 numaraliya kadar devam etti. Laminar sisteme
her yiizde i¢in 16 tane PCA ¢ift sirali olacak sekilde 8’e kadar numaralandirilarak
dizildi. Bir numarali %1 fruktozlu sudan 100 mikron alinip 1 numarali petriye ekim
yapildi. Tekrar 100 mikron alimip 2. Periyottaki 1 numaral petriye ekim yapildi.

Diger numaralar igin islem tekrarlandi.

Bu islemin tamami %2 fruktoz, %3 fruktoz, %1 galaktoz, %2 galaktoz, %3
galaktoz, %1 glikoz, %2 glikoz, %3 glikoz seker yiizdeleri i¢in ayr1 ayri yapildi.

Tiim bu islemlerin sonunda her seker orani i¢in ekim yapilan petriler etiive
alind1. Inkiibasyon islemi 24 saat siirdii. Bu islem sonucunda her seker orani i¢in ayr

ayr1 sayim yapilip grafiksel analizleri yapildi.

3.2.3 Renk indikatoriiniin Belirlenmesi
Brom Creosol Purple

Yiiz ml distile su i¢in 3,7 gr BHI, %0,33 fruktoz, %0,33 galaktoz, %0,33
glikoz 0,1 gr Brom Creosol Purple hassas terazide tartildi. Hazirlanan karigim
otoklava atildi. Otoklavdan alinan malzeme tiiplere 3 ml olacak sekilde dagitildi. Ug
yiiz ml distile su mezura ile 6lgiildii. Hassas terazi ile 3 gr proteose peptone tartildi.
Karigtirllan malzeme 9 ml olacak sekilde tiiplere dagitilip otoklavlandi. Peptonlu
sulardan 9 tane alinip standa yerlestirilip dilisyon islemi yapildi. S. aureus igeren
BHI’dan pipetle 1 ml alinip 1 numarali peptonlu suya aktarildi. Bir numarali sudan 2
numarali suya pipetle 1 ml su eklendi, 2 numarali sudan 3 numarali suya pipetle 1 ml
su eklendi ve islem 9 numaraliya kadar devam etti. Dokuz tane broth tiip standa

yerlestirilip numaralandirildi. Bir numarali peptonlu sudan 1 ml pipetle alinip 1
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numaral1 broth icine bosaltildi. Pipet ucu atilip yenisi takildi. Iki numarali peptonlu
sudan 1 ml alinip 2 numarali broth i¢ine bosaltildi. Ayni islem 9 numaraya kadar
devam etti. Islem sonunda broth tiipler iireme igin etiive atildi. Hazirlanan karisim

goriintlisti Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 6: Homojenize edilmis broth goriiniimii
Fenol Red

Hazirlanirken, 100 ml distile su i¢in 3,7 gr BHI, %0,33 fruktoz, %0,33
galaktoz, %0,33 glikoz, 0,01 gr Fenol Red tartildi. Karistirilan malzeme tiiplere
pipetisyon islemiyle 3 ml olacak sekilde dagitildi. Tiipler otoklavda strelize edildi.
Uc yiiz ml distile su mezura ile 6lciildii. Hassas terazi ile 3 gr proteose peptone
tartildi. Karigtirillan malzeme 9 ml olacak sekilde tiiplere dagitilip otoklavlandi.
Peptonlu sulardan 9 tane alinip standa yerlestirilip dilisyon islemi yapildi. S. aureus
iceren BHI’dan pipetle 1 ml alinip 1 numarali peptonlu suya aktarildi. Bir numarali
sudan 2 numarali suya pipetle 1 ml su eklendi, 2 numarali sudan 3 numarali suya
pipetle 1 ml su eklenip islem 9 numaraliya kadar devam etti. Dokuz tane broth tiip
standa yerlestirilip numaralandirildi. Bir numarali peptonlu sudan 1 ml pipetle alinip
1 numarali broth icine bosaltild1. Pipet ucu atilip yenisi takildi. Iki numarali peptonlu
sudan 1 ml alinip 2 numarali broth igine bosaltildi. Ayn1 islem 9 numaraya kadar

devam etti. Islem sonunda broth tiipler iireme i¢in etiive atild1.
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3.2.4 Brothdan Ekimin Yapilmasi ve Metisilin Eklenmesi

Broth tiipler etiivden alindi. Ve renk degisimi i¢in fotografi ¢ekildi. Brothlar
etlive atildiktan 2 saat sonra ve 4 saat sonunda ayr1 olacak sekilde ekim yapildi.
Laminar sisteme 2 periyot olacak sekilde 9 tane PCA dizildi. Bu PCA’lar ¢ift olacak
sekilde numaralandirildi. Bir numarali brothdan 100 mikrolitre alinip 1 numarah
petriye ekim yapildi. Tekrar 100 mikron alinip 2. Periyottaki 1 numarali petriye ekim
yapildi. Dokuz numarali petriye kadar ayn1 islem tekrarlandi. Sonunda petriler etiive

konuldu. Yirmi dort saatin sonunda yapilan sayimlar yapilip grafikleri ¢izildi.

Hazirlanan renk indikatorlii besiyerlerinin igerisinde 50 pL  metisilin

supplement eklenmistir.

3.2.5 Spesifite (Ozgiilliik) Testi

Bu amagla yedi farkli mikroorganizma hazirlanan broth ortamina
konulmustur. Bakteriler 2 saatte bir sistemden Olgiimii alinacak sekilde 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bakteriler su sekilde secilmistir:

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus epidemidis ATCC 12228,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Enterococcus
fecalis ATCC 29212, Proteus mirabilis ATCC 12453, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 24853.
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3.2.6 Optik Donanimin Tasarlanmasi ve Programlanmasi

Devre baglantilar1 Sekil 7’ de gosterilmistir.

