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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi) (5 puan)

Biyolojik kirleticilerden bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklar1 tan1 ve tedavisi
acisindan biiyiik bir yiik olusturmaktadir ve diinya ¢apinda milyonlarca insan bakteri kaynakli
enfeksiyonlardan hayatini kaybetmektedir. Bakterilerin tespiti, klinik teshiste ve kontaminasyonun
kontroliinde kritik bir rol oynar ancak yiiksek maliyetli, kompleks cihazlar ve eleman gerektirmesi
nedeniyle erisilebilir degildir.

Projede, mevcut yontemlere alternatif, model organizma E. Coli bakterisinin, maruz kalinan
ortamlar olan icme ve havuz suyu, atik sular, igecek friinlerinde hizli, renk degisimine
dayanmasiyla gozle goriilebilen, diisiik maliyetli, kullanimi kolay, akilli telefonla entegre
edilebilen tespiti i¢in kagit tabanli biyosensor platformlar1 gelistirilmesi amaglandi. E.coli
bakterisinin spesifik tespiti i¢in antikor bagli PVDF membran ve filtre kagidi tabanli immiinolojik
yonteme dayanan mikrogip ve islem adimlarmi en aza indirgeyen, kullanici dostu origami
tasarimda kolorimetrik tayin yapabilen iki farkli biyosensor gelistirildi. Hedef bakteri E.coli
varliginda ve yoklugunda, konsantrasyon bagli olarak, {izerinde belirgin sekilde renk olusturan
kagit tabanli platformlar kullanarak elde edilen biyosensorlerin, en diisiik tayin limiti origami
biyosensér i¢in 0.9x10°, mikrogip biyosensor tasarimi igin 2.7x10° bakteri/ml olup en genis
dinamik lineer ¢aligma aralig ise 10%-107 bakteri/ml olarak hesaplandi.

Gelistirdigimiz biyosensor platformlar: ile dakikalar i¢inde hem kalitatif hem de kantitatif, gozle
goriiliir sonu¢ alinabilmesi ve analizi i¢in sadece bir akilli telefon kullanilmasi projemizin
Ozglinliiglinii olusturmaktadir. Bu umut verici sonuglar ile gelistirdigimiz biyosensorler, farkli
biyolojik kirleticilerin tespiti i¢in de kullanilabilir, karmasik cihaz icermez ve biiyiik 6l¢eklerde
kolaylikla iiretilebilir. Ozellikle test laboratuvar altyapisinin mevcut olmadig bdlgelerde, biyolojik



kirleticilerin su ve igeceklerde tespiti i¢in gelistirdigimiz biyosensorlerin, literatiire, halk sagligina,
saglik ekonomisine ve temiz su ve sanitasyon, saglik ve kaliteli yasam, sudaki yasam gibi
stirdiiriilebilir kalkinma hedeflerine katki saglayacagina inaniyoruz.

) Lo a

Sekil 1. E.Coli tespitine yonelik kagit tabanl biyosensor sisteminin agamalari (Cizim Biorender programinda yapildi.)
2. Problem/Sorun (5 puan)
2.1.Biyolojik Kirleticilerin Tespiti

Biyolojik kirleticiler, istenmeyen etkiler iireten, bir ortami istila eden canli varliklar veya bu
canlilarin tiirettigi trtinlerdir. Bakteriler, virisler, arkealar, protistler, mantarlar ve gesitli bocekler
biyolojik kirletici olarak degerlendirilebilir. Bu kirleticiler toprak, su, hava, gida, gibi ortamlar
yoluyla insanlara ulasarak halk sagligina ciddi bir tehdit olusturmaktadir (McCarthy ve Shugart,
2018). Biyolojik kirleticiler arasinda 6zellikle bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklar
gelismekte olan iilkelerde biiyiik bir yiik olusturmaktadir ve diinya ¢apinda milyonlarca insan
pndmoni, bakteriyemi, gastroenterit, osteomiyelit, menenjit, endokardit ve toksik sok sendromu
gibi enfeksiyonlardan hayatin1 kaybetmektedir (Mathur ve ark., 2018). Proje kapsaminda model
organizma olarak kullanilan Escherichia coli, canlilarin bagirsak ortaminda da bulunabilen bir
bakteridir. Enterohaemorrhagic E. Coli gibi bazi alt tipleri ve bunlar1 olusturdugu toksinler hayati
tehdit eden hastaliklara neden olmaktadir. Bu tiirler kolaylikla bulasabilir ve salgin olusturabilir
(McCarthy ve Shugart, 2018). Tespit testleri, klinik karar vermede ve kontaminasyon kontroliinde
kritik bir rol oynar, ancak maliyetli olma egilimindedir ve genellikle erisilebilir degildir (Gous ve
ark., 2018). Sekil 1°de biyolojik kirleticilerin tespitinde kullanilan mevcut yontemler verilmistir.

Kiiltir temelli mikrobiyolojik
_ yontemler
Ayirma ve Saflastirma

Laboratuvar Bagimli ) Teknikleri

Lespit Yontemled, Immiinolojik Testler

Niikleik Asit Temelli
Testler

Kagit temelli testler
Yer.l.nde Tesplt Mikroakiskan Cihazlar
Yontemleri
Yanal Akis Test
Stripleri

Biyolojik Kirleticilerin
Tespiti

Sekil 2. Biyolojik kirleticilerin tespitinde kullanilan yontemler

Ideal olarak, bulasic1 hastalik tespit platformlarmin kullanimi ve yorumlanmasi basit, ¢ok cesitli
calisma kosullarinda (farkli sicaklik ve nem gibi) stabil, tasiabilir ve tek kullanimlik olmalidir. Bu
nedenlerden dolayi, birgok girisim, sinirli kaynaklar i¢in hedeflenen mikroakiskan immiinolojik
testlerin gelistirilmesine odaklanmistir (Chen ve ark., 2019). Son zamanlarda gelistirilen analitik
platformlar arasinda kagit tabanli ¢ip {istii laboratuvar teknolojileri, diisiik maliyetleri ve biyolojik
olarak siirdiiriilebilir 6zellikleri nedeniyle artan bir ilgi gormektedir (Quesada-Gonzalez&Merkogi,
2018).
3. Coziim (20 puan)
3.1.Cip iistii laboratuvar teknolojileri

Tip, biyoteknoloji ve genomik gibi alanlardaki hizli  gelismelerle  birlikte
kimyasal/biyokimyasal analizlere olan ihtiya¢ artmis ve klasik yontemler, laboratuvarlar ve
karmasik cihazlarin kullanimi yerine ¢ip istii laboratuvar teknolojilerinin pratik uygulamalari



gelistirilmistir. Cip tistii laboratuvar (LOC), kiigiik boyuttaki ¢ip lizerinde bir mini laboratuvari
ortaya ¢ikaran gida gilivenligi, ¢evre analizi ve tibbi teshis gibi alanlarda kullanilabilen yeni bir
teknolojidir. Bu teknolojiler, bir veya birkag analize olanak tanir ve yiiksek hassasiyet, kisa teshis
stiresi, daha iyi siire¢ kontrolii, taginabilirlik ve giivenlik gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Ayrica
mevcut testlerle karsilagtirildiginda, ¢ip lizerinde laboratuvar teknolojileri, kiiciik hacmi nedeniyle
diisiik s1v1 hacimleri, diisiik liretim maliyeti,akilli telefonlar ile entegre edilebilirlik ve yerinde
tespit imkani gibi bircok avantaja sahiptir (Ghallab ve ark., 2016; Yilmaz ve ark., 2018). Cip istii
laboratuvar teknolojileri (LOC), 10-100 mikrometre uzunluk 6lgegine sahip en az bir boyuta sahip
mikrokanallarda kii¢iik hacimli sivilarin (100 nL-10 pL numune) islenmesine izin veren
mikroakiskan sistemlerine dayanir. Bu tamim, bir ¢ip {lizerinde karmasik analizlerin
gergeklestirilmesinin, numune alma, numune 6n isleme, kimyasal reaksiyonlar, {iriin ayirma ve
izolasyon, algilama sistemi ve verileri igeren ve entegre eden kiiclik Olcekli, otomatik bir
platformda eksiksiz bir laboratuvar prosediiriiniin tiim asamalarini i¢erecek sekilde tasarlandigini
ortaya koymaktadir (Francesko ve ark., 2019; Park ve ark., 2020).

