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Oz

Bu caligma, farkli kontaminasyon seviyelerindeki MRSA’nin tespit siiresi lizerine tasarlanmistir ve ¢alismada firsatgr patojen
hastane enfeksiyonlar1 arasinda yer alan MRSA tespitine yonelik hizli bir tespit sistemi olugturulmustur. MRSA tespiti yiiksek ve
orta yogunluklu iiremenin oldugu sivi besiyerlerinde sekiz saatin sonunda gergeklestirilmistir. Tiim yogunluklardaki {iremenin
oldugu s1v1 besiyerlerindeki MRSA tespiti iSe on saatin sonunda gergeklestirilmistir. Eppendorf”lar deneyden 24 saat sonra tamamen
renk degistirmistir. Caligmada kalitatif ve kantitatif sonuglara bu tespit sistemiyle ulagilmigtir. RGB sensdrii kalitatif sonug tespitinde
pozitif sonugta yesil yanarken negatif sonugta ise sensoriin kirmizi yandigi gézlemlenmistir. Sonuglarin kantitatif verileri Arduino
Programi’nin Seriport ekrani araciligiyla izlenmistir. Calismada tasaris1 yapilan sistemin MRSA tespiti hizl, spesifik, tutarl, diisiik
maliyetli, tecriibeli teknik eleman gerektirmeyen ve ayn1 zamanda PCR testi yapilmadan once tarama testi olarak kullanilabilecek
bir sistem olarak kabul edilmistir.

Anahtar kelimeler: Arduino Programu; biyosensor; hizli tespit yontemi; metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)

A rapid alert system for methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
infection

Abstract

This study was designed on the detection time of MRSA at different contamination levels and in this study, a rapid alert system
was established for the detection of MRSA, which is among the opportunistic pathogen nosocomial infections. MRSA detection
was realized in broths with high and moderate growth at the end of eight hours. However, MRSA detection in broths with growth
at all densities was performed after ten hours. After 24 hours of the experiment, colors of the Eppendorf’s were completely changed.
In the study, qualitative and quantitative results were achieved with this detection system. It was observed that the RGB sensor was
lit in green for the positive result in the qualitative result detection, while the sensor was lit red for the negative result. The
quantitative data of the results were monitored through the Seriport screen of the Arduino Program. The MRSA detection of the
system designed in the study was accepted as a fast, specific, consistent, cost-effective and non-experienced technical staff required
system that can be used as a screening test before the PCR test is performed.
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A. Cetin & A. Koluman
1. Giris

Hayvanlarin ve insanlarm {iriner sistem, yumusak doku,
deri ve kemik yapilarinda Staphylococcus  cinsinde
smiflandirilan  bakterilerin  enfeksiyonlara sebep oldugu
belirlenmistir. Staphylococcus gram pozitif bir bakteri olup,
yasam alanlarimizda da oldukca yaygindir (Appelbaum 2006;
Cadena ve ark., 2016). Hastane enfeksiyonu (HE) olarak tabir
edilen nozokomiyal enfeksiyonlarin en 6nemli nedenlerinden
biri oldugu kabul edilmektedir.

Hastane kosullarinda bulasan mikroorganizma kaynakli
olusan  enfeksiyonlar  “Hastane  Enfeksiyonu”  olarak
adlandirilmaktadir. Enfeksiyonlarin sebep oldugu hastaliklar
gdz oOniline alindiginda, bu hastaliklarin en fazla hastane
enfeksiyonlarindan kaynaklandigi belirlenmistir. Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) hastane enfeksiyonunu
hastanin hastaneye yattig1 anda inkiibasyon siiresinde olmadig,
enfeksiyon bulgular1 tasimadigi ve hastane ortaminda enfekte
oldugu durum olarak tanimlamistir. Hastane enfeksiyonlarinin
genellikle hastanin hastane yatisindan 48-72 saat sonrasinda
ortaya cikabilecegi, ya da hastanin taburcu olmasindan 10 giin
sonrasia kadar belirlenebilecegi bildirilmistir (Vincent 2003;
Sousa ve ark., 2011).