=

LOuTnpJy EmXY

Sekil 7 : Devre semasi

Calismada kullanilan TCS 3200 sensorii fotodiyotlar ve bir akim-frekans
doniistiirliciisii yardimiyla renk ayirimi saglar. Sensor, tizerine gelen 1518in siddetiyle
orantili bir frekansta kare dalga {iretilir, kare dalgayr kullanarak veriler alinir.

TCS 3200 sensorii calisma prensibi Sekil 8’de 6zetlenmistir.

Kare Dalga

. o Akim - Frekans | | | | | |
8x8 Fotodiyot Dizisi Dénilgtiriici Cikig mi-

251

S0 $1 S2 S3

Sekil 8 : TCS 3200 sensorii galisma prensibi (Kopuz 2018).
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TCS 3200 sensorii kalibrasyon durumlart Sekil 9°da verilmistir.

Sekil 9 : TCS 3200 sensorii kalibrasyon durumu (Kopuz 2018).

Ayrica ¢alismada kullanilan RGB ledi caligma prensibi asagida gosterilmistir.
Pozitif ucuna 5 V bagh iken kirmizi, yesil, mavi uclarindan hangisini yakmak
istersek notr ile yolu tamamlanmaktadir. Bu sayede + kutbundan notre dogru akan
elektronlarmin yollar1 tamamlanmis olur ve nétr baglanan ledin 15181 yanmaktadir.

RGB ledi kalibre goriintiisii Sekil 10°da verilmistir.

(+)
+ o

d

1
I

Sekil 10 : RGB ledi kalibrasyon durumu (izgsl 2015).
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Optik donanim i¢in yazilim Aurdino programinda kodlandi. Kodlar ekler
kisminda bulunan Sekil A’ da belirtilmistir.

35



Kumpas yardimiyla olgiiler alinip solid works programinda kutu cizildi.

Tasarim yapilan kutu 3D yazicida bastirildi. Olgiiler asagidaki gibidir;
Kutu; Boyu: 70 cm Yiiksekligi: 70 cm Eni: 70 cm
Pencere; Boyu: 24,21 cm Eni: 31,04 cm Tabandan yiiksekligi: 12,90 cm

Orta bolim: 62 cm  Kenar Cikintisi: 4 cm Orta bolme asagidan yukar: 38 cm
yiikseklikte

Orta Kisima yerlesecek parga boyu: 66 cm Eni: 66 cm
Ependorf girecegi delikler: 11,50 cm

Kapak Boyu: 70,50 cm Eni: 70,50 cm

Kapak Alt Kisim: Boyu: 65,85 cm Eni: 65,85 cm

Kutu 6lgiileri Sekil 11°de gosterilmistir. Kutu baskist Sekil 12°de verilmistir.

Kutu ve sistemin entegrasyonu Sekil 12°de gosterilmistir.

36



KAPAK BROTH YERLESIM YERI

TCS 3200 YERLESIM YERI

KUTU GEPER KALINLIGI

Sekil 11: Solidworkste kutu ¢izimi
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Sekil 12: Kutunun 3D baskisi

Sekil 13: Kutu ve optik sistemin entegrasyonu

Devre TCS 3200 kutuya siyah silikon ile yapistirildi. Isigin  gegmesi

engellendi. Deney i¢in stabil ortam saglanmis oldu.
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3.3 Sistemin Optimizasyonu
3.3.1 Validasyon

Validasyon islemi ISO 13485 standardina uyacak sekilde yapilmistir. Bu
amagcla, tasarlanan broth hazirlandi. Hazirlanan brothdan 4 tane ependorfa alindi.
Broth i¢ine damla damla HCIl eklendi ve bdylece renk skalast olusturuldu.
Olusturulan renkler sirayla sisteme alinip test edildi. Yapilan 6l¢iim sonuglarinda
hem RGB sensoriinde hem de aurdino seriport ekraninda dogru ve tutarli sonuglar

alindi. Validasyon isleminde kullanilan renkler Sekil 14’te gosterilmistir.

1. Hig iglem gérmemis BCP 3. Asitlik seviyesi arttirildiginda pH 6,0 °

2. Asitlik seviyesi arttirildiginda pH 6,8 4. Asitlik seviyesi arttinldiginda pH 5.5

Sekil 14: Renk skalas1

Olgiimlerde 1 numarali ependofta bakteri bulunmamaktadir. 1 numarall
ornegi kutuya koyup Ol¢iim aldigimizda RGB sensorii kirmizi yanar ve seriport

ekraninda "MRSA TESPIT EDILEMEDI." uyaris1 geldi. Sonuglar Sekil 15°te

verilmigtir.
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Sekil 15: Bakterinin olmadig: renk skalasinda sistem cevabi

Iki numarali ependorf &rneginde diisiik yogunluklu MRSA doniisiim renginde
olup kutuya konuldugunda RGB sensorii yesil yanip seriport ekraninda
"MRSA  POZITIF. LUTFEN KLASIK KULTUR YONTEMI ILE
DOGRULAYINIZ." uyaris1 okundu. Sistem sonuclar1 Sekil 16°da gosterilmistir.

Sekil 16: Bakterinin diisiik yogunlukta oldugu renk skalasinda sistem cevabi

40



Uc numarali 6rnek orta yogunluklu MRSA renk degisiminde olup teste
alindiginda RGB sensorii yesil seriport ekraninda "MRSA POZITIF. LUTFEN
KLASIK KULTUR YONTEMI ILE DOGRULAYINIZ." Okundu. Sonuc Sekil
17°de gosterilmistir.