3.2.Cip iistii laboratuvar teknolojilerinin cevre denetimi ve gida giivenligi uygulamalari

Cip istii laboratuvar teknolojilerine dayanan mikroakiskanlar, miihendislik, kimya, fizik,
biyokimya, mikroteknoloji, nanoteknoloji ve biyoteknolojiyi birlestiren ¢ok disiplinli bir
teknolojidir. Mikroakiskan cihazlar, yerinde test i¢in yararli olan genis yiizey-hacim oranlari
nedeniyle taginabilirdir (Luka ve ark., 2015). Son yillarda, biyosensdr teknolojisine ¢ok fazla deger
katan mikroakigkan sistemleri kullanan ¢ip {izerinde laboratuvar (LOC) teknolojisi ile
biyosensorleri birlestirmeye yonelik calismalar yogunlasmistir (Mark ve ark., 2010).Biyosensorler
ve mikroakiskan sistemler, geleneksel tekrarlayan laboratuvar yontemlerine entegre ve minyatiir
bir alternatif sunmak i¢in birlikte calisarak numune, reaktif, enerji ve atik iiretimini 6nemli Slgiide
azaltir (Dhar et al., 2018). Ayrica, bu mikroakiskan biyosensorler, geleneksel yaklasimlar ile
karsilastirildiginda analitik performansi, diisiik enerji ve reaktif tiiketimi, yiiksek spesifiklik ve
duyarhilik, diisiik maliyet, verimi, hizli reaksiyon oranlarmi ve tasmnabilirligi, gercek zamanl
algilamay1 gelistirerek algilamanin hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelere fayda
saglayacak sekilde test prosediirlerine doniistiiriilmesine olanak tanir (Pol ve ark., 2017). Bu tip
sistemler, ila¢ gelistirme, tibbi goriintiileme, hastaliklarin teshisi, ¢evre denetimi ve gida glivenligi
icin yerinde tespit saglayan (Point of Care, POC) cihazlarin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir(Francesko ve ark., 2019).

Cevresel alanlarin kalitesini garanti altina almak ve insan sagligini kirletici maruziyetinden
korumak i¢in tasinabilir analitik prosediirler gelistirilmelidir. Elbette yaratic1 ¢oziimler, plastik ve
solventlerin ortadan kaldirilmasi, az miktarda numune kullanimi ve uygulama kolayligi gibi
belirtilen siirdiiriilebilir kalkinma hedefleriyle uyumlu olmalidir (Cate ve ark.,2015). Bu baglamda,
teshis araclarinin uzun vadeli gelisimi icin spesifik etkilesimlerin kullanilmasi ve yeni analitik
coziimler gelistirmek i¢in kagit bazli substratlar {izerinde yapilan arastirmalar, cevresel
uygulamalarda umut verici sonuglar vermektedir (Cioffi ve ark., 2021). Cevresel kirleticilerin
mevcut tespit yontemleri pahalidir ve zaman alicidir, 6zellikle mikroorganizmalarin gelismis
cevresel izlemesi biiylik bir endise kaynagidir. Mikroakiskan ¢ip tabanli teknolojiler ise potansiyel
alternatifler sunmaktadir. Cevresel kirleticiler, 6zellikle bakteriyel, viral ve parazit enfeksiyonlar
ve bunlarin toksinleri, ciddi bir halk saglig1 tehdidi olusturmaktadir. Cevresel orneklerde ve gida
tirtinlerinde, mikrobiyal kalintilar1 saptamak, bu organizmalar1 tanimlamaya ve kisinin saglhigini ve
giivenligini hastaliktan korumaya yonelik ilk adimdir (Dhar et al., 2018).

Kirleticilerin kapsamli kullanim ve daha sonra ¢evrede kaliciliginin bir sonucu olarak ¢evresel
etkisi dlinya ¢apinda bir endise kaynagidir. Bu baglamda, ger¢ek zamanl kirlilik tespiti i¢in yeni
yontemler/teknolojiler yaratma c¢abalar1 biiyiik ilgi gérmektedir. Mikroakiskan ¢ip iizerinde



laboratuvar (LOC) cihazlari, minyatiir, entegre bir sekilde siirekli kirletici takibinde verimli bir
yontemdir (Pol ve ark., 2017).
3.3.Kagit tabanh mikroakiskan teknolojileri

Kagit tabanli mikroakigkan cihazlar, basitlik, maliyet etkinligi ve laboratuvar altyapisina ve
kalifiye calisanlara ihtiya¢g duyulmamasi gibi yadsinamaz faydalari nedeniyle ¢ok fazla ilgi
gormektedir. Ayrica, bu cihazlar az miktarda reaktif ve numune kullanir, hizli sonuglar verir,
taginabilir ve tek kullanimliktir (Cinti ve ark., 2019). Cesitli algilama sistemleri ile entegre
edilebilirlikleri, yliksek hassasiyet, segicilik, enstriimantasyon basitligi, tasinabilirlik ve distk
toplam sistem maliyeti gibi ek avantajlar saglarlar (Du ve ark., 2012).
3.4.0rigami-kagit tabanh biyosensor teknolojileri

Origami, ti¢ boyutlu heykeller veya yapilar tiretmek i¢in diiz kagit katlama sanatidir (Kuan
ve ark., 2016; Johnson ve ark., 2017). Bu eski sanat formu, son zamanlarda yeni, bilimsel bir
amagla kullanilmaya baglamistir, ¢iinkii birka¢ origamiden etkilenen, kagit tabanli analitik
cihazlar, tek bir diiz kagidin tek bir desen adimi kullanilarak farkli tasarimlarda katlanmasiyla
gelistirilmistir. Bu yontem, ¢ift tarafli bant kullanilarak tek tek kagit katmanlarmin karmasik,
sirali, katman katman istiflenmesi ihtiyacin1 ortadan kaldirarak ¢ok daha kolay kullanim firsati
sunmaktadir. Ek olarak, bu mikroakiskan origami kagit tabanli sensor sistemleri, kolay test sonucu
analizi i¢in her katmani ortaya c¢ikarmak {izere acilabilir (Tian ve ark., 2017). Bu calismalarda
origamiden yararlanmanin ana amaci, kagit mikroakiskan cihazlar i¢inde ii¢ boyutlu (3B)
mikroakigkan kanallarin veya c¢oklu c¢alisma bdlgelerinin {iretimini Dbasitlestirmektir. Bu
sistemlerde, kullanicilarin yalnizca numunelerini test bolgesine yiiklemeleri ve testi baslatmak i¢in
tek, sabit hacimde tampon uygulamas1 gerekir. Bu tip gelistirilen sistemlerde sonuglar kolorimetrik
okuma yoluyla kolayca elde edilebilir. Ayrica, kolorimetrik sinyal bir akilli telefon kullanilarak
taranabilir veya fotograflanabilir ve sonuglar cesitli goriintii isleme uygulamalar ile analiz edilip
karsilastirilabilir. Biyotespitleri gergeklestirmek i¢in PAD'leri imal etmek i¢in origami kullanma
olasiliklarin1 aragtirmak i¢in birka¢ ¢aligma yapilmaya devam etmektedir (Ge ve ark., 2012; Kuo
ve ark., 2019; Chen ve ark., 2019). Eski bir sanat formu olan origami tekniginin, insan sagligina
gercek faydalar saglayabilecek teshisler i¢cin kagit tabanli sensdr sistemlerinin gelistirilmesi i¢in
gelecekteki potansiyelinin yiiksek oldugu vurgulanmaktadir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, Yamaguchi ve arkadaslarmin gelistirdigi
calismada, Legionellapneumophila bakterisinin su Orneklerinde tespiti i¢in bir mikroakiskan
sistemi gelistirdikleri goriilmektedir. L. pneumophila saptanmasi i¢in floresanla isaretlenmis
birpoliklonal antikor kullanilmis, 6zellikle tatli sularda bu bakteri kontaminasyonunun yerinde
belirlenmesi i¢in hizli, taginabilir, yar1 otomatik bir tespit sistemi gelistirilmistir. Yerinde 6l¢iim
icin tagiabilir, 1.5 saatlik bir 6l¢iim zamanina ihtiyag¢ vardir (Yamaguchi ve ark., 2017). Savas ve
arkadaslarinin gelistirdigi ¢alismada, altin nanopartikiil etiketli sensdr yliksek hassasiyet ve
ozgiilliik ile bakterileri tespit edebilmektedir. Bu ¢alisma altin nanopartikiil kullanim1 dolayisiyla
daha maliyetli ve tespit icin deney sonunda elektrokimyasal bir analiz cithazinin kullanimiyla
bireysel kullanim1 zorlagtirmaktadir (Savas ve ark.,2018). Pang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada ise ELISA metodunu kullanilarak E.Coli tespit eden bir kagit tabanli sensor
gelistirilmistir (Pang ve ark., 2017). Diger bir ¢calismada, Degirmenci ve arkadaslari 6nerdikleri
yontemle bakteri tespitinin 8-10 saat aralifinda yapilabildigini gostermislerdir (Degirmenci ve
ark., 2019).

