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Ozet: Biyolojik suclar (biyoterérizm dahil) gibi biyolojik riskler, mikroorganizmalarin bulasmasina yol acarak
dekontaminasyon gerektirmektedir. Dekontaminasyon, mikroorganizmanin yayilmasini kontrol etmek icin kritik
bir noktadir. Dekontaminasyon igin bircok kimyasal kullanilmaktadir. Ancak ekonomik ve seckin antimikrobiyal
ozelliklerinden dolayi hidrojenperoksitin (H,0,) uygulamasida siktir. Dekontaminasyon sirecini izlemek icin uygun
bir sistem bulunamamistir. Bu calismada, H,O, uygulamalarinin etkinligini taramak icin katalaz pozitif oldugu
bilinen Staphylococcus aureus kullanarak bir bakteriyel mikrofluidic (mikroakiskan) biyosensor tasarladik. Bu
calismada oncelikle, kurutma prosesi ve prosesin validasyonu ile ilgili olarak calismanin mikrobiyal optimizasyon
kismi hazirlanmistir. Sonuclar, kurutmanin katalaz reaksiyonu Gzerinde higbir etkisi olmadigini ve satista bulunan
dekontaminantlarin bu yaklasimla degerlendirilebilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Biyorisk, dekontaminasyon, hidrojenperoksit, staphylococci, validasyon.

Microfluidic catalase biosensor designed for efficacy of
hydrogenperoxide decontamination: Microbial optimization

Abstract: Microfluidic catalase biosensor designed for efficacy of hydrogenperoxide decontamination: Microbial
optimization Abstract Bio-risks, like bio-crimes (including bioterrorism), lead contamination with microorganism
that needs decontamination. Decontamination is a critical point for controlling spread of microorganism. Many
chemicals are used for decontamination where hydrogenperoxide (H,0,) is massively applied due to its antimicrobial
properties. However, no applicable system found to screen the process of decontamination. We designed a bacterial
microfluidic biosensor using Staphylococcus aureus, which is known to be catalase positive, to screen efficacy of
H,O, applications. In this study we are representing the microbial optimization part of the study with respect to
drying process and validation of the process. The results showed that drying had no effect on the catalase reaction
and retail decontaminants can be evaluated with this approach.

Keywords: Biorisk, decontamination, hidrojenperoksit, staphylococci, validation.

Mikrofluidik yapilar gaz kromatografisi ana-

Giris

Biyosensorler, kalitatif veya kantitif olarak sonug
vermek Uzere gelistirilmis, hizli tespit sistemleridir.
Sistemde analit ile spesifik biyoaktif bir bileseninin
etkilesimi sonucu ortaya cikan sinyalin, bir dlciim
sistemiyle degerlendirilmesi hedeflenir. Biyosensor-
ler, genel olarak U¢ ana bdlimden olustugu bildi-
rilmektedir. Bunlar; Analit/reseptor, donusturdictler
ve sinyal isleyicilerdir (Young ve Mutharasan 2005;
Mehrotha 2016; Aldrami 2018).

Bir mikroorganizmanin bdtin olarak bir yu-
zeye stabilize edilerek, mikroorganizmada mevcut
biyokimyasal reaksiyonlarin kullanildigi mikrobiyal
biyosensorler raf émri, ekonomiklik ve uygulama
kolayhigindan dolayi bircok alanda kullaniimaktadir
(Yagi 2006). Mikrobiyal biyosensoérler biyotoksinle-
rin tespitinde (Banerjee ve ark. 2013), oksidatif DNA
hasari tespitinde (Knight 2004; Mitchell ve Gu 2004;
Ahn ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012) kullaniimistir.