Kiiresel olarak bakildiginda, hastane enfeksiyonlarinin
hasta kaybina yonelik problem teskil ettigi belirlenmistir.
Gelismis iilkelerde, hastanedeki hastalarin %5-10"unda hastane
enfeksiyonu olugabilmektedir. Bu oran gelismemis iilkelerde ise
%25’e kadar ¢ikabilmektedir (Fridkin ve ark., 1997).

Hastane enfeksiyonlar1 sadece hastay: degil, refakatci ve
saglik calisanlarmi da etkiler. Morbidite ve mortalitede artis,
yasam kalitesinde diisiis, maliyet ve liretkenlik kaybi, hastanede
kalis sliresinde uzama gibi birgok sorun hastane enfeksiyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir (Fridkin ve ark., 1997; Vincent, 2003).

Vakalarin ¢ogunun tedavisi kolaydir. Ancak vakalarin bir
kisminda osteomiyelit, toksik sok sendromu, bakteriyemi, septik
artrit ve endokardit gibi bazi invaziv enfeksiyonlar tetiklenebilir
ve ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar hastanin yatarak tedavi
olmasma sebep olabilir. Viicutta ortaya ¢ikan patojen
enfeksiyonlar antibiyotik tedavisiyle giderilebilir (Appelbaum,
2006; Becker ve ark., 2015; Cadena ve ark., 2016).

Staphylococcus aureus penisilin direncinin penisilinin
tedavide kullanilmaya baslanmasiyla gelistigi belirlenmistir.
Metisilin gibi penisilinaza direngli antibiyotikler penisilin
direncini yenmek iizere kullanilmaya baslansa da, S. aureus
suslarinda metisiline karst direng ortaya ¢ikmistir. Raporlara
bakildiginda, metisilin direncine bagli olarak Staphylococcus
enfeksiyonlarinin tedavisinde beta laktam antibiyotiklerinin
kullanilamadig1 anlagilmaktadir. Glikopeptid olan vankomisin
MRSA (metisilin direngli Staphylococcus aureus) enfeksiyon-
larinin tedavisinde uygulanilmistir. 2002 y1l1 itibariyle S. aureus
vankomisine direng gostermeye baglamigtir. Bu bilgiler 15181nda
Staphylococcus enfeksiyonlar1 tedavisinin daha da giiglestigi
bildirilmistir (Weems, 2001; Becker ve ark., 2015).

MRSA enfeksiyonlarinda ¢oklu antibiyotik direncinin
olugmasi tedavi siiresini uzatmaktadir., MRSA enfeksiyonu
genellikle hastane ortaminda yayilmaktadir. Hastalar veya
saglik calisanlar1 MRSA enfeksiyonunu hastane ortamina
tagimaktadirlar.  MRSA enfeksiyonuna sebep olarak, kisinin
hastanede yatmasi, hastayla temasinin olmasi, ya da kronik
hastalik 6ykdsii riski arttirmaktadir (Weems, 2001).

Hastane ortamimda MRSA miicadelesinde tedavi siirecinin
hemen baglanmasi bu tiir nedenlerden kaynakli 6nemli bir adim
olugturmaktadir. Erken tespit ile MRSA enfeksiyonunda
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tedavinin hemen baglatilmasi, insidansta da azalma
yaratmaktadir (Hidron ve ark., 2005).
Bu c¢alismada, MRSA ig¢in hizli tespit sisteminin

gelistirilmesi amaglanmigstir. MRSA taramasina yonelik besiyeri
kullanilan kiiltiire dayali yontemlerin iki ve dort giin arasinda
sonuglandigi bilinmektedir (Cadena ve ark., 2016). Bu siire uzun
oldugundan,  kontrole  yonelik  bulunacak  onlemler
gecikmektedir. Bu calisma kapsaminda bakterilerin gelisme
diizeyleri metisilin igeren 6zel besi ortamlarinda gdézlenmistir.
Veriler yardimiyla yapilan hizli tespit sistem optimizasyonunun
ardindan, s6z konusu sistem icerisinde hastane Orneklerinin
analiz etmek tizere bir sistem diizenegi kurulmustur.