Bu proje kapsaminda model organizma olarak kullanilan E. Coli bakterisinin insanlarin bu
bakteriye maruz kaldigi ortamlar olan igme suyu, havuz suyu, atik sular ve cesitli icecek
iriinlerinde hizli, renk degisimine dayanmasiyla gozle goriilebilen, diisiik maliyetli ve verimli
tespiti i¢in mevcut yontemlere iistiinliik saglayacak bir alternatif olarak kagit tabanli biyosensor
platformlar1 gelistirildi. Projede cip iistii laboratuvar teknolojileri kapsaminda mikrogip tabanli ve



sistemin islem adimlarin1 ve boyutunu en aza indirgemek amaciyla kullanici dostu origami
biyosensor teknigiyle gelistirilen iki farkli tasarima sahip biyosensor sistemlerinin, farkli amaglarla
stvi ortamlarda bakteri tayini amaciyla kullanimi 6nerilmektedir.
4. Yontem (20 puan)
4.1. Kagit tabanh biyosensor iiretimi icin biyosensor modellerinin ¢izimi ve iiretimi

Kagit tabanli sensor modellerinin ¢izimi ve iiretimi i¢in CoreIDRAW X7 programinda farkli
tasarimlarda (Y,S,+,) cizimler yapildi. Cizimler 125 mm ¢apindaki daire igerisine yerlestirildi.
Kesim oncesinde 125 mm ¢apinda daire seklindeki filtre kagidinin ve PVDF membranin arka ytizii
aliminyum bant ile dayanakli hale getirmek amaciyla kaplandi. Cizimler Sekil 3’deki gorsellere
uygun sekilde CO» kullanilarak lazer liretimi yapilan lazer kesim cihazi ile filtre kagitlarinin altina
kalinlig1 0.5 mm olan koyu PMMA tabakasi konularak kesildi. Cizimler Tablo 2.de verilen 6 farkli
giicte %40 hizda tarama yontemlyle denendi ve optimum lazer kesim giicii belirlendi.

Sekil 3. Kagit tabanli sensor modellerinin ¢izimi ve tiretimi
Tablo 2. Lazer kesim gii¢ ve hiz oranlar

1 2 3 4 5 6
Gii¢ %10 %30 %25 %35 %20 %40
Hiz %40 %40 %40 %40 %40 %40

4.2. Kagit tabanh sensor modellerinin karakterizasyonu

a. Gorsel ve mikroskop analizi

Farkli giiclerde kesilen gizimler 1s1k altinda Once biiyiitecle 151k altinda sonra daha detaylt ve
kesin bir sonuca ulasmak amaciyla mikroskopla incelendi. Bu incelemede kanal kenarlarinin daha
diiz olmasi ve 1sidan daha az zarar goriip daha az renk degistirmesi parametre olarak kabul edildi.

Sekil 4. Kagit tabanli sensdr modellerinin karakterizasyonu
b. Boya ile akis parametrelerinin optimizasyonu
Hazirlanan 10 mm c¢apinda 15 adet rezervuarin ve 1.25 mm c¢apinda hacim kapasitelerini
belirlemek icin asagidaki tabloda belirlenen oranlarda ve gosterilen sirada, seyreltik mavi gida
boyasi eklendi.

Tablo 3. Hacim kapasitelerinin belirlenmesi i¢in denenen miktarlar

1 20 ul 2 16 pl 3 10 pl 4 12 ul 5 7ul
6 14 ul 7 8 ul 8 9 ul 9 9.5 ul 10 9.6 pl
11 9.43 ul 12 9.45 ul 13 9.48 nl 14 9.55 ul 15 5 nl
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Sekil 5. Boya ile akig parametrelerinin optimizasyonu




C. Rezervuarlarin maksimum sivi kapasitesinin belirlenmesi
Sensor analiz ortami olarak kullanilacak rezervuarlarin maksimum sivi kapasitelerinin belirlenmesi

asamasinda Tablo 4’te verilen hacimler denendi.
Tablo 4. Rezervuarlarin aldigi maksimum sivi kapasitesinin belirlenmesi amaciyla denenen miktarlar

10pL 3uL 2uL 2uL luL 2.5uL 3pL
2.8uL 2.1uL 2.6pL 1.8uL 1.9uL 2uL 2.2uL
2.3uL 2.2ulL 2.1uL 2ul 3uL 2.3uL 2.1uL

d. BCA Yontemi ile Protein (BSA) Adsorpsiyon Analizi

Protein adsorpsiyonunun belirlenmesi i¢in Bikinkoninik Asit (BCA) yontemi kullanildi. 5 mg
BSA, 2.5 ml fosfat tamponunda ultrasonik banyo yardimiyla ¢6ziildii. Sonrasinda ana stoktan seri
dilisyon ile 0; 7.81; 15.62; 31.25; 62.5; 125; 250; 500; 1000; 2000 pg/mL konsantrasyonda BSA
cozeltileri hazirlandi. Seyreltilen 25ul BSA c¢ozeltilerinin {izerine, 8 ml Reaktif 1 ve 0,16 ml
Reaktif 2 ¢ozeltileri karistirilarak hazirlanan karisimdan, 20 ul alinarak eklendi. Her bir
konsantrasyondan 3 tekrarli olarak hazirlanan karisimlar, wellplate igerisine aldi. Farkl
konsantrasyonlardaki BSA c¢ozeltilerinin spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda absorbans
Ol¢ciimii yapilarak ilk konsantrasyonlar belirlendi. Wellplate igerisine alinan 16 mm'lik ¢apa sahip
Filtre kagitlar1 ve PVDF membranlar, 20 pl hacminde farkli konsantrasyonlardaki BSA
cozeltilerinin icerisine daldirildi. Hazirlanan wellplate aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra,
37.5°C’de 2 saat boyunca iistii aliiminyum folyo kaplanarak 1siticili karistiricida calkalandi. Stire
sonunda, drnekler oda sicakliginda sogutularak 25ul 6rnek alinarak BCA yontemi uygulanarak
spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