lizlerinde kullaniimak tzere 70'li yillarda gelistiril-
mistir. Calisma prensibi, kimyasal analizde numune
veya reaktif miktarini kapillerler yardimi ile azaltmak
hedefine dayanmaktadir. Mikrofluidikler genel ola-
rak mikro seviyeli akiskanlarin tasinmasi, kontrolli
manipulasyonu ve analizi i¢in kullanihr. Mikro &lcek,
makro Olcekle karsilastirildiginda, disik ornek ve
reaktif hacmi ile maksimum bilgi elde etme, kar-
maslk protokollerin kullanilmasina olanak saglama
ve hlicre mikro ortaminin taklit edilmesini saglama
gibi cesitli avantajlari vardir. Mikroakiskan cihazlarin
kimya, fizik, biyoloji, hiicre analizi, ilag kesfi, patojen
tespiti, kanser taramasi, biyokimya, klinik bilimler,
adli bilimler ve biyomedikal arastirmalarda kullanimi
yayginlasmistir (Hennessy 2005; Kim ve ark. 2012;
Muguruma 2018; Shang ve ark. 2020; Basiri ve ark.
2021).

Dekontaminasyon, bir obje veya ylizeyin has-
talik yapan mikroorganizmalardan temizlenerek,
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temas etmeye uygun hale getirilmesi igin yapilan is-
lemler buttinlne verilen isimdir. Biyolojik kirlenme-
lerin yonetiminde uygulanan dekontaminasyon, bu-
lasmis nesnelerin sagliga zararli olamayacak sekilde
yeniden kullanilacak kadar temiz olacak sekilde ya
da halk sagligi agisindan risk kabul edilen biyosug-
lara ait bulasilarin tamamen imha edilmek Uzere
sterilize ve dezenfekte edilmesidir. Hidrojen peroksit
(H,0,) sterilizasyonda, dezenfeksiyonda ve antisep-
tik biyosid olarak kullanilmaktadir. Renksiz bir sividir.
Sporosidal aktivite plazma fazinda dnemli derecede
artmasina karsin, hidrojen peroksitin (% 10-30) yUk-
sek konsantrasyonlari ve daha uzun temas zamanla-
r gereklidir. Hidrojen peroksit serbest hidroksil ra-
dikallerini Urettigi icin glicli okside edici bir ajandir.
Serbest hidroksil radikallerinin DNA, lipit, protein
gibi hicre bilesenlerine baglandiklari ve ozellikle
sulfidril gruplar ve cift baglari hedef aldiklar bilin-
mektedir. Genellikle, % 7,5'lik hidrojen peroksit ile
sterilizasyonda 20°C ve 6 saatlik temas suresi, ayni
kosullarda dezenfeksiyonda ise 30 dakikalik temas
suresi kabul edilmektedir (Rosendale 2002; DeQu-
eiroz ve Day 2008; Lineback ve ark. 2018; Wood ve
Adrion 2019; Zulauf ve ark. 2020).

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene in-
dirgemesini katalize eden, tetramerik demir porfirin
iceren, ylksek molekdl agirlikli bir antioksidan en-
zimdir. Katalaz enzimi pH (4-10) ve sicaklk (20-50
°C) araliginda aktivite gosterebilmektedir. Aerobik
ve pek cok fakultatif anaerobik mikroorganizma
katalaz enzimine sahiptir. Stapylococcus spp., Mic-
rococcus spp., Proteus spp., Escherichia coli, Pseudo-
monas spp. ve Bacillus spp. katalaz pozitif mikroor-
ganizmlara 6rnek gosterilebilir (Kirkman ve Gaetani,
2007; Alfonso-Prieto ve ark. 2009; Rios-Castillo ve
ark. 2017).