Sekil 17: Bakterinin orta yogunlukta oldugu renk skalasinda sistem cevabi

Dort numarali 6rnek yiiksek yogunluklu MRSA icermekte olup test
edildiginde RGB sensérii yesil seriport ekraninda "MRSA POZITIF. LUTFEN
KLASIK KULTUR YONTEMI iLE DOGRULAYINIZ." uyaris1 verildi. Sonug
Sekil 18’de verilmistir.

Sekil 18: Bakterinin yiliksek yogunlukta oldugu renk skalasinda sistem cevabi
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3.3.2 Verifikasyon

Hazirlanan broth 6 tane ependorfa dagitildi. Ependorflar diisiik yogunluklu,
orta yogunluklu, yliksek yogunluklu olacak sekilde 2’serli siniflandirildi. Bulastirma

diizeyleri Tablo 21’de verilmistir.

Tablo 21: Brothlara bakteri bulastirma diizeyleri

Bulastirma Koloni olusturan birim Logaritmik bulastirma diizeyi
diizeyi sayisl Kob/ml
Diisiik 20 1,3
Orta 300 2,47
Yiiksek 1000 3

Ardindan brothlar iireme igin 37 °C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Iki
saatte bir renk degisimi Olgiilerek, bulastirilmis MRSA tespiti yapildi. Sabah saat
9:00’da baslayan deneyde Slgtimleri 11:00, 13:00, 15:00, 17:00, 19:00, 21:00 ve 24

saat sonunda ertesi giin 9:00 da 6lgtimler alind1.
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4. BULGULAR

Bu calismada S. aureus ozellikle MRSA icin hizli tespite yonelik bir sistem

kullanilmas1 hedeflenmistir.

4.1 Sayimin Yapilmasi

Sayimlar yayma plak teknigi ile seri diliisyonlardan yapilmistir. EKimler 24
saatin sonunda etiivden alinmis ve sayim i¢in siyah zemin iizerine ters olacak ve ayni

numaralar alth Gstlii olacak sekilde yerlestirildikten sonra koloniler sayildi. Sayim

sonucu asagidaki Tablo 22°de gosterilmistir.

Tablo 22: Sayim sonuglari

7. Diliisyon 8. Diliisyon
1. Deneme 8,954 9,278
2. Deneme 8,845 9,698
3. Deneme 8,602 10
Ortalama 8,823 9,750
Standart sapma 0,127 0,259
Kabul edilen +0,193
sapma

Farkli seker katkilarina bagli olarak elde edilen paralel ekim sonuglar1 Tablo

23’de gosterilmistir.
Sekil 19°da verilmistir.

Ekim isleminde

inkiibasyon sonucu {ireme goriintiisii
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Tablo 23: MRSA zaman ve iireme sonuglari

Kullamilan | Eklenen seker Ekim sonuclari
seker yiizdesi logsokob/mL
Bulagtirma diizeyi 2. saat 4. saat 6. saat
Glikoz 1% 2,903 5,361 5,361 7,602
1% 2,903 5,278 5,447 7,602
2% 2,903 5,954 6,301 7,903
2% 2,903 5,602 6,301 7,903
3% 2,903 5,361 6,301 7,903
3% 2,903 5,278 6,301 7,778
Fruktoz 1% 2,903 3,146 5,301 6,698
1% 2,903 3,146 5,301 6,602
2% 2,903 3,973 5,698 6,301
2% 2,903 3,792 5,301 6,176
3% 2,903 3,778 5,602 6,079
3% 2,903 3,778 5,602 6,204
Galaktoz 1% 2,903 5,903 5,778 6,477
1% 2,903 5,778 5,698 6,602
2% 2,903 5,477 5,602 6,903
2% 2,903 5,602 5,301 6,778
3% 2,903 5,079 5,778 6,698
3% 2,903 5,954 5,845 6,602

Sekil 19: Inkiibasyon sonrasi ekimlerin goriintiisii
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Ekim sonuglarinda kullanilan sekerlere bagli zamana bagli standart sapma

hesaplanmis olup buna ait veriler Sekil 20°de 6zetlenmistir.

Kullanilan seker katkisina gore MRSA zaman/iireme dagilimi

9

8

7 j
N m=——— "
55 X
£
N 4

5 A

2

1

0 o -

Ureme Dagilimi
I clikoz-Kob/mi [ Friktoz-Kob/mi [ Galaktoz-Kob/mi

Sekil 20: Kullanilan seker yilizdesine gore standart sapma grafigi

Benzer sekilde farkli sekerlere ait tireme dagilimi 6zet grafigi Sekil 21°de

verilmigtir.

Farkli sekerlere ait lireme dagilimi

® Eklenen seker ylizdesi Bulastirma dizeyi @ Eklenen seker yizdesi 2. saat

@ Eklenen seker yiizdesi 4. saat @ Eklenen seker ylizdesi 6. saat

=
o

Zaman(saat)
o = N w H (6] [e)} ~ o] [(e)

0% 1% 1% 2% 2% 3% 3% 4%

Seker oranlari

Sekil 21: Kullanilan seker ylizdesine gore tireme grafigi
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Kullanilan seker katkilari ve zamana gore dagilimina ait ayrintili grafik

Sekil 22’°te gosterilmistir.

Seker katkilarina bagli Greme zaman grafigi

g 98
g 778
U

30T

g
203
" Eaz — 7602
riey LTA i T =
2 FETA Oy 75602
36t 536%

T

Bakteri artis diizeyi (log kob/mL)

Bulastirma duzeyi 2. saat 4. saat 6. saat

——%1 Glikoz ~——%1 Glikoz %2 Glikoz %2 Glikoz ~=——%3 Glikoz ——%3 Glikoz

— %1 Fruktoz %1 Fruktoz %2 Fruktoz %2 Fruktoz %3 Fruktoz %3 Fruktoz

— %1 Galaktoz %1 Galaktoz %2 Galaktoz %2 Galaktoz %3 Galaktoz %3 Galaktoz

Sekil 22: Kullanilan seker yiizdesine gore detayli tireme grafigi

Tablo 23 ve Sekil 20, 21 ve 22 kapsaminda zamana bagli lireme egrisinin 6
saat igerisinde belirgin sekilde yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak (p<0.05) arttig1

belirlenmistir. Bu kapsamda zamana bagli artigin oldugu gézlemlenmistir.
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4.2 Renk Indikatorii Secimi

BCP indikatoriiniin zamana bagl olarak belli yogunluklardaki bakteri iireme

sonuglar1 Tablo 24’te verilmistir.