Sekil 6. Protem adsorp5|yonu BSA analizi

e. PVDF Membran Yapilarinin Hidrofiliklestirmesi

BSA Analizi ile hidrofobik yapiya sahip oldugu belirlenen PVDF membranlarin hidrofilik
hale getirilmesi icin 109 adet PVDF rezervuar1 kesildi, falcon tiipline alinarak, iizerine etanol
eklendi. 10 dk 37 °C’de su banyosunda sonike edildi. Siire sonunda saf su ile ytkama yapildi, petri
kabr igerisine yerlestirildi. Termoshaker i¢inde 74°C’de kurutuldu. Membranlar wellplate icerisine
aktarildi. Uzerine asagidaki tabloda verilen sekilde 100 ul farkli ¢ozgenler eklendi ve tabloda
belirtilen siireler boyunca inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasinda Verildigi sekilde protein
adsorpsiyon ¢alismasi yapildi. Ek olarak 6rneklerin islanirlik testleri yapildi. Bu amagla 6rneklerin

kuru agirliklart ve saf su ile 1slatildiktan sonraki agirliklar dl¢iilerek karsilastirildi.
Tablo 5. PVDF Membrani Hidrofilik Hale Getirmek Amaciyla Kullanilan Cozgenler

inkiibasyon 4sa 24 sa
A Sitrik (Akrilik) Asit 20 ng/100 pL Polimetilmetakrilat, PMMA (Diklorometan, DCM)
B NaOH 3pug/100 pL Asetat Tamponu
C Potasyum Hidroksit KOH ( 5ug/100uL) Etil Alkol, EtOH
D Dimetilosiilfoksit, DMSO (50 puL/50 pL) Gliserin (%0.1)
E Dimetilosiilfoksit, DMSO (20 uL/80 uL) Triton — X (5 ul/995 pL),(%0.05)
F Dimetilosiilfoksit, DMSO (5 pL/95 pL) Tween 20 (5 pL/995 pL),(%0.05)
G Dimetilosiilfoksit, DMSO (1 pL/99 pL) PBS (24 sa)
H PBS

Sekil 7. PVDF Membran Yapilariin Hidrofiliklestirmesi



4.3. E. Coli bakterisinin kiiltiire edilmesi
E.Coli (BL 21 susu) bakterisinin kiiltiire edilmesi i¢in dncelikle biyogiivenlik kabin %70’lik
etanol ile ve kullanilacak tiim laboratuvar malzemeleri otoklav ile sterilize edildi. Tiim islemler

yapilirken kontaminasyon riskini azaltmak icin malzemeler, biinzen bek alevinden gegirilerek
kullanildi. Stok bakteri kiiltiirtinden 100 pl alinarak, 900 pl bakterinin iiremesi ic¢in gerekli besi
yeri igeren LB Broth eppendorf tlipline alinarak 37°C’de 20 saat 250 rpm hizda g¢alkalamali
karigtiriciya birakildi. Siire sonunda bakteri kiiltiirii 8 dk + 4°C’de 4000 rpm hizda santrifiijlendi.
Santrifiijlenen tiipte alta c¢oken bakteri kiiltiirii iizerine Iml fosfat tamponu eklendi.
Spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi ve tiirbidite analizi yapilarak
bakteri iremesi miktarinin belirlendi.

Sekil 8. E. Coli bakterisinin kiiltiire edilmesi
4.4. Prototip biyosensor platformunun gelistirilmesi

CoreIDRAW X7 programinda biyosensor platformunun tasarimi yapildi. Cizimler 125mm
capindaki daire icerisine yerlestirildi. Kesim oncesinde 125 mm ¢apinda daire seklindeki filtre
kagitlarinin/PVDF membranlarin arka yiizii aliiminyum bant ile dayanakli hale getirmek amaciyla
kaplandi. Lazer kesim cihazi ile filtre kagitlarinin altina kalinligi 3 mm olan koyu PMMA tabakasi
konularak kesildi. Sonrasinda platformlar makasla kesilerek birbirinden ayrildi Daha sonra 500 pl
olan E.Coli Antikor Ab13627, her birinde 20 pl olacak sekilde 25 eppondorf tiipiine aktarildi. 1 pl
Antikor Ab13627, 249 pnl fosfat tamponu (PBS) ile 250 kat seyreltildi. 4 adet biyosensor
platformuna haznelerden birinde 2 pl digeri bos olmak iizere Antikor Ab13627 eklendi. E.coli
bakterisi, LB Broth igerisinde, iistii parafilm ile kapatilarak 37.5 °C’de, 250 rpm hizda termoshaker
icerisinde 20 saat boyunca calkalanarak {iretildi. 4000 rpm hizda 8 dk santrifiijlendi. Ustte kalan
LB Broth besi yeri ¢ekilerek, E.Coli bakterisi ayristirildi. Bakterilerin tizerine 6 mL PBS eklendi.
10%/mL bakteriden 10 pL’lik seri diliisyon yapilarak 107/mL, 10%/mL, 10>/mL, 10*/mL miktarlarda
bakteri eppendorf tiipleri icerisine hazirlandi. Daha sonra spektrofotometrede 600 nm dalga
boyundaabsorbans ol¢timii yoluyla bakteri miktar1 belirlendi. Dort tane 2 rezervuarl biyosensor
sisteminde her birinin 1 rezervuarina 2 pL Primer antikor eklendi. 15 dk beklendikten sonra
izerlerine her bir biyosensor platformunda 2 hazneye de 2’ser pl olacak sekilde, ilk biyosensor
platformu igin 107, ikinci biyosensor platformu igin 10°, tigiincii biyosensor platformu igin 10°,
dérdiincii biyosensor platformu igin 10* oraninda bakteri miktari eklendi. 15 dakika beklendi. 15
dk beklendikten sonra PBS ile yikama yapildi. Daha sonra 1 pl sekonder antikor, 249 ul PBS’le
250 kat seyreltilip platformlarin haznelerine 2 pl eklendi. 15 dakika beklendi ve sonrasinda
biyosensor platformlar1 yikandi. Son asama olarak 2 pl TMB (Tetra metil benzidin) platformlarin
haznelerine eklendi. 15 dakika beklendi. Sonrasinda renk degisimi gozlendi. 250 kat seyreltilen 2
uL primer antikor eklendi. Uzeri aliiminyum folyo ile kaplandi.15 dk beklendikten sonra PBS ile
yikama yapildi. Kuruyana kadar beklendi. 2 puL sekonder antikor eklendi. 15 dk beklendikten
sonra PBS ile yikama yapildi. Kuruyana kadar beklendi. 2 uL TMB eklenerek 15 dk beklendi.
Renk degisimi gézlemlendi.
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Sekil 9. Prototip biyosensor platformunun gelistirilmesi




2 rezervuarl biyosensor sisteminde biyosensoriin 1 rezervuarina 2 pL Primer antikor (1 plL/249
uL d. Su olarak seyreltilen) eklendi. Kakaolu siit (koyu renk olmasi nedeniyle

secilen) ile 6l¢lim yapabilmek icin once 1 mL 10"1ik konsantrasyona sahip

\ bakteri ve 5 mL kakaolu siit otomatik pipet yardimi ile karistirildi. Primer
‘ antikor eklendikten sonra 15 dk beklendi. Sonra PBS ile yikama yapildi.