Metot validasyonu terimi bir metodun kullanim
amacina uygunlugunun objektif kriterler ile teyit
edilmesi olarak tanimlanabilir. Metot validasyonu,
genellikle analiz surelerini kisaltmak amaci ile ge-
listirilen alternatif metotlarin referans metotlar ile
esdeger oldugunun teyit edilmesinde kullanilir. Bu
kapsamda uluslararasi standartlar tarafindan belir-
lenen analizler uygulanarak sonuclar elde edilir. Bu
yapilirken kullanilan altin standart metot ile kiyasla-
malar yapilarak elde edilen sonuglarda yanlis pozitif-
lik, yanhs negatiflik, spesifite ve sensitivite hesaplan-
mas! hedeflenir. Boylece gelistirilen yontemin altin
standart yontem ile uyumu ve kullanilabilirligi olctl-
mus olur. Bu amacla sonuclarin olusturulmasinda iki
metot Tablo 1 Uzerinde kiyaslanir (Anon 2016a-b;
Anon 2017; Anon 2019).

Tablo 1. Validasyon hesaplamalarinda kullanilan kiyaslama
tablosu.

Metot 1 Referans sonug¢  Toplam
Pozitif Negatif

~'§  Pozitif NT1 N12 N1-

= O

g2

[} i -

=20 Negatif N21 N22 N2
N=N1-+N2-

Toplam N-1 N-2 veya
N=N-1+N-2

N11=Her iki metot igin pozitif sonuglar

N12=Metot 1 ile ilgili negatif, Metot 2 ile ilgili pozitif sonuclar
N21= Metot 1 ile ilgili pozitif, Metot 2 ile ilgili negatif sonugclar
N22= Her iki metot icin negatif sonuclar

Buradan elde edilen verilerle asagida bildirilen
hesaplamalar yapilir:

a. Sensitivite: Pozitiflerin dogru tespit edildigini gos-
termek icin kullanilir. Tabloda N11/N1- seklinde
hesaplanir.

b. Spesifite: Negatiflerin dogru tespit edildigini gos-
termek icin kullanilir. Tabloda N22/N2- seklinde
hesaplanir.

c. Dogruluk: iki metot ile elde edilen sonuclarin
uyumlulugunu goéstermek igin kullanilir. Tabloda
(N11+N22)/N seklinde hesaplanir.

d. Yanlis Negatiflik Orani: Pozitif oldugu halde de-
gerlendirilen yontemle negatif olan sonuclarin
toplam beklenen pozitif sonuca oranidir. Tabloda
N12/N1- seklinde hesaplanir.

e. Yanlis Pozitiflik Orani: Negatif oldugu halde de-
gerlendirilen ydntemle pozitif olan sonuglarin
toplam beklenen negatif sonuca oranidir. Tablo-
da N22/N2- seklinde hesaplanir.

f. Kappa sayisi: iki metodun kiyaslanmasindan elde
edilen verilerin uygunlugu icin kullanilan belir-
te¢ olup ve tablodan k=[((N11+N22)/N)- ((N1-
xN-1)+  (N2-xN-2))/N?]/1-  ((N1-xN-1)+ (N2-
xN-2))/N? seklinde hesaplanir.

Mikrobiyal Biyosensorlerin validayon ve verifi-
kasyonunda mikrobiyolojik yontem validasyon ve
verifikasyonu uygulanmaktadir (Dushek ve ark. 2014;
Goode ve ark. 2014; Anon 2016a-b; Anon 2017; Zutz
ve ark. 2017; Anon 2019; Fares ve ark. 2020).

Bu calismanin amaci, hidrojen peroksit iceren
dekontaminantlarin etkinliklerini 6l¢mek icin tasar-
lanan mikrofluidik katalaz biyosensori icin reaksi-
yonun optimizasyonu yapmaktir. Mikrobiyal katalaz
aktivitesinin biyosensoérlerde kullanimi igin gerekli
validasyon asamalarini gergeklestirip, mikrofluidik
yaplya adaptasyon dncesi reaksiyonun dogrulugunu
gostermek hedeflenmistir.
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Gereg ve Yontem

Calisma tic asamada hazirlanmistir. ilk asamada ka-
talaz reaksiyonu optimize edilmis, ikinci asamada da

Calismanin 1. agamasi

kurutma islemi yapilarak islem yeniden tekrar edil-
mis ve validasyon yapilmistir. Ugilincii asamada da
piyasa ornekleri yeni yaklagsim ile kontrol edilmistir.
Calismaya ait akis semasi Sekil 1.de gosterilmistir.