Tablo 24: BCP indikatoriiniin siire ve yogunluga bagl renk degisimleri

Indikator cesidine bagh renk degisimi
Siire
Brom creosol purple
10" 10° 10° [ 10| 10° | 10° | 10" | 10° | 10°
0. Saat Yok Yok Yok |Yok| Yok | Yok | Yok | Yok | Yok
2. saat Yok Yok Yok |Yok| Yok | Yok | Yok | Yok | Yok
4, saat Yok Yok Yok |Yok| Yok | Yok | Var | Var | Var
6. saat Yok Yok Yok | Var| Var | Var | Var | Var | Var
24. saat Var Var Var | Var | Var Var Var Var | Var

Phenol red zamana bagl olarak belli yogunluklardaki bakteri ireme sonuglart

Tablo 25°te verilmistir.

Tablo 25: Phenol red indikatoriiniin siire ve yogunluga bagl renk degisimleri

indikator cesidine bagh renk degisimi
Stire Phenol red

10* 10> | 10° | 10* | 10° | 10° | 10" | 10® | 10°
0. Saat Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok
2. saat Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok
4. saat Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok
6. saat Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Var Var
24. saat Var Var Var Var Var Var Var Var Var

Renk indikatorlerinin inkiibasyon isleminden onceki goriintiileri Sekil 23°te

gosterilmistir.
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Sekil 23: Renk indikatorlerinin baslangicta renk goriiniimleri

Renk degisimleri goz oniine alindiginda BCP indikatdriiyle daha hizli renk
degisimi oldugu gozlemlendi. Inkiibasyon isleminden sonra renk indikatdrlerindeki

degisimler Sekil 24°te gosterilmistir.

Sekil 24: Yirmi dort saatin sonunda renk indikatorlerinin degisimi

4.3 Spesifite (Ozgiilliik) Testi Sonuclar

Yapilan spesifite testinde hicbir bakterinin 24 saat dahil olmak iizere gorsel
olarak renkte ve donanimin okuyabilecegi seviyede degisiklik tetiklemedigi
gozlemlenmistir. Buna ait veriler Tablo 26°da 6zetlenmistir.
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Tablo 26: Spesifite test sonuglari

Bakteri ad1 inkiibasyon siireleri

2. saat 4. saat 6. saat 8. saat 24. saat

Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim

degisimi Olglimit degisimi | olgtimil degisimi Olglimil degisimi Olglimil degisimi Olglimii
Escherichia coli Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
ATCC25922 degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit

yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Staphylococcus Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
epidemidis degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit
ATCC 12228 yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Bacillus subtilis Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
ATCC6633 degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit

yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Listeria Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
monocytogenes degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit
ATCC19115 yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Enterococcus Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
fecalis degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit
ATCC29212 yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Proteus mirabilis Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
ATCC12453 degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit

yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi
Pseudomonas Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
aeruginosa degisimi Tespit degisimi | Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit degisimi Tespit
ATCC24853. yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi yok edilmedi

Spesifite i¢in kullanilan bakterilerin inkiibasyon isleminden sonraki
goriintiileri ve sistem cevabi Sekil 25°te verilmistir.

Sekil 25: Yirmi dort saatte spesifite i¢in yapilan testte kullanilan S.epidermidis e ait
goriintli. (tim bakterilerde ayni oldugu i¢in temsilen eklenmistir.)
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4.4 Verifikasyon Islemleri

Verifikasyon iglemi sabah 9:00°da baslayip belli saatlerde sistem
optimizasyonu yapildi. Saatler ve sonuglar Tablo 27°de belirtilmistir.
Tablo 27: Verifikasyon islem sonuglari
Bulastirma diizeyi
Olgiim saati Diisiik yogunluk; Orta yogunluk; | Yiiksek yogunluk;

09:00 Tespit edilemedi Tespit edilemedi Tespit edilemedi
11:00 Tespit edilemedi Tespit edilemedi Tespit edilemedi
13:00 Tespit edilemedi Tespit edilemedi Tespit edilemedi
15:00 Tespit edilemedi Tespit edilemedi | MRSA tespit edildi
17:00 Tespit edilemedi Tespit edilemedi | MRSA tespit edildi
19:00 Tespit edilemedi | MRSA tespit edildi | MRSA tespit edildi
21:00 MRSA tespit edildi | MRSA tespit edildi | MRSA tespit edildi

09:00 (24. Saat) | MRSA tespit edildi | MRSA tespit edildi | MRSA tespit edildi

Sistemin RGB renk sensoriinde ve seriport ekraninda olusan cevaplar

asagidaki Sekil 26 ve Sekil 27°de gosterilmistir.
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Sekil 27: Sonucu pozitif olan siire yogunluklarinda sistem gortiniimii

Saat 9:00, 24 saatin sonunda renler tiim yogunluklarda tamamen donmiis olup

sistem tekrarlandiginda tiim yogunluklar i¢in RGB sensorii yesil, seriport ekraninda
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"MRSA POZITIF. LUTFEN KLASIK KULTUR YONTEMI ILE
DOGRULAYINIZ." uyaris1 ¢ikmustir. Inkiibasyon islemi sonunda sistem cevabi
Sekil 28’de gosterilmistir.

r

Sekil 28: Yirmi dort saatin sonunda optik sistemin cevabi

Tim yogunluktaki brothlarda MRSA iiremesi ile 24 saatin sonunda renkleri

sartya donmiistiir. Brothlarda olusan renk degisimleri Sekil 29°da verilmistir.
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Sekil 29: Brothlarda bakteri iiremesine bagli olusan renk degisimleri
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Brothlarin baglangigta ve 24 saatin sonundaki renk degisimi Sekil 30°da

gosterilmistir.