‘ Kuruduktan sonra iizerlerine hazirlanmis olan kakaolu siit karistmindan her 2

rezervuara da 2 pL eklendi. 15 dk beklendikten sonra PBS ile yikama yapildi.
Sekil 10. Prototip biyosensor Platformunda Gergek Ornek Caligmasi
Kuruyana kadar beklendi. 250 kat seyreltilen 2 puL primer antikor eklendi. 15 dk beklendikten
sonra PBS ile yikama yapildi. Kuruyana kadar beklendi. 2 pL sekonder antikor eklendi. 15 dk
beklendikten sonra PBS ile yikama yapildi. Kuruyana kadar beklendi. 2 uL. TMB eklenerek 15 dk
beklendi. Renk degisimi gézlemlendi.
4.5. Farkh biyosensor platformlari ile akilh telefon yardimiyla bakteri tayini
4.5.1. OrigamiSensor platformunun gelistirilmesi
Filtre kagidi ve PVDF’ten bir kenar1 2 cm 5 kareden olusan + seklinde, her karede 2,5 mm
capinda bir rezervuar bulunmak sartiyla birer tane origamisensér % 50 hiz, %40 giicte lazer
kesiciyle kesildi. PVDF biyosensoriin altina, filtre kagidindan; filtre kagidi biyosensoriin altina,
PVDF’ten 6 mm ¢apinda delgegle delinen beser rezervuar yapistirildi. Filtre kagidi biyosensoriin
ortasina, yapistiritlan PVDF transfer ve yakalama (capturing) tamponu ortaminda 1 gece boyunca
bekletildikten sonra yerlestirildi. Ilk asamada PVDF ve Filtre kagidindan olusturulan
origamisensorlerin orta haznesine 5 uL E.Coli eklendi. Sonra rezervuarlardan birine 5 puL Primer
Antikor konuldu. Diger rezervuara 5 uL. Sekonder Antikor konuldu. Primer Antikor’nin konuldugu
kare ortaya katlandiktan sonra Antikor’nin E.Coli’ye niifuzunu saglamak icin 5 pL PBS
iizerlerinden gecirildi. 3 dakika beklendikten sonra ayn1 islem Sekonder Antikor ile yapildi. Bunun
icin de 3 dakika beklenerek sistem Washing Buffer ile yikandi. Kurumasi i¢in beklenen origami
sensoriin orta haznesine 5 uL TMB eklendi. Renk degisimi gozlendi.

Sekil 11. OrigamiSensor Platformunun Gelistirilmesi

4.5.2. Mikrogip biyosensor platformunun gelistirilmesi

2 mm kalinliginda siyah PMMA diskten eni 2.13 cm boyu 5.7 cm olacak sekilde %50 hiz
ve %60 giigte lazer kesici ile 2 dikdortgen kesildi. 6.5 mm ¢apinda 4 adet rezervuar %50 hiz, %40
giicte lazer kesici ile kenarlar1 taranarak dikdortgenlerin iglerinden ¢ikarildi. 3 mm kalinliginda
saydam PMMA den ayn Olclilerde 2 dikdortgen daha kesildi. Siyah ve saydam dikdortgenler ¢ift
tarafli bant ile yapistirildi, mengene ile sikistirildi ve mikrogip biyosensor altyapisi elde edildi. 1
gece transfer ve yakalama (capturing) tamponu ortaminda bekletilen 6 mm capinda PVDF
membranlar 2 kontrol grubu olmak iizere toplam 8 rezervuara konuldu. Daha sonra daha once
bahsedilen prosediir ile iiretimi yapilan E. Coli bakterileri 10 ve 100 kat PBS ile seyreltilerek, 10
kat seyreltilen bir biyosensore 100 kat seyreltilen diger biyosensoére eklendi. 3 dk beklendikten
sonra her rezervuara 5 uL Primer Antikor eklendi. 3 dk daha beklendikten sonra her rezervuara 5
uL Sekonder Antikor eklendi. 3dk beklendi. Toplam 300 uL Yikama tamponu ile yikandi.
Kuruduktan sonra her rezervuara 5 uLL. TMB eklendi. Renk degisimi gézlendi.
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Sekil 12. Mikrocip biyosensor platformunun gelistirilmesi
4.6. Sensor Platformlar ile cesitli tiikketim maddeleri (siit, meyve suyu, vb.) icinde bakteri
tayini

Onceki asamalarda anlatildig1 gibi hazirlanan PMMA biyosensorlerden biri kontrol grubu biri
deney grubu yapildi. Her grup toplam 4 rezervuara sahipti. Her rezervuara 1 gece boyunca transfer

ve yakalama (capturing) tamponu ortaminda bekletilen 6 mm ¢apinda PVDEF’ler yerlestirildi. 4

viale 5 mL sirasiyla ayran, meyve suyu, musluk suyu ve limonata konuldu. Kontrol gruplarina

strastyla 5 pL tiikketim maddelerinden eklendi. Uretimi yapilan 10 kat seyreltilen E.Coli bakterileri
sirastyla 5 mL’ye 500 puL olmak sartiyla tiiketim maddelerine eklenerek spatiille karistirildi. Bu
karisimlardan 5 pL deney grubuna sirasiyla eklendi. Daha sonra iki gruba da Primer ve

Sekonder’den 5 uL eklendi. 50 uL yikama tamponu ile yikandiktan sonra 5 uL. TMB eklendi. Her

asamada 3 dk beklendi. Renk degisimi gozlendi.
VI —
kagidindan biri deney biri kontrol grubu olacak

.. J m sekilde 2 tane origami biyosensor hazirlandi. Filtre

kagid1 biyosensdriin orta haznesine iiretildikten sonra 10 kat seyreltilen E.Coli eklendi. Sonra
rezervuarlardan birine 5 pL Primer Antikor konuldu. Diger rezervuara 5 uL Sekonder Antikor
konuldu. Primer Antikor’nin konuldugu kare ortaya katlandiktan sonra Antikor’nin E.Coli’ye

Sekil 13. Mikrogip biyosensor Platformu ile gesitli
tilketim maddeleri i¢inde bakteri tayini

0

Onceki asamalarda anlatilan sekilde filtre

niifuzunu saglamak i¢in 5 pL PBS {izerlerinden gegirildi. 3 dakika beklendikten sonra ayni islem
Sekonder Antikor ile yapildi. Bunun icin de 3 dakika beklenerek sistem Washing Buffer ile
yikandi. Kurumasi igin beklenen origami biyosensoriin orta haznesine 5 uL. TMB eklendi. Renk
degisimi gozlendi.
Sekil 14. OrigamiSensor platformu ile gesitli tiiketim maddeleri iginde
bakteri tayini

3 rezervuara sahip ¢apt 5 mm olan 2 origamisensor
onceki asamalarda anlatilan sekilde hazirlandi. 1 gece
bekletilen yakalama (capturing) ve transfer tamponu
eklenen PVDF’ler haznelere koyulduktan sonra havuz
suyuyla 10 kat seyreltilmis E.Coli karisgtmindan 5 pL tek
rezervuara eklendi. Her iki rezervuara da 5ulL Primer
Antikor eklenen biyosensor 3 dakika bekletildi. Sonra 50 pL PBS ile yikandi. Kurumasi
beklendikten sonra her rezervuara 5 uL SekonderAntikor eklendi. 3 dakika beklendi. Her
rezervuar 15 pL yikama tamponu ile yikandi. Kuruduktan sonra her rezervuara 10 uL TMB
eklendi. Ayni1 islem meyve suyu ile de gerceklestirildi. Renk degisimi gozlendi.
' | W— "
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Sekil 15. OrigamiSensor Platformu ile havuz suyu ve meyve suyu igerisinde bakteri tayini
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4.7. Mikrogip biyosensor platformu ile farkhh konsantrasyonlarda bakteri tayini

Onceki asamalarda anlatildig1 bigimde ikisi 6,5 mm ¢apinda 8 rezervuarlik siyah biri 5 mm
capinda PMMA biyosensor platformu hazirlandi. 1 gece boyunca transfer buffer ve yakalama
(capturing) tamponunda bekletilen 6 mm c¢apinda PVDF’ler rezervuarlara yerlestirildi. 8
rezervuarlik olan iki biyosensoriin ilk rezervuarlart kontrol grubu olarak belirlendi. Geriye kalan 7
rezervuara Sekil 13’deki gibi soldan saga artarak havuz suyu ile seyreltilerek hazirlanan 10*- 10’
E. Coli oraninda ekleme yapildi. Sonra her rezervuara 5 uL Primer Antikor eklendi. 3 dakika sonra
50 uL PBS ile yikandi. Kurumasi beklendikten sonra her rezervuara 5 uL Sekonder Antikor
eklendi. 3 dakika beklendi. Her rezervuar 50 uL, 2 kez yikama tamponu ile yikandi. Kuruduktan
sonra her rezervuara 10 pL TMB eklendi. Ayni islem filtre kagidi ile olusturulan rezervuarlar
iizerinde de uygulandi. Renk degisimi gozlendi. Renk degisimi Matlab programi ile analiz edildi.