Calismanin 2. asamasi

Stok Kultur

Stok Kultiir

Stok kultirin
glcuntn
belirlenmesi

iki Petriye

Seri dilisyonlar paralel ekim

Diltisyonlarda
mevcut
bakteri

seviyesinin
belirlenmesi

Her bir dillisyon
tlpinden ayri
ayri seri diltisyon
yapilarak ekim
yapilmasi

iki Petriye
paralel ekim

Reaksiyon olan en
dustik kontaminasyon

Katalaz
reaksiyonun

Santrifij
(4000 rpm 3

Yikama islemi
(x3)

Stok kulturtin
gucinln
belirlenmesi

iki Petriye

Seri diltisyonlar
Y paralel ekim

Her bir dilisyon
tliplinden ayri
ayri seri diltisyon
yapilarak ekim
yapilmasi

Dilisyonlarda
mevcut
bakteri

seviyesinin
belirlenmesi

iki Petriye
paralel ekim

Orneklerin

seviyesinin
belirlenmesi

gucunin
Olctilmesi

Sekil 1. Calismaya ait islem semasi.

Bakteri kiiltiirii hazirlama

Stok kiiltir halinde -20°C'de depolanan Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213 kultlrd 9 mL Brain Heart
Infusion broth (BHI, Oxoid, England) icerisinde pa-
sajlanmistir. Zenginlestirme 37°C etlivde 24 saatlik
Ureme icin bekletilmis takiben Baird Parker Agar (BP,
Oxoid, England) pasajlanmis ve 37°C'de 24 saat in-
kibasyona birakilmistir. Tipik koloni morfolojisi olu-
sana kadar islem 3 kere tekrar edilmistir. Tipik S.au-
reus kolonisinden 1 adet alinarak BHI igerisine pasaj-
lanmis ve 37 °C'de 24 saat inklibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonucunda Maximum Recovery Diluent
(MRD, Merck, Almanya) ile seri dillisyonlar hazirla-
narak Plate Count Agar (PCA, Oxoid, England) yu-
zeyine yayma plak yontemi ile ekilmis ve 37°C'de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
sayimi yapilmistir. Sayim sonuglari ¢ikana kadar seri
dilisyonlar +4°C'de saklanmistir. Seri dilGsyonlar-
dan her bir tlp ayn bir 6rnek olarak kabul edilerek
buradan da seri dilisyonlar yapilarak sayimlar yapil-
mistir. Y-bagiml degikeni ile X-bagimsiz degikenleri
arasindaki dogrusal korelasyon verilere ne diizeyde
uyumlu oldugu yaninda, regresyon denkleminin
egimiyle de ilgi kurularak (R?) hesaplanmis ve &l-
climlerde sapma belirlenmistir.

kurutulmasi

Katalaz reaksiyonu optimizasyonu

Ekim sonuclarina goére, buzdolabinda bir gece bek-
leyen seri dilisyonlarda her tlpte bulunan bakteri
seviyesi yeniden PCA ile sayilmak lizere ekimler ya-
pilarak 37°C'de 24 saat inklibasyona birakilmistir. Bu
dilisyonlardan vortex ile homojenizasyonu takiben
100 pL temiz bir lam ylzeyine alinmig ve lzerine %
7,5'luk H,0, soltisyonundan 100 pL ile kanstinimis-
tir. Kdpiirme pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Bu
asama Ug tekrarli calisiimistir. Toplam her bir dilts-
yondan 30 6rnekte analiz yapilmistir.