2. Gereg¢ ve yontemler

Onceden hazirlanan BHI (Brain Hearth Infusion) brothun
icine S. aureus (ATCC 29213) ekilerek iiretilmis BP (Baird
Parker) agardan tek koloni edinilerek pasajlama yapilmis, iireme
icin 37 °C etiivde 24 saat bekletilmistir. BHI besi ortamina
pasajlanan tiiplerden mevcut zenginlestirmeden Sekil 1’de
gosterilen seri diliisyonlar yapilarak susun logaritmik seviyesi
tespit edilmistir. Ekimler yirmi dort saat etiivde bekletildikten
sonra, sayilmak iizere siyah zeminde ters olarak yerlestirilmis,
ayni numaralar althi {istli ayarlanmis ve koloniler sayilmistir.
Farkli seker iceren tiipler 6nceden hazirlanmis bu tiiplere
pasajlama iglemi yapildiktan sonra etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Bu amagla kullanilan sekerler ayr1 ayr1 hazirlanmis
olup ayrmtili bilgi asagida verilmistir;

e %1 glikoz (Sigma G8270-100G), galaktoz (Sigma G0750-
100G), fruktoz (Sigma F0127-100G)

%?2 glikoz, galaktoz, fruktoz

%3 glikoz, galaktoz, fruktoz

Toplam 9 grup olusturulmustur.

Oncelikle %1, %2 ve %3 oraninda fruktoz igeren sekizer
adet peptonlu su hazirlanmistir. Seri diliisyonlar yapilmistir.
Laminar kabinde yiizdelik oranlar ig¢in 16 tane PCA ¢ift sirali
olacak  sekilde sekiz sulandirma seviyesine  kadar
numaralandirilmis ve dizilmistir.

Ik petriye ekim yapilmak igin bir numarali %1 fruktoz
soliisyonundan 100 mikrolitre alimmigtir. Daha sonra 100
mikrolitre daha alinip 2. siradaki 1 numarali petriye ekim
yapilmistir. Her numara i¢in iglem tekrarlanmistir. Bu islemin
tamami %2 fruktoz, %3 fruktoz, %1 galaktoz, %2 galaktoz, %3
galaktoz, %1 glikoz, %2 glikoz ve %3 glikoz seker testleri i¢in
ayr1 ayr1 yapilmuistir.

Belirlenen uygun seker karigimma renk indikatori
eklenmistir. Icerik 100 ml distile su icin %0,33 glikoz, %0,33
fruktoz, 3,7 gr BHI, %0,33 galaktoz, 0,01 gr Fenol Red veya
Brom Creosol Purple olarak belirlenmistir. Homojenizasyonu
takiben Eppendorf’lara mikroorganizmalar eklenerek etiivde
inkiibasyona birakilmistir.

Bu amagcla sekiz farkli mikroorganizma hazirlanan broth
ortamma konulmustur. Bakteriler 37 °C’de inkiibasyona
birakilmiglardir ve bakterilerin 2 saatte bir sistemden 6l¢limii
almmustir. Secilen bakteriler asagidaki sekildedir; Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 24853,
Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidemidis ATCC 12228, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 19115 ve Proteus
mirabilis ATCC 1245.
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i i

9 ml MRD 9mIMRD  9mIMRD  9mIMRD  9mIMRD 9 miMRD
‘ Samik Kontrol ‘
BP Agar ‘

/\/\/\/\f\f\m

Sekil 1. Seri diliisyonlar ve susun giiciiniin belirlenmesi.