mm_ | '%";___:
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Sekil 16. Mikrogip biyosensor Platformu ile farkli konsantrasyonlarda bakteri tayini
5. Yenilikci (Inovatif) Yonii (15 puan)
Cip iistii laboratuvar teknolojileri, son 20 yilda gelisen teknolojiler olup geleneksel yontemlere

alternatif olusturmaktadir. Mikro yapilarin benzersiz 6zelliklerinden dolayr bu sistemlerin
karmasik analizlerini geleneksel yontemlere gore daha diisiik maliyet, enerji ve kimyasal tiiketimi
ile daha verimli bir sekilde gerceklestirebilmektedir (Francesko ve ark., 2019). Proje kapsaminda,
E.coli tayini i¢in immiinolojik ve kolorimetrik 6l¢iim yapan kagit tabanl biyosensor sistemlerini
iceren ¢ip istii laboratuvar teknoloji Onerilmis ve Onerilen yontemin iki farkli sensor platformu
iizerinde uygulamalari gergeklestirilmistir.
6. Uygulanabilirlik (10 puan)
6.1.Kagit tabanh sensor modellerinin karakterizasyonu

a. Gorsel ve mikroskop analizi

Calismanin ilk adim1 olarak kullanilacak kagit membranlarin hazirlanmasi i¢in secilecek
lazer kesim giiclinlin belirlenmesi yapildi. Yontem kisminda verilen gii¢ ve hiz denemeleri
sonrasinda yapilan mikroskobik inceleme sonucunda hiz degeri %40, giic degeri ise %35 olarak
belirlendi. Bu degerler hem kesimin sonucunda olusturulan 6rneklerin daha keskin hatlara sahip
olmasini hem de daha insicamli olmasi sebebi ile segildi.

b. Boya ile akis parametrelerinin optimizasyonu

Elde edilecek son iiriiniin lateral akiga sahip olmasi potansiyeli sebebiyle akis hizi ¢caligmalari
yapildi. Her ne kadar ¢alisma sonuclar1 bu agidan iriinlerin kullanilabilir oldugunu gosterse de
ozellikle PVDF membranin hidrofobik olmasi sebebiyle sivi tagimasinin miimkiin olmadigi
goriildii ve lateral akis yerine origami ve mikrogip sensdr platformlarmin kullaniminin daha
avantajli olacagina karar verildi. Filtre membran igin akis calismasi sonuglar1 Tablo 6’da
goriilebilir.
Tablo 6. Filtre membran i¢in akis ¢alismasi sonuglari

AKis Sonuglari
(Zaman) 1. 2. 3. 4, 5.
1.Bolme 06.61 20.85 17.17 18.95 14.81
2.Bolme 13.7 43.52 20.95 33.21 24
3.Bolme 45.53 01.20.02 49.07 01.03.99 45
4. Bolme 01.44.65 01.44.41 01.21.13 01.36.68 01.02.85

C. Rezervuarlarin maksimum sivi kapasitesinin belirlenmesi
Sensor analiz ortami olarak kullanilacak rezervuarlarin maksimum sivi kapasitelerinin
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belirlenmesi agsamasinda Tablo 4’te verilen hacimler denendi. Rezervuarlarin aldigi maksimum
s1v1 kapasite miktar1 2 pL olarak belirlendi.

d. BCA Yontemi ile Protein (BSA) Adsorpsiyon Analizi

Protein adsorpsiyonunun belirlenmesi i¢in Bikinkoninik Asit (BCA) yontemi kullanildi.

Calisma sonucunda filtre kagidi icin protein adsorpsiyon miktar1 BSA proteini i¢in 150.965
pg/mm® ve PVDF membran i¢in 111.391 pg/mm? olarak belirlendi. PVDF membranin protein
tutma kapasitesinin ve islanabilirliinin arttirilmasimin ¢alismanin devaminda faydali olacagi ve
son iirliniin uygulanabilirligini arttiracag1 diisiiniildii ve PVDF membranin hidrofiliklestirilmesi
iizerine ¢alismalara baslandi.

e. PVDF Membran Yapilarimin Hidrofiliklestirmesi

BSA Analizi ile hidrofobik yapisinin ¢alismanin devaminda kullanimu ile ilgili sorun teskil
edecegi PVDF membranlarin hidrofilik hale getirilmesi i¢in farkli kimyasallar ile sartlandirmalart
yapildi. Ardindan 1slanabilirlik ve protein adsorpsiyonu ¢aligmalar1 yapildi. Kullanilan malzemeler
tablo 7’de verilmis olup sonuglar sekil 17 ve sekil 18’de sirasiyla islanabilirlik ve protein
adsorpsiyonu sonuclari olacak sekilde verilmistir.

Tablo 7. Sartlandirma igin kullanilan kimyasallar

Kod | Sartlandirma i¢in Kullamlan Kimyasal | Kod | Sartlandirma i¢in Kullanilan Kimyasal
S1 Sitrik asit L1 Asetat tamponu
S2 Sodyum Hidroksit (NaOH) L2 Etanol
S3 Potasyum Hidroksit (KOH) L3 Gliserin
S4 Dimetil siilfoksit (DMSO) L4 Triton X
S5 Dimetil siilfoksit (DMSO) L5 Tween 20
S6 Dimetil siilfoksit (DMSO) L6 Fosfat Tamponu (PBS)
S7 Sodyum dodesil siilfat (SDS)
S8 Fosfat Tamponu (PBS)
= Ll e e g Lo

Sekil 17. Islanabilirlik ¢alismasi sonrast 6rneklerin kuru tartimlari ile agirlik farklar:
Islanabilirlik ¢alismast PVDF membranin hidrofilik hale getirilmesi i¢in kuvvetli
indirgeyici ya da yiikselkgeyici ajanlarmin kisa siireli inkiibasyonunun kullanimim1 ve PVDF
cozgeni olan DMSO’nun kullanimim etkili oldugunu gostermistir ancak protein adsorpsiyonu
caligmasi sonuglar1 efektif adsorpsiyonun yiikseltgen/indirgen olmayan ve daha az ¢oziicii 6zellige
sahip malzemeler ile uzun siireli muamele sonucunda elde edildigini gostermistir.

Sekil 18. Cesitli kimyasallar ile sartlandirilmis PVDF membran 6rneklerinin protein adsorpsiyonu ¢aligsmalari
Calismanin devaminin membranlar lizerine antikor fonksiyonlanmasi igermesi sebebiyle
1slanabilirlige kiyasla protein adsorpsiyonu daha 6nemli bir parametre olarak kabul edilmistir ve
bu dogrultuda kullanilacak olan transfer tampon ¢o6zeltisi %0.01 Triton X ve 96mM glisin iceren
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sitrat tampon olarak se¢ilmistir.
6.2.Prototip biyosensor platformu denemeleri

Prototip oncelikle PBS tampon ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis bakteri 6rneklerinin tayini i¢in
kullanildi. Sekil 19 elde edilen sonuglar1 gostermektedir. Sekilde de goriildiigii iizere hem kontrol
gruplari ile 6rnekler arasinda hem de farkli konsantrasyna sahip 6rnekler arasinda géze goriilebilir

|

s

bir renk farki vardir.

Sekil 19. Soldan saga dogru artan konsantrasyonlarda
uygulanan deneme sonuglari. Her platformun
solundaki rezervuar 6rnek, sagindaki ise kontrol
olarak kullanildu.