Kurutmanin katalaz reaksiyonu lizerine etkisinin
belirlenmesi

Stok kilttr yeniden BHI'ya pasajlanmis ve inklbas-
yonu takiben 4000 rpm'de 3 dakika santrifjj edile-
rek stpernatant atilmistir. Takiben dipte kalan kisim
yeniden 1000 pyL MRD ile sulandiriimis ve santriflj
edilmistir. Yikama islemi toplam 3 kere tekrar edil-
mistir. Takiben son kez sulandirilan kaltar, vorteks ile
homojenize edilerek seri dilisyonlar hazirlanmistir.
Bu dillisyonlardan seri ekimler yapilmis ayni zaman-
da lam yizeyinde 10 ayri yere damlatilmistir. Damla-
lar laminar kabin icerisinde oda sicakliginda kurutul-
mus (yaklasik 30 dakikada kurumustur) ve kurumayi
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takiben hemen % 7,5'luk H,O, eklenerek oSlctimler
alinmistir. Kurutmanin etkisinin olup olmadigr bu
sekilde belirlenmistir. Tim orneklerde kdplrmenin
oldugu son diliiyon katalaz reaksiyonunun en di-
stk sinirn kabul edilmistir. Ayni ¢alisma Streptococ-
cus mutans (ATCC 25175) ile negatif kontrol olarak
tekrar edilmistir. TUm analiz asamalari 3 kere tekrar
edilmistir.

Validasyon

Etkinligi belirlemeyi takiben S. aureus stogundan en
disuk katalaz reaksiyonu belirlenen seviyede, orta
seviyede ve yiksek seviyede yeniden sulandirma
yapilarak lam ytzeyinde 10 ayri yere damlatilmistir.
Damlalar laminar kabin icerisinde oda sicakliginda
kurutulmus ve % 7,5'luk H,0, eklenerek 10 kere &l-
¢im alinmistir. Calismada negatif kontrol olarak S.
mutans kullanilarak en yiksek seviyede 10 kere ayni
Olcimler tekrar edilmistir. Elde edilen sonuclarda
yanlis pozitiflik, yanlis negatiflik, spesifite ve sensi-
tivite hesaplanmistir.

Farkli dekontaminantlar ile analiz yénteminin
tekrarlanmasi

icerisinde 2,87 log,,kob/mL seviyede S.aureus bulu-
nan ve laminar kabinde kurutulmus lamlar énceden
hazirlanmistir. Bu lamlar Gzerine piyasada satilan bes
farkli Grtn konularak reaksiyon hedeflenmistir. Bu
kapsamda piyasadan elde edilen urlnlerin etkinligi
kalitatif olarak dlctlmek istenmistir. Piyasadan elde
edilen ve analize alinan drlnlerin icerikleri Tablo
2.de bildirilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan farkli dezenfektanlarin bilesim-

leri.
H202 Alkol GUmis - Perasetik

nanopartikiil asit
Dezenfektan A %75 % 35 - % 3
Dezenfektan B~ % 7,5 A S0

ppm

DezenfektanC %75 % 15 - -
DezenfektanD % 14 - = -
Dezenfektan E % 25 - - -

Bulgular

GCalismada kullanilan S.aureus susunun baslangig
kontaminasyon seviyesinin ortalama 8,90 log, kob/
mL oldugu (R®=0,9988) belirlenmistir. Her bir
dilisyonun gliciiniin belirlenmesine bagli olarak
elde edilen S.aureus dilisyonlarinda toplam canli
bakteri sayimlar Sekil 2/de gosterilmistir.

S.aureus seri diltisyonlarinda canli bakteri sayim
sonuglari

=
S)

R?=0,9985"®

O R, N WHUVON® L
[ ]

0 2 4 6 8 10

Sekil 2. S.aureus dilisyonlarinda toplam canli
bakteri sayimlari.

Bu dilisyonlardan yapilan katalaz reaksiyonu
sonucunda tamaminin pozitif oldugu en dusuk
bakteri seviyesi belirlenmistir. Buna gore 30 analizin
tamaminin pozitif oldugu son seviye 2,55 log, kob/
mL olarak belirlenmistir. Bu asamaya ait veriler Sekil
3/de 6zetlenmistir.