2.1. Optik donanimuin tasarimi ve programlanmasi

Sekil 2’ de devre baglantilar1 goriilmektedir.

. XL
|l

]
>

Loutnpuy

Sekil 2. Devrenin semasi.

Caligmadaki TCS3200 sensorii, bir frekans-akim
doniistiiriiciisii ve fotodiyotlar sayesinde renklerde ayirim
olusturur. Sensdr, yansiyan 15181n siddetiyle orantili bir frekansta
kare dalga iiretir ve bu kare dalga kullanilarak veriler almur.
RGB ledinin ¢aligma prensibi asagidaki sekildedir. Pozitif ucuna
5 V baglaninca mavi, kirmizi ve yesil uglarindan yakmak
istedigimizin yolu nétr ile tamamlanir. Boylece + kutbundan
notre dogru giden elektronlarin yollar1 tamamlanir ve notr
baglanan led yanar.

Olgiiler kumpas kullanarak almip kutu tasarimi Solid
Works ile yapilmigtir. Kutu tasarlanip 3D yazic1 ile
bastirilmstir. Elde edilen dl¢iimler asagida verilmistir.
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Kutu: 70x70x70 mm

Pencere: 24,21x31,04x12,90 mm

Orta boliim: 62x4x38 mm

Orta Kisima yerlesecek par¢a 66x66 mm
Eppendorf deligi: 11,50 mm

Kapak Boyu: 70,50x70,50 mm

Kapak Alt Kisim: 65,85x65,85 mm

Kutu odlgiileri Sekil 3’te gosterilmistir.

KAPAK

BROTH YERLESIM YERI

KUTU GEPER KALINLIGI

2.00 mm

Sekil 3. Solid Works’te kutu ¢izimi.
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ISO 13485 standardina uygun bir sekilde Validasyon
islemi yapilmistir. Broth tasarlanip gerekli hazirliklardan sonra
4 adet Eppendorf’a alinmistir. Broth igine damlalar seklinde
eklenen HCl ile renk skalasi olugturulmustur. Elde edilen renkler
birbiri arkasindan sistemde test edilmistir. Ol¢iim sonuclarma
gore, RGB sensoriinden ve Arduino Seriport ekranindan alinan
sonuglar tutarli ve dogrudur. Sekil 4’te validasyon isleminde

kullanilan renkler verilmistir.

3. Asitlik seviyesi arttinldiginda pH 6,0 °

1. Hig islem gérmemis BCP

&
p]

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

Sekil 4. Renk skalasi.

1 numarali  Eppendorf Olgiimiinde  bakterisine
rastlanmamigtir. 1 numaraya sahip ornek kutuya koyulup
Olciimii alindiginda, RGB sensorii kirmizidir ve Seriport
ekraninda “MRSA TESPIT EDILEMEDI” yazis1 belirir.
Sonuglar Sekil 5’de gosterilmektedir.

Sekil 5. Bakterisiz renk skalasinda sistem cevabi.

iki numaraya sahip Eppendorf érneginde diisiik yogunluga
sahip MRSA déniisiim rengindedir. Kutuya konuldugunda RGB
sensorii yesil yanmis ve Seriport ekraninda “MRSA TESPIT
EDILDI. LUTFEN KLASIK KULTUR YONTEMI ILE
DOGRULAYINIZ” yazis1 goriilmiistiir. Sisteme ait sonuglar
Sekil 6’da verilmistir.

Uc¢ numarada orta
degisimindeyken teste alinmis,

yogunlukluu MRSA  renk
RGB sensorii yesil Seriport
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ekraninda “MRSA POZITIF. LUTFEN KLASIK KULTUR
YONTEMI ILE DOGRULAYINIZ” yazis1 belirmistir.