Sekil 30: Brothlarda baslangi¢ ve inkiibasyon islemi sonunda olusan renk

farklari.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada S. aureus 6zellikle MRSA i¢in hizli tespite yonelik bir sistem
kullanilmas: hedeflenmistir. Calismada farkli seker katkilar1 ile olusturulan
besiyerinde MRSA {iremesine bagli pH degisimine cevap veren renk indikatorlerinin

optik bir donanim ile okunmasi hedeflenmistir.

ISO 6888-1 kapsaminda yapilan referans malzeme caligmalarinda 5000
kob/ml iceren sertifikali referans malzeme ile standart sapmanin 1,76 oldugu
belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda £0,193 sonucu elde edilerek, standartta bildirilen
standart sapmanin altinda kalinmis ve %95 giiven aralifinda sonu¢ saglanabilecegi

gosterilmistir (1ISO 6888-1999).

Farkli seker katkilarina bagli olarak elde edilen paralel ekim sonuglari
degerlendirildiginde altinci saat itibariyle 6,079-7,903 logiokob/mL seviyesinde bir
liremenin yakalanabildigi gozlemlenmistir. Zamana bagli iireme egrisinin 6 saat
icerisinde belirgin sekilde yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak (p<0.05) arttig
belirlenmistir. Bu kapsamda zamana bagh artisin oldugu gbzlemlenmistir. Yapilan
bir ¢alismada (Strasters ve Winkler 1963) Staphylococcus tiirlerinin pentoz sekerlerin
tamamindan enerji doniislimii yapabildigi gosterilmistir. Yapilan bir baska calismada
(Grosser ve dig. 2016) Staphylococcus tiirlerinin seker alimi1 konusunda benzersiz bir
transport  sistemleri oldugunu ve sekerlerden maksimum faydalandiklar
bildirilmistir. Bu da ¢alismamizda tiim sekerlerden benzer cevabir almamizi

aciklamaktadir.

Calismamizda, renk degisimleri g6z oniine alindiginda Brom Creosol Purple
(BCP) indikatoriiyle daha hizli renk degisimi oldugu gozlemlendi. BCP pH
gostergesi olarak kullanilir. BCP’de PH 5,2’nin altina diistiigli zaman sar1 renge
donmektedir. BCP igerisinde pH 6,8’in iizerinde oldugunda mor renk
goriinimiindedir. Bir baska renk indikatorii olarak kullanilan phenol red ise pH
6,6’'nin altinda sari, pH 8’in istiinde olursa kirmizi renk goriiniimiindedir.

Bagka bir ¢alismada indikatorler arasinda farklilik olmadigi bildirilmistir (Chesney
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1922). Bizim c¢alismamiz ile aradaki muhtemel farkin kullanilan seker ekleri,

kullanilan bakterinin farkli olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Verifikasyon iglemi sabah 9:00°da baslayip belli saatlerde sistem
optimizasyonu yapildi. 11k pozitif cevabin saat 15:00 &lgiimiinde yani bulastirmanin
altinc1 saatinde yiliksek konsantrasyonda alindigi gozlemlenmistir. Hastalarin
cevreleri ve ellerinden sayim yapilan bir calismada hastanin temas yiizeyleri ve
ellerinde bulasmanm 0-6 log arasinda degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir. Bu
kapsamda ozellikle el drneklerinde 6 logiokob/cm? seviyesinde bulasma oldugu
gozlemlenmistir. Bu kapsamda 6. Saat itibariyle alinan yiiksek bulagsma cevabinin

hizl1 yanit olarak yeterli olabilecegi diistiniilmiistiir (Kamiya ve dig. 2007).

Tespit sistemimizde hassasiyete bakildiginda sistemimizin 2 logjokob/mL
seviyesinde en ge¢ 8 saat icerisinde cevap verdigini gézlemlemekteyiz. Bu kapsamda
klasik kiiltiir tekniklerine ait tespit siireleri ve tespit sinirlar1 ISO 6888-1 icerisinde 4
giin igerisinde sonug¢ verildigi ve 3,27 logiokob/mL seviyesi i¢in bu sonucu elde
ettikleri bildirilmistir. Kiiltiir teknigi ile yapilan diger calismalarda da disk difiizyon
testlerinde duyarlilik 48 saatin sonunda daha giivenilir. Disk yapisina bagl olarak
sefoksitin diski en iyi hassasiyeti vermistir. Kiiltiir yonteminde olan mikrodilisyon
yonteminde sadece 24 saatte sonu¢ okunmaktadir (Beceiro ve dig. 2005). Yapilan
baska calismada oksasislin disk yontemi ve oksasilin agar tarama yontemleri MRSA
tespitinde kullamlmustir. Iki yontemdede 24 saat inkiibasyon siiresi gerekmektedir.
Yirmi dort saatin sonunda oksasilin disk diflizyon yonteminin duyarliligi %83,5 iken
agar tarama yonteminin duyarliligi %91,7 olarak test edilmistir (Bille ve dig. 1999).
ISO ile benzer sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir S. aureus i¢in pozitif toplam 91
kan kiiltiiriinden 51 tanesi MRSA, 40 tanesi MSSA 6rnegi olmak iizere PBP-LA testi
ne uygulanmig olup duyarlilik, 6zgiilliik degerleri sirasiyla %94,1, %97,5 olarak test
edilmistir (Gold ve dig. 2010). Tarafimizdan yapilan testte kullanilan seker
eklemelerinin ve renk indikatoriiniin kullanilmasinin etkili oldugu diistiniilmiistiir.
Ayn1 zamanda, cihazimizda kullanilan donanimin renk hassasiyetinin yiiksek
olmasmin da katkisi oldugu kanaati olusmustur. MRSA tespitinde klasik kiiltiir

yontemleri Tablo 28°de parametreleriyle beraber verilmistir.
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Tablo 28: Metisilin direncini belirlemede farkl: klasik kiiltiir yontemlerinin
parametleri (Beceiro ve dig. 2005).