S.aureus seviyesine bagl olarak katalaz reaksiyonu veren

diltsyonlar
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
89 7,81 6,74 578 4,77 3,84 2,55 1,82 081 0 (Negatif

o Kontrol)
Kontaminasyon seviyesi

m%7,5H202 Poxitif sonugsayisi W %7,5H202 Negatif sonug sayisi

Sekil 3. Katalaz reaksiyonu veren minimum
dilisyonlarin belirlenmesine ait grafik (log,, kob/
mL).

Stok kiltirden yeniden pasaj yapilarak elde
edilen yeni stokta ilk asamada uygulanan konta-
minasyon seviyesi belirleme islemi tekrar edilmis-
tir. Buna gore kurutma asamasinda kullanilacak
S.aureus susunun sayisi 8,36 log, kob/mL olarak
(R?=0,9946) belirlenmistir ve buna ait veriler Sekil
4!de 6zetlenmistir. Calismada, negatif kontrol olarak
S.mutans susu en ylksek seviyeden (8 log, kob/mL)
hazirlanmis ve bir 6nceki asamaya benzer sekilde 10
damla lama konularak analiz yapilmistir.

ilk asamada yapilan analize benzer sekilde
30 damla 6rnegi kurutulmus ve bunlarda katalaz
reaksiyonu gozlemlenmistir. Buna gore 30 analizin
tamaminin pozitif oldugu son seviye 2,87 log, kob/
mL olarak belirlenmistir. Bu verilere ait gorsel Sekil
5.de sunulmustur.

Validasyon asamasinda Ug farkli seviyede (Du-
sik=2,87 log, kob/mL, Orta=3,841 log, kob/mL,
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Yiksek=4,531 log, kob/mL) S.aureus 10'ar damla
seklinde hazirlanmis ve kurutulmustur. Ek olarak ne-
gatif kontrol olarak S.mutans en ylksek seviyeden (8
log,,kob/mL) hazirlanmig ve 10 damla lama konula-
rak kurutulmustur. Bu asamaya ait veriler Tablo 3./de
sunulmustur.

Kurutma 6ncesi S.aureus seri diltisyonlarinda
canli bakteri sayim sonuglari

-
o

R2=0,9946"¢

O R N WA U ON ® O

0 2 4 6 8 10

Sekil 4. Kurutma asamasinda kullanilacak S.aureus
susunun glcinin belirlenmesi.

S.aureus seviyesine bagli olarak katalaz

reaksiyonuveren dilsyonlar

100%
90%
80%

70%
60%

50%
40%

30%

20%

10%

0%

8,361 7,65 6,49

5,88 4531 3841 2,87 1,44 0477 Negatif
o kontrol
Kontaminasyon seviyesi

W%7,5H202 Pozitif sonug sayisi M %7,5H202 Negatif sonug sayisi

Sekil 5. Katalaz reaksiyonu veren minimum
diltisyonlarin kurutulmus érneklerden belirlenmesine
ait grafik.

Tablo 3. Validasyon sonuclarina ait tablo.

Bilinen sonu¢ Toplam
Pozitif Negatif

Deney sistemi sonucu Pozitif 29 1 30
Negatif 0 10 10
Toplam 29 11 40

Analiz yonteminin yanls pozitiflik (% 0), yanlis
negatiflik (% 0,33), sensitivite (% 96), spesifite (%
100), dogruluk (% 97,5) olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuglara goére kurutmanin etkisinin dusuk
oldugu gozlemlenmistir.

Piyasa orneklerinde yapilan analizlerde sadece
1 6rnekte negatif sonug alinmistir. Bu 6rnek igerisin-
de glimus nanopartikll icermektedir. Piyasa 6rnek-
lerine ait veriler Sekil 6.da gosterilmistir.

Ticari 6rnekler ile elde edilen katalaz reaksiyon
sonuglari

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

A B & D E

B Pozitif Reaksiyon

R

R

X

X

® Negatif Reaksiyon

Sekil 6. Ticari drneklere ait katalaz reaksiyon sonuc-
lari.