» ..\\ \ «\

. "

Gozle goriilen farkin kantitatif bir anlamlilig1r olabilmesi i¢in elde edilen gorsellerin
renkleri sayisal veriye doniistiiriilmistiir. Bu islem MATLAB yazilimi kullanilarak s6z konusu
renkleri sayisal veriye doniistiirecek bir kod yazilmistir. Kod hem ortalama bir renk farnki, hem
gorselin en karanlik noktasinin ne kadar aydinlik oldugunu hem de ortalama aydinlik degerlerini
vermektedir. Sekil 20 ve Sekil 21 MATLAB’m kullanim icin siyah-beyaz’a ve LabColor
formatina cevirdigi gorselleri gostermektedir.

Nyl s o b

'

(i ot

n ’
e

Sekil 21. Matlab programinin kullandig1 gérseller

Sekil 20. Matlab programinin kullandig: siyah-beyaz gorsel
Bahsedilen iglem tiim 6rneklere uygulandiktan sonra elde edilen sayisal veriler tablo 8’de

gosterilmektedir.
Tablo 8. Farkli bakteri konsantrasyonuna sahip érneklerden elde edilen sonuglarin renk degerleri.

10" hiicre / | 10° hiicre/ | 10° hiicre / 10* hiicre / 10’hiicre / ml -
Konsantrasyon
ml ml ml ml kontrol
Ortalama renk fark 18.403 15.860 15.663 15.043 18.450
En karanhk nokgs pozigggps: 46.000 60.000 77.000 83.000 98.000
(siyah-beyaz)
Ortalama (siyah-beyaz) pozlama 88.121 97.401 105.846 116.038 123.847

Tablo 8’de de goriildiigii gibi ortalama renk farkinda dramatik bir degisim gozlenmemekte
fakat hem en karanlik nokta hemde ortalama pozlama degerlerinin artan konsantrasyonla azaldigi
dolayisiyla olusan rengin gitgide koyulastigr gozlenmistir. Elde edilen veri ile ¢izilen kalibrasyon

egrisi Sekil 22°de goriilebilir.

Onalama pazlama dedar (axposung)

Bakten korsantrasyonu {hOcreimi)

Sekil 22. Mevcut sensor sistemi i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi
Kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanan tespit sinir1 origami biyosensor igin 0.9x10°,
mikrogip biyosensor tasarimi igin 2.7x10°% bakteri/ml olarak belirlenmistir.
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6.3.Farkh biyosensor platformlari ile bakteri tayini

Daha oOnce bahsedildigi gibi iki farkli platform ayn1 yontemin uygulanmasi ig¢in
kullanilmistir. Bunlar origami ve mikrogip tabanli sensor platformlaridir. Yontem kisminda
anlatildigr gibi platformlar antikor tasiyici olarak filtre kagidi ve PVDF membran
barindirmaktadir. Iki malzeme arasindaki dogal renk farkindan kaynakli sorunlar ile
kargilasilmamasi1 adma ayni platform {izerinde iki malzeme de denenmis ve farkl
konsantrasyondaki ornekler kullanilarak renk degisimi degerleri bir 6nceki adimda agiklandigi
sekilde hesaplanmistir.

a. PVDF membran tabanh sensor sistemi

Sekil 23. PVDF membran kullanilarak
- . yapilan renk 6l¢iimii sonuglari
_Ss1 Sekil 23’de goriildiigii gibi

calismada iretilen antikor
fonksiyonlu PVDF membranlar kullanilarak 10° bakteri/ml konsantrasyonuna kadar tayin
yapilabilmektedir. Sekil 24 te ilgili kalibrasyon egrisini gdstermektedir.

Sekil 24. PVDF membran kullanilarak yapilan renk dl¢limii ile ¢izilen
kalibrasyon egrisi
Kalibrasyon egrinin de gosterdigi gibi oldukg¢a genis (10°-
10" bakteri/ml) bir aralikta Sl¢iim yapma sansi saglayan bir sensor
platformu gelistirilmistir.
Al i kit et S b. Filtre kagidi tabanh sensor sistemi

Nabkzen Konsantzasyory @aktecimi)

Ayni islem PVDF membran sonrasinda filtre kagidi icin de yapilmistir. Sonuglar ve
kalibrasyon egrisi Sekil 25 ve Sekil 26°de goriilebilir.

Sekil 25. Filtre kagidi kullanilarak yapilan
{ ‘3.1 renk 6l¢iimii sonuglari

Her ne kadar beklenen renk
olusumu mavi olsa da Sekil 23°de sari-yesil renk olusumu gozlemlenmektedir. Bunun sebebi ise
sOyledir: TMB renksiz ve indirgenmis formunda saklanmaktadir. Ortamda HRP (horseraddish
peroxidase) enzimi ve H,O, bulundugunda ise oksidize olup mavi renk vermektedir. Bu
mekanizma HRP enziminin H;05’i indirgemesi ve suya doniistiirmesi i¢in gerekli olan iki hidrojen
atomunu TMB (TMB™) oksidasyonu ile elde etmesi temeline dayanir. Reaksiyon siirdiikge
oksidize TMB miktar1 artar ve ¢okmeye sebep olur. Reaksiyonun durdurulmamasi ve TMB’ nin
asir1 oksitlenmesi (TMB2+) ise sari-turuncu bir renk agiga g¢ikarmaktadir. Normal sartlarda bu
rengin olusumunun Oniine gegmek icin “‘stop-solution” kullanilmaktadir. Ek olrak oksidasyon

Onuens Pozimae Degen jexposuia)
-

oncesi anyonik ylizey aktif madde eklenmesi ve ya seyreltik TMB kullanimi sar1 renk olusumunun
Oniline gegebilmektedir. Mavi rengin hizla kaybolmasi ya da uzun siire saklanma ihtiyact gibi bir
sorun s0z konusu olmadigr noktada bu miidahalelere ya da ’stop-solution” kullanimina gerek
olmamaktadir.

# . Sekil 26. Filtre kagidi kullanilarak yapilan renk dl¢limii ile gizilen kalibrasyon
egrisi
Sekil 26°da goriilmektedir ki dl¢lim filtre kagidi ile de benzer
. sekilde (PVDF membran sonuglarina) saglanabilmektedir ancak
oOl¢tim alt limiti kiyasla daha yiiksektir.

Ortslama Pozima Oege (ecposure )

ey - v sy e sy v ooy ritonn

330 100080 LIN00E KT

Eakten vonsanstridpony (Baktemd)
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6.4.Sensor Platformlarn ile cesitli tiiketim maddeleri (siit, meyve suyu, vb.) icinde bakteri
tayini
Onceki asamalarda anlatildig1 gibi hazirlanan origami ve mikrogip sensdr platformlar: farkli
tiikketim maddelerinin ve drneklerin analizinde kullanilmistir. Bu amagla siit, meyve suyu, limonata
ve havuz suyu Ornek olarak kullanilmistir. Sekil 27 origami tabanli sensor platformunun
sonuclarint gostermektedir.

‘ I
: — - 1‘ QO e O e Sekil 27. Havuz suyu ve meyve suyu Orneklerinin
a—~ = - ' origami sensor platfromu ile elde edilen sonuglari
e 'Lﬁ . Sekil 27°de de goriildiigii gibi her iki drnekte
[ 4 < S o O " de renk degisimi gdzlemlenmistir. Benzer sekilde

hazirlanan ornekler sonrasinda mikrogip sensoér platformu iizerinde denenmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 28’da goriilebilir.

Sekil 28. Sirasiyla Ayran, mevye suyu, havuz suyu ve limonata drneklerinden
elde edilen sonuglar. flk sira 6rnekler, ikinci sira ise bakteri eklenmemis kontrol
gruplarini igermektedir.