Yontem Siire Yanhs Yanhs Duyarhhk | Ozgiillik | NPV | PPV
negatifler | pozitifler (%) (%)

Oksasilin 24 3 0 94,1 100 94,4 | 100
disk saat

Oksasilin 48 1 1 98,0 98,0 98,0 | 98,0
disk saat

Sefazolin 24 7 0 86,2 100 87,9 | 100
disk saat

Sefazolin disk | 48 6 0 88,2 100 89,4 | 100
saat

Cefoxitin 24 0 1 100 98,0 100 | 100
disk saat

Cefoxitin 48 0 1 100 98,0 100 | 98,0
disk saat

Sefotaksim 24 3 1 94,1 98,0 94,3 | 97,9
disk saat

Sefotaksim 48 2 1 96,0 98,0 96,1 | 98,0
disk saat

Imipenem 24 7 0 86,2 100 87,9 | 100
disk saat

Imipenem 48 7 0 86,2 100 87,9 | 100
disk saat

Etest oksasilin 24 3 0 94,1 100 94,4 | 100
saat

Etest oksasilin | 48 1 0 98,0 100 98,0 | 100
saat

Oksasilin 24 3 0 94,1 100 94,4 | 100
mikrodiliisyon | saat

Tespit sisteminde optik donanim kullanilmistir. Yapilan ¢alismada ELISA
testi minimum 16 saat inkiibasyon siiresi gerektirdigi bildirilmistir. Uzun siire test
eden ELISA sistemi yiiksek hassasiyet ve oOzgiilliige sahip oldu gozlemlenmistir.
ELISA testi i¢in 6rnek alimi teknisyen yaptigi icin bu testte yanlis sonuclarin bir
kismi teknisyen hatasindan olusmaktadir (Audurier ve dig. 1989). ELISA testinin
bircok asamadan olustugu ve asamalarda teknisyenin yiliksek dikkatli ¢aligmasi
gerektigi bildirilmistir.
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Calismamizda kullanilan sistem tamamen MRSA tarafindan eklenen seker
katkilarinin kullanimina bagli olarak meydana gelen pH degisiminin tetikledigi
indikatérde renk degisimidir. ELISA’nin maliyetinin de yiiksek oldugu bildirilmistir
(Blay ve dig. 2004, Eberhart ve dig. 1994).

Calismamizda kullanilan sistem tamamen MRSA tarafindan eklenen seker
katkilarinin kullanimina bagli olarak meydana gelen pH degisiminin tetikledigi
indikatorde renk degisimi oldugundan dolayr PCR gibi hassas bir yontem oncesi
tarama testi seklinde c¢alismasi hedeflenmistir. Bu kapsamda PCR ile yapilan
caligmalara bakildiginda hassasiyetin ¢ok yiiksek oldugu ancak maliyetin yiliksek
oldugu, ek bir donamim gerektirdigi ve ayr1 analiz protokolleri gerektirdigi
bilinmektedir. PCR analizinde ayni zamanda inhibitorlerinde sonucu etkiledigi

gosterilmistir (Ellerbroek ve dig. 2012, Bonnet ve dig. 1997, Braid ve dig. 2003).

Polimeraz zincir reaksiyonu enzimatik bir reaksiyon oldugu i¢in inhibitor
maddelere karst duyarlidir. PCR inhibitorleri, test asamalarinda farkh
mekanizmalarla etki gosteren maddelerdir. PCR inhibitorleri sivi veya kat1 formda
bulunabilen organik veya inorganik maddelerdir. Bunlar miyoglobin, hemoglobin,
immiinoglobin (IgG), kollajen, proteinler, laktoferrin ve proteinazlar organik
inhibitorlerdir. Safra tuzlari, ire, etanol, fenol humik asitler, tanik, melanin ise
inorganik inhibitorlerdir. PCR testtinin sonuglarinda negatif etkide bulunabilirler.
Ayni zamanda duyarliligint da olumsuz etkileyebilmektedir (Kim ve dig. 1992,
Axelsson ve dig. 2004).

Yapilan bir arastirmada PCR testi ile MRSA tespitinin 4 saatten daha kisa
stirede test edildigi ve hassasiyetinin yiiksek oldugunu bildirmistir (Baby ve dig.
2017). Real-time PCR testleri MRSA’y1 geleneksel kiiltiir yontemlerinden daha hizli
tespit ettigi gézlemlenmistir. Saf kolonilerde MRSA tespiti i¢in PCR’1n 6zgiilliigi
%100 olarak goriilmiistiir. PCR testleri 10-15 dk arasinda sonug verip hassasiyet ve
Ozgiillik degeri diger tespit sistemlerinden daha yiiksektir (Dunne ve dig. 2004).
Fakat PCR maliyetli olup egitimli teknisyen gerektirmesi tarama yontemi olarak

kullanilmasi zordur.