Dort numarada yiiksek yogunluklu MRSA i¢ermektedir.
Dort numara test edildiginde RGB sensorii yesil Seriport
ekraninda “MRSA POZITIF. LUTFEN KLASIK KULTUR
YONTEMI ILE DOGRULAYINIZ” uyarisi gozlemlenmistir.

Sekil 6. Bakterinin diisiik yogunlukta oldugu renk skalasinda sistem
cevabl.

2.2. Verifikasyon

Broth hazirlandiktan sonra 6 adet Eppendorfa
dagitilmigtir. Eppendorf’lar yogunluklarina gore diisiik, orta,
yliksek yogunluklu olarak 2’serli olarak smiflandirilmistir.
Brothlara bakteri bulastirma oranlar1 Tablo 1’°de bulunmaktadir.

Tablo 1
Brothlara bakteri bulagtirma diizeyleri.

Bulastirma Koloni Olusturan Logaritmik Bulastirma
Diizeyi Birim Sayisi Diizeyi (Kob/mL)
Diisiik 20 13

Orta 300 2,47
Yiiksek 1000 3

Brothlar daha sonra 37 °C’de etiivde iiremeleri igin
inkiibasyona birakilmigtir. Renk degisimi Iki saatte bir dl¢iilmiis
ve MRSA’nin bulastirilmis tespiti yapilmistir. Deney sabah
9:00’da baglamis, deneyin Sl¢iimleri ise 11:00, 13:00, 15:00,
17:00, 19:00, 21:00 ve 24 saatin sonunda ertesi giin 9:00’da
almmugtr.

3. Bulgular

Bu ¢alismanin amaci S. aureus 6zellikle MRSA igin hizh
tespite yonelik bir sistem olusturulmasidir.

3.1. Sayumin yapilmasi

Sayimlar yayma plak teknigi kullanilarak seri diliisyonlar
aracilifiyla yapilmistir. 24 saatin sonunda ekimler etiivden
alinarak, sayim i¢in siyah zemin iizerine ters bir sekilde ve aym
numaralar alth iistlii getirilerek yerlestirilmistir.

Arkasindan koloniler sayilmistir. Sayim sonucu Tablo 2’de
verilmistir.
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Tablo 2
Bakteri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug 6zeti.
Eklenen Seker Ekim Sonuglari
Kullamlan Seker Yiizdesi logzokob/mL Zaman
2. Saat 4. Saat 6. Saat
1% 2,903 5,361 5,361 7,602
1% 2,903 5,278 5,447 7,602
Glikoz 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
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
Fruktoz
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
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
Galaktoz
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
Kullanilan seker katkisina gore MRSA zaman/iireme dagilimi Seker katkilarina bagl ireme zaman grafigi
9
8 L —
=6 —— ' E;
g ; | ﬁ :
55 1 X i ]
£ ‘ z
N 4 J E 2:
2 % — 595 DO = 02
9 — 602
1 3 ot -
0 Bulastirma diizeyi 2. saat 4. saat 6. saat
Ureme Dagl"ml — %1 Glikoz ~=———%1Glikoz -———%2 Glikoz %2 Glikoz ~=———9%3 Glikoz = %3 Glikoz
— %1 Fruktoz %1 Fruktoz %2 Fruktoz =——9%2 Fruktoz %3 Fruktoz %3 Fruktoz
| |Glikoz-Kob/ml . Friiktoz-Kob/ml . Galaktoz-Kob/ml —— %1 Galaktoz —— %1 Galaktoz %2 Galaktoz %2 Galaktoz —— %3 Galaktoz —— %3 Galaktoz
Sekil 7. Kullanilan seker yiizdesine gore standart sapma grafigi. Sekil 9. Kullanilmis seker ylizdesine baglh ayrintili ireme grafigi.