Tartisma ve Sonug

Katalaz enzimin farkli alanlarda kullanildigi bildiril-
mistir. Bu kapsamda, stite prezervatif olarak eklenen
H,O, giderilmesinde kullanilabilmektedir (Tarhan
1995). Tam aksine kan katalazinin seviyesini belir-
lemede de kullanilan farkli yontemler mevcuttur
(Peimian ve ark. 1996; Mahmoud ve Hadwan 2016).
H,O, dekontaminasyon amaciyla yaygin kullanilan
bir kimyasaldir. Ozellikle tibbi sterilizasyon icin buhar
formunda veya plazma halinde kullanimi yaygindir
(Volker ve Moirandat 2000). COVID-19 salgininda
erisimi sikintili olan N95 maskelerde de, kullanim
stresini arttirmak icin, H,0, dekontaminasyonu uy-
gulanmistir (Oral ve ark. 2020). Dekontaminasyonda
yaygin olarak kullaniimasina ragmen, etkinlik 6lgu-
munde, tanimli standart bir yaklasim olusturulama-
mistir. Yaklasimlar daha cok laboratuvarda miktar
tespitine yoneliktir (Keisho ve ark. 2018).

Mikrofluidik biyosensorler daha kiiglik hacim-
lerde analizi yapmalarina bagli olarak hem tasar-
ruflu, hem ekonomik hem de tasinabilir secenekler
olarak kabul edilmektedir. Bizim calismamizda da
mikrofluidik biyosensor tasarimi icin ilk asama olan
mikrobiyal optimizasyon yapilmistir. Bu amagla mik-
roorganizmanin tamami kullanilmistir. Mikroorga-
nizmanin tamaminin kullanildigi mikrobiyal biyo-
sensorlerde enzimlerin aktivitesi kaybolmamaktadir.
Enzim temelli biyosensorler genellikle bir islem son-
rasinda ortamda kalan atik Grtnlerin kantitatif veya
kalitatif 6lcimini hedefleyen sistemlerdir. Katalaz
enzimi islevi gere@i hidrojen peroksiti katalizleyen
ve ortamda su ve oksijen agiga cikaran bir enzim-
dir. Tanim Urinleri basta olmak Uzere zararli mikro-
organizmalari veya bunlarin kalintilarini tayin etmek
icin biyosensdr uygulamalarinda sik¢a katalaz en-
zimi kullanilmaktadir. Benzer bir calismada katalaz
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enzimi olusturulan bir biyosensor ile pestisit tayini
yapilmistir (Paltizar ve Ozcan 2017). Bakterinin tiim
olarak vyerlestirildigi mikrobiyal sensorler raf omri
agisindan belirgin bir uzama sagladigi gibi, stabili-
zasyon ve kullanim acisindan da kolaylik saglamak-
tadir. Chen ve ark. (2011) Escherichia coli ile oksida-
tif DNA hasarini dlcen bir biyosensoér yapmislardir.
Calismalarinda tim bakteriyi kullanmanin enzim
kullanimindan daha iyi sonug verdigini bildirmisler-
dir. Benzer bir calismalarda bakterilerin kullanildi-
g1 biyosensdrlerin sensitivite ve spesifite acisindan
seckin olduklarini vurgulamislardir (Mitchell ve Gu
2004; Ahn ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012). Bizim
calismada kullanilan S.aureus ile elde edilen sensi-
tivite ve spesifite sonuglarimiz bildirilen calismalarla
uyum goOstermektedir. Mikrobiyal biyosensorlerle
yapilan calismalarda sonuglarin sensitivite ve spesifi-
tenin yiksek oldugu bircok ¢alisma ile gosterilmistir
(Hennessy 2005; Kim ve ark. 2012; Muguruma 2018;
Shang ve ark. 2020; Basiri ve ark. 2021). Bizim calis-
mamizda da elde edilen veriler yanlis pozitiflik (% 0),
yanlis negatiflik (% 0,33), sensitivite (% 96), spesifi-
te (% 100), dogruluk (% 97,5) olarak elde edilmistir.
Calismamizdan elde edilen veriler literatlr ile uyum
gOstermektedir.