Optik donanimlarla gelistirilen cihazlara bakildiginda tarafimizdan segilen
TCS 3200 ile yapilan analizlerde sonuglarin giivenli oldugu ve elde edilen sonuglarin

uygulamada da dogrulugu gosterilmistir (Fitriyah ve dig. 2018).
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Yapilan bir ¢aligmada biyosensor igerisinde bulunan algilama platformunu
altin kaplama yapilip S. aureus proteaz olan spesifik substrat nonobead yardimiyla
kaplanmistir. Tanisal algilama platformu S. aureus proteazlarinin proteolitik
aktivitesini 6lgmeye dayanmaktadir. Bu olusan enzimatik reaksiyon altin tabakasinda
renk degisimi meydana getirmektedir. Belli konstrasyonlarda bakteri ile hassasiyet
testi yapilmustir. Bu sensériin 10° yogunlugu igin %36,10* i¢in %28,10° igin %22
seklinde sonuglanmasi sensoOriin yeterli hassasiyeti test edilmistir. Bu calismada
kalitatif olarak ¢iplak goézle ve kantitatif olarak goriintiileme yazilimi olarak test
edilmektedir (Alhogail ve dig. 2017). Bizim c¢alismamizda kalitatif olarak renk
intikatorliiniin renk degisimi, kalitatif olarak RGB renk sensorii renk degisimi ve
yazilim ile uyart sistemlerinden olusmaktadir. Bir baska calismada IgG’nin Fc
bolgesi ile S. aureus ararsinda spesifik etkilesime dayali elektromiliiminesan (ECL)
biyosensdrii gelistirilmistir. Bu biyosensérde 10° i¢in %2,5,10° icin %2,6 ve 10° i¢in
%5,9 degerlerinde olup 6zgiilliigi test edilmistir (Fu ve dig. 2016).

Calismamizdaki optik sistem ile esas Olgiilen pH degisimidir. Brothlar
igerisinde degisen pH ortamda renk degisimi yaratttig1 gibi serbest iyon sayisinda da
degisim yaratir. Sistemde alternatif olarak, serbest iyon degisimi de oOlgiilebilir ki
bunun da ortamdaki akimi degistirdigi bilinmektedir. Bu akim degisimi esas alinarak
amperometrik hizli tespit sistemleri kullanilabilir. Bu sekilde akim degisimine
bakilip bakteri varlig1 test edilebilir. Brothlar icerisinde olusan serbest iyonlar ve pH
degisimi ortamin voltajin1 degistirir. Bu voltaj degisimi esas alinip voltmetrik hizl

tespit sistemleriyle de bakterinin varligi test edilebilir.

Kurdugumuz optik sistem, brothlar igerisinde degisen pH oranina bagli renk
degistirmesi ve sistemin bu degisimi test etmesi biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Bu
donanim i¢in herhangi bir kimyasal maddeye ve elektrotlara ihtiyac
bulunmamaktadir. Elektrotlarda besiyerleriyle etkilesim olustugunda kullanim
Omiirleri kisa olmaktadir. Diger bir avantaji taginabilir yani ergonomik olmasidir.

Giic devresi igerisinde olacak sekilde ebatlarin 6x13 cm olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

S. aureus, hastane ortaminda gelisen ve yapilarinda bulunan viriilans
faktorleri nedeniyle patojen etki yaratirlar. Zaman igerisinde S. aureus enfeksiyonlara
kars1t antibiyotikler kullanilmistir. S. aureus kullanilan antibiyotiklere karsi hizli
sekilde diren¢ mekanizmasi gelistirebilmektedir. MRSA c¢oklu antibiyotik direnci
olup hastane enfeksiyonun en énemli etkenlerindendir. Bu etkenin tespiti enfeksiyon

kontroliinde dnemli bir basamaktir.

Bu c¢alismada, MRSA tespitinde siire gelen teshis yOntemlerinin
dezavantajlarini aza indirgicek sekilde hizli tespit sistemi tasarlanmistir. Caligmanin
sonucunda da goriildiigi gibi sistemimiz kisa siirede sonug verebilmektedir. MRSA
tiremesi i¢in belli sekerlerden farkli yiizdelerde denenmis olup biitiin sekerlerde
tiredigi gozlemlenmistir. Biitiin sekerlerden esit miktarda alinip MRSA i¢in uygun
besiyeri hazirlanmistir. Bu lireme sonucunu gézlemlemek i¢in TCS 3200 sensoriiniin
algilayabilecigi bir renk degisimi olusturulmak istenmistir. Bunun i¢in iki tane renk
indikatorii i¢in diliisyon yapilip bakteri liremesi gozlemlendikten sonra indikator
olarak Brom Creosol Purple tercih edilmistir. Indikatdr ve esit miktarda seker
yiizdeleri ile hazirlanan brothlar igerisine belli yogunluklarda MRSA eklenmistir.

Alt1 saatin sonunda yiiksek yogunlugun pozitif oldugu gézlemlenmistir.

Halihazirda yapilan enfeksiyon kontrol stratejileri daha c¢ok klasik kiiltiir
teknigi uygulanarak yiiriitiilmektedir. Bu siire olarak miidahalede gecikmeleri

tetikleyebilecegi gibi hayatta kalim iizerine de dogrudan etkilidir.

Calismamizda bulunan sistemin MRSA tespitinde PCR tekniginden 6nce
tarama sistemi olarak kullanilabicegi diistiniilmektedir. Bu sistemin MRSA

enfeksiyon kontroliinde 6nemli bir adim olacagi kanaatindeyiz.