Sekil 28°de goriildiigii gibi farklt drkneklerden olumlu sonuglar
elde edilmistir. Bahsedilen renk sararmasi ile burada da

karsilasilmis ve tayin i¢in yeterli oldugu belirlenmistir.
7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamas (5 puan)
Proje is-Zaman Cizelgesi

Tablo 1. Proje Is-Zaman Cizelgesi

AYLAR
Isin Tanimi lay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay 7.ay 8.ay 9.ay 10.ay
Literatiir Taramasi X X X X X X X X X X
Laboratuvar tanitim ve saglik ve
giivenlik kurallarinin 6grenilmesi X X
Kagit tabanli biyosensor
c X X X X X X
modellerinin ¢izimi ve tiretimi
Kagit tabanli biyosensor
A 5 X X X X
modellerinin karakterizasyonu
Bakteri kiltiirii ile ilgili glivenlik
protokoliiniin 6grenilmesi ve E. X X X X X
Coli bakterisinin kiiltiire edilmesi
Kagit tabanli Biyosensor
platformunun mikrogip ve origami 7 . 7 x
tasarimlarda hazirlanmasi
Platform ile tampon (PBS) ¢ozelti M X
i¢inde bakteri tayini
Platform ile su ve gesitli tiketim
q 9.9 0 g X X X
maddeleri i¢inde bakteri tayini
Verilerin Toplanmasi, M M X M
Yorumlanmasi ve Analizi
Proje Raporu Yazimi X X X

Projede Kullanilan Kimyasal ve Cihazlar
Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Proje kapsaminda kulanilan kimyasallar ve sarf malzemeler, Etil alkol (Etanol, EtOH) (70 mL
30mL) (%100), LuriaBertaniBroth, EscherichaColi Bakterisi BL 21 Susu, Mavi Gida Boyasi, Ultra
Distile Su, PBS (Phosphate Buffered Saline), BSA (Bovin Serum Albiimin), BlockingReagent
(1.5g / 50 mL), ELISA Kiti Reagent 1, ELISA Kiti Reagent 2, Tris - HCI Tamponu, Asetat
Tamponu, Sitrat Tamponu, Hidrojen Peroksit (H20O,), PLL (Polilizin), GNP (Gold Nanoparticles),
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Triton — X (%0.05, % 0.01), Tween 20 (%0.05, % 0.01), PVA (PoliVinil Alkol), Gliserin (%0.1),
Paraform Aldehit, DCM (Diklorometan (CH,Cl,)), TMB (Tetrametilbenzidin), Sitrik Asit (20
nug/100uL), Sodyum Hidroksit, NaOH (%3), Potasyum Hidroksit KOH (%5) Dimetilosiilfoksit,
DMSO (%50), (%2), (%5), (%1), Polimetilmetakrilat, PMMA (%10 Diklorometan), Primer
Antikor (Anti-E.Coli antikor /GoatPolyclonal) (Ab13627) (%4), Sekonder Antikor (Horseraddish
proksidaz konjuge anti-goat), PVDF (PolivinilidinFloriir), 96/Wellplate, Mikropipet, Pipet Ucu,
Otoklav Bandi, Parafilm, Filtre Kagidi, Lam/Lamel, Petri Kaplari, Piset, Spatiil, Falcon Tiipii,
Santrifiij Tiipii, Meziir, Delgec, Beher, Flask tiipler.
Cihazlar

Proje kapsaminda kullanilan cihazlar: Santrifiij (Nuve NF 400R), Spektrofotometre
(MultiscanGO Thermo Scientific), Ultrasonik Su Banyosu (ISOLAB Laborgerate GMBH), Lazer
Kesim Cihazi (Paragon Tempero Glass AS2 MS 1/8C DOT 243), Hassas Tartt (RADWAG AS
220/C/2) , Mengene (AYTUT), Biyogiivenlik Kabini, Vortex (Dragon Lab MX-F), Floresan
Ozellikli Mikroskop (ZEISS), Isiticil1 Karistiricl, Otoklav, Biiyiitec
Programlar

Proje kapsaminda kullanilan kagit tabanli biyosensor tasarimlarinin grafiksel ¢iziminde
CoreDRAW X6, biyosensor sisteme ait gorsel ¢izimler i¢in Biorender ve analiz sonuglarinin
degerlendirilmesinde MathWorks MATLAB R2018b programlar kullanildi.

Gelistirilen sensor platformlarinin analiz maliyetleri incelendiginde, PVDF membran
kullanilarak hazirlanan mikrocip tasarim ile gergeklestirilecek E.coli bakteri analizinin yalnizca
1.48 TL; PVDF membran kullanilarak hazirlanan origami tasarim ile gerceklestirilecek E.coli
bakteri analizinin yalnizca 2.21 TL oldugu hesaplanda.

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar) (5 puan)

Mevcut platformlar ve yontem kullanilarak elde edilen en diisiik tayin limiti origami
biyosensor igin 0.9x10°, mikrogip biyosensdr tasarimi igin 2.7x10° bakteri/ml olup en genis
dinamik lineer ¢alisma araligi ise yaklasik 10°-10" bakteri/ml olarak hesaplandi. Uretilen sensér
platformlar1 ile dakikalar i¢inde sonu¢ alinabilmekte ve alinan sonucun 6l¢limii i¢in sadece bir
akilli telefon kullanilmaktadir. Biyosensor sistemlerimiz, mevcut yontemlere kiyasla ekonomik
avantaja sahip, kisa siirede sonu¢ saglayan ve kullanimi uzmanlik gerektirmeyen bir tespit
segene@i sunmaktadir. Ozellikle test laboratuvar altyapisimn mevcut olmadigi bélgelerde,
biyolojik kirleticilerin su ve igeceklerde tespiti igin gelistirdigimiz biyosensorlerin kapsaminda
halk sagligina, temiz su ve sanitasyon, saglik ve kaliteli yasam, sudaki yasam gibi stirdiiriilebilir
kalkinma hedeflerine ve literatiire katki saglayacagina inaniyoruz.

9. Riskler (10 puan)

Projemiz kapsaminda, E.coli bakterisinin suda ve ¢esitli tiiketim maddelerinde varligi, yoklugunun
konsantrasyon bagimli olarak gozle goriilebilir belirlenebilmesi temeline dayali tespit sistemi
gelistirdik. Bu sistem, gilinlimiizde E.coli bakterisinin tespitinde kullanilan mevcut sistemlere
alternatif, diisiik maliyetli ve kullanimi1 kolay bir tespit kitidir.

* QGelistirdigimiz biyosensor sistemi, kompleks cihazlar igermedigi i¢in biiyiikk O6l¢eklerde
kolaylikla iiretilebilir. Bu sayede, gelismis laboratuvar altyapisinin mevcut olmadigi bolgelerde
rutin bakteri tespiti saglayarak, kontaminasyon taramasi i¢in toplum sagligina ve iilke ekonomisine
ciddi yarar saglayacaktir.

* Gelistirdigimiz sistem su ve igecek maddelerinin yani sira kan, idrar ve tiikiiriik gibi biyolojik
stvilara kadar degisen farkli ortamlarda bakteri tayinin yapilmasinin da oniinii agabilecektir.

» Sahada kullanilabilme 06zelligi olan mikro¢ip ve origami tasariminda gelistirdigimiz
biyosensorler, daha ileri teknolojiler ile {iretilmesi ve ticari bir liriin haline getirilmesi projenin
devaminda uygulanabilecek onerilerden olabilir.

 Platformun iirettigi rengin kalic1 olmasi adina ve kullanilan MATLAB kodunun gorsel eldesi ile
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entegre tek bir akilli telefon uygulamasina doniistiiriilmesi gibi gelecege yonelik en Onemli
onerimiz olabilir. Bu umut verici sonuclar ile gelistirdigimiz biyosensor sisteminin modifiye
edilerek farkli biyolojik kirleticilerin tespitinde ve enfeksiyon belirteci olarak kullanilabilmesi
acisindan projemizin literatiire ve yeni tespit sistemlerinin gelistirilmesi ile ilgili gelecek
caligmalara katkida bulunacagina inaniyoruz.
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