Galismamizin son asamasinda piyasada bulu-
nan bes farkl Grin konularak reaksiyon izlenmistir.
Mikroorganizmanin piyasada bulunan H,0, iceren
dezenfektanlardan sadece birinde yapilan bir tek-
rarda negatif sonuc verdigi gdzlemlenmistir. Bunun-
da muhtemel sebebinin bakteri konsantrasyonunda
homojenizasyonda bozulma veya stabilizasyon so-
runu olabilecegi dislinulmustir. Ayni zamanda gu-
mus nanopartikil hizli bicimde antimikrobiyal etki
goOstermektedir. Buna bagli olarak da negatif sonug
gozlemlenebilecegi disintlmustir. Goyal ve ark.
(2014) yaptiklar bir calismada virusler tzerine H,0,
iceren dezenfektan buharinin etkili oldugunu bildir-
mis, ancak bakterilerde uygulanirken katalaz enzi-
minin etkinligi diistirebilecegini bildirmistir. Ozellikle
hastanelerde yapilan dezenfeksiyonda H,O, iceren
dezenfektanlarin kullaniminin yaygin oldugu ve 4
logaritma azalma tetikledikleri bildirilmistir. Ben-
zer sekilde bazi durumlarda katalaz pozitif mikro-
organizmalarin etkinligi disirebildigi bildirilmistir
(Weber ve ark. 2016). Benzer bir baska calismada,
Humayun ve ark. (2019), H,O, iceren dezenfektan-
larin fumigasyonunu takiben % 2 oraninda hastane
odalarinda canli bakteri bulunabildigini bildirmistir.
Benzer sonuglar Falagas ve ark. (2011) ve Ali ve ark.
(2016) tarafindan da bildirilmistir. Yaptiklari calisma-
da H,O, iceren dezenfektan uygulamasini takiben

katalaz aktivitesine bagl S.aureus suslarinin canli
kaldigini bildirmiglerdir.

Biyolojik kirlenmeler bircok ortamda meydana
gelebildigi gibi biyosuclar kapsaminda da meydana
gelebilir. Bilinen dekontaminantlarin uygulanmasin-
da kontrol mekanizmasi mevcut degildir. Kontrol
tim surecin bitiminde luminensans veya floresans
tabanli takip ile yapilmaktadir. Tarafimizdan mikrobi-
yal optimizasyonu yapilan sistem dekontaminasyon
sirasinda ilgili yuzeylere yerlestirilebilecek bdylece
dekontaminantin ilgili ylzeylere penetrasyonu ve
etkinligi olcilebilecektir. Bu amagla S.aureus butiin
olarak yuzeye kurutularak sabitlenmesinin katalaz
reaksiyonu Uzerine etkisi olmadigi gézlemlenmistir.
Ayni zamanda elde edilen veriler 1siginda sistemin
gliven aralidi yiksek ve hassas bir yapisi oldugu da
gozlemlenmistir. Bundan sonrasinda mikrofluidik
yaplya yerlestirilecek mikroorganizmanin uygula-
malarda etkinliklerine bakilmasi hedeflenmektedir.

Tesekkiir: Bu makale icerisinde yer alan veriler,
Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projele-
ri Yiksek Lisans Projesi destegi alinarak ytritllen
2020FEBE037 kodlu “Hidrojen peroksit dekontami-
nasyon etkinliginin belirlenmesine ydnelik mikroflu-
idik katalaz biyosensori” projesi kapsaminda Uretil-
mistir.

Cikar Catismasi Bildirimi: Yazarlarin herhangi bir
ctkar catismasi bulunmamaktadir.

Etik Bildirim: Calisma etik ilke ve kurallar dogrultu-
sunda gerceklestirilmistir.
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