Hastanelerde kullanilmasint  6ngordiigiimiiz  optik  sistem, enfeksiyon
yayilimini takip edebilmek icin kullanilmasin1 6ngérmekteyiz. Hastanelerde 6zellikle
enfeksiyonun gozlemlenebildigi yatakli servis ve yogun bakimlarda hastalara

hemsire veya hasta bakici tarafindan kullanilmasini uygun gérmekteyiz.
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8. EKLER

#defines05 //arduino'nun 5 nolu pine TCS3200 sensériiniin SO bacagr tanimlandi.
#defines1 6 //arduino'nun 6 nolu pine TCS3200 sensériiniin ST bacagr tanimlandi.
#defines27 //arduino'nun 7 nolu pine TCS3200 sensoriiniin S2 bacagr tanimlandi.
#defines3 8 //arduino'nun 8 nolu pine TCS3200 sensoriiniin S3 bacagr tanimlandi.
#define cikis 9 //arduino'nun 9 nolu pini TCS3200 sensoriiniin cikisi olarak tanimlandi.
#define sled 2 //arduino'nun 2 nolu pini RGB ledinin yesil bacagina tanimlandi.
#define mled 3 //arduino’'nun 3 nolu pini RGB ledinin kirmizi bacagina tanimlandi.
int kirmizi, yesil =0;  // kirmizi ve yesil sayi olarak ve 0 olarak atandi.
void setup() {
pinMode(s0, OUTPUT); //SO0 pini mikrodenetleyicide ¢ikis olarak ayarlandi.
pinMode(s1, OUTPUT); //S1 pini mikrodenetleyicide ¢ikis olarak ayarlandi.
pinMode(s2, OUTPUT); //S2 pini mikrodenetleyicide c¢ikis olarak ayarlandi.
pinMode(s3, OUTPUT); //S3 pini mikrodenetleyicide ¢ikis olarak ayarlandi.
pinMode(cikis, INPUT); //cikis pini mikrodenetleyicide giris olarak ayarlandi.
pinMode(sled, OUTPUT); //sled pini mikrodenetleyicide cikis olarak ayarlandi.
pinMode(mled, OUTPUT); //mled pini mikrodenetleyicide ¢ikis olarak ayarlandi.
// Arduino ve TCS3200 sensérii igin Frekans degeri ayarlama.

digitalWrite(s0, HIGH); // SO pini‘1’yapildi.
digitalWrite(s1, LOW); // S1 pini‘0’yapildi.
// Yukaridaki ayarlama ile TCS3200 sensériiniin frekans 6lcegi %20 olarak tanimlandi.
Serial.begin(9600);  // Arduino Seri haberlesme frekansi 9600 ayarlandi.
}
void loop() {
kalibreedilmis(); // Dongude kalibreedilmis fonksiyonunu ¢agir.
renkbelirle();  //Donglide renkbelirle fonksiyonunu cagir.
}
void kalibreet() {
// Kirmizi rengi belirleme
digitalWrite(s2, LOW); //S2 pini‘0’yapildi.
digitalWrite(s3, LOW); //S3 pini‘0’yapildi.
kirmizi = pulseln(cikis, LOW); // cikis pini Gizerindeki LOW siiresini okur.
Serial.print("Kirmizi renk: "); //Seri porta “Kirmizi renk:” yazisini yazar.
Serial.print(kirmizi); // Kirmizi icin aldigimiz degeri seri porta yazdir.
Serial.print("\t"); // Seri portta asagiya satira atma kodu

delay(50); // Gegikme (zaman) koyma kodu

// Yesil rengi belirleme

digitalWrite(s2, HIGH); // S2 pini‘1"yapildi.

digitalWrite(s3, HIGH); // S3 pini‘1’yapildi.

yesil = pulseln(cikis, LOW); // cikis pini Uzerindeki LOW stiresini okur.
Serial.print("Yesil renk:"); //Seri porta “Yesil renk:”yazisini yazar.
Serial.print(yesil); //yesil i¢in aldigimiz degeri seri porta yazdr.
Serial.print("\t"); // Seri portta asagiya satira atma kodu

delay(50); // Gegikme (zaman) koyma kodu
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// Mavi rengi belirleme

digitalWrite(s2, LOW); //S2 pini‘0"yapildi.

digitalWrite(s3, HIGH); // S3 pini‘1’yapildi.

mavi = pulseln(cikis, LOW); // cikis pini tizerindeki LOW suresini okur
Serial print("Mavi renk: ");  //Seri porta “Mavi renk:"yazisini yazar

Serial.print(mavi); // mavi igin aldigimiz degeri seri porta yazdir
Serial.printIn("\t"); // Seri portta asadiya satira atma kodu.
delay(50); // Gegikme (zaman) koyma kodu

}

void kalibreedilmis() {
digitalWrite(s2, LOW);
digitalWrite(s3, LOW);
kirmizi = pulseln(cikis, LOW);
kirmizi = map(kirmizi, 48, 180, 0, 100); // map komutu kirmizi degerini 0-100 den 48-180 araligina donusturdr.
digitalWrite(s2, HIGH);
digital Write(s3, HIGH);
yesil = pulseln(cikis, LOW);
yesil = map(yesil, 43, 210, 0, 100);
digitalWrite(s2, LOW);
digitalWrite(s3, HIGH);
mavi = pulseln(cikis, LOW);
mavi = map(mavi, 40, 190, 0, 100);
}
void renkbelirle() {
if(kirmizi>180)
digitalWrite(sled, LOW);
digitalWrite(mled, HIGH);
delay(2000);
Serial.printIn("\t");
Serial.print("MRSA TESPIT EDILEMEDI.");
}
if (kirmizi<170)
{
digitalWrite(sled, HIGH);
digitalWrite(mled, LOW);
delay(2000);
Serial.printIn("\t");
Serial.print("MRSA POZITIF. LUTFEN KLASIK KULTUR YONTEMI ILE DOGRULAYINIZ");

}

Sekil A: Optik sistem aurdino kod yazilimlari
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