Farkli sekerlere ait iireme dagilim

@ Eklenen seker yiizdesi Bulastirma diizeyi @ Eklenen seker yiizdesi 2. saat

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

10

9

8

7

T 6
2

£ 5
©

£ 4
N

3

2

1

0

0% 1% 1% 2% 2% 3% 3% 4%
Seker oranlarn
Sekil 8. Kullanilan sekerin yilizdesine bagli tireme grafigi. Sekil 10. Renk indikatérlerinin 24 saat sonundaki degisimi.
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Tablo 3

BCP indikatériiniin siire ve yogunluga bagli renk degisimleri.

Front Life Sci RT 2(3) 2021 75-84

Indikatér Cesidine Bagh Renk Degisimi

Bromcreosol Purple

Siire
10t 10? 10° 10 10° 10° 107 108 10°
0. Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
’ degil degil degil degil degil degil degil degil degil
2 Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
’ degil degil degil degil degil degil degil degil degil
Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
4. Saat Mevcut Mevcut Mevcut
degil degil degil degil degil degil
6. Saat Me\{(?ut Me\ic.ut ME\{C,Ut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
degil degil degil
24, Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
Tablo 4
Phenol red indikatoriiniin siire ve yogunluga bagli renk degisimleri.
indikator Cesidine Bagh Renk Degisimi
. Phenol Red
Siire
10t 10? 10° 10 10° 108 107 108 10°
0. Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
’ degil degil degil degil degil degil degil degil degil
2 Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
’ degil degil degil degil degil degil degil degil degil
4. Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
’ degil degil degil degil degil degil degil degil degil
6. Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Meveut Meveut
’ degil degil degil degil degil degil degil
24, Saat Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut Mevcut
Tablo 5
Spesifite test sonuglart.
Inkiibasyon Siireleri
Bakteri 2. Saat 4, Saat 6. Saat 8. Saat 24. Saat
Ad Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim Renk Donanim
Degisimi Ol¢iimii Degisimi Olgiimii Degisimi Ol¢iimii Degisimi Ol¢iimii Degisimi Ol¢iimii
Ef;ggﬂc Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
ATCC degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi  gozlemlen- degisimi gozlemlen-  degisimi  gozlemlen-
25922 yok medi yok medi yok medi yok medi yok medi
Staphylo-
coccus Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
epidemidis degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi  gozlemlen- degisimi gozlemlen-  degisimi  gozlemlen-
ATCC yok medi yok medi yok medi yok medi yok medi
12228
Bacillus
subtilis Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
ATCC degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi  gozlemlen- degisimi gozlemlen-  degisimi  gozlemlen-
6633 yok medi yok medi yok medi yok medi yok medi
Listeria
mono- Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
cytogenes degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi tespit degisimi tespit degisimi  gozlemlen-
ATCC yok medi yok medi yok edilmedi yok edilmedi yok medi
19115
S EETe- Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
cus faecalis o . . . . . . .. . S .
degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi tespit degisimi tespit degisimi gozlemlen-
ATCC . . ; . : . .
29212 yok medi yok medi yok edilmedi yok edilmedi yok medi
Flioikne Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
mirabilis o . . .. . .. . .. . .. .
degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi tespit degisimi tespit degisimi gozlemlen-
ATCC . . ; . : . .
12453 yok medi yok medi yok edilmedi yok edilmedi yok medi
Pseudomo-
nas Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA Renk MRSA
aeruginosa degisimi gozlemlen- degisimi gbzlemlen- degisimi  gozlemlen- degisimi gozlemlen- degisimi gozlemlen-
ATCC yok medi yok medi yok medi yok medi yok medi
24853

80



A. Cetin & A. Koluman

Farkli sekerlerin iiremelerinin dagiliminin ozet grafigi
Sekil 8’de, kullanilmig seker katkilarinin ve zamana baglh
dagilimin detayli grafigi Sekil 9°da verilmektedir.

Tablo 2, Sekil 8 ve Sekil 9 gostermektedir ki, zamana bagh
ireme egrisi 6 saatte belirgin olarak yiiksektir ve istatistiki
anlamda onemli diizeyde (p<0.05) artmustir.

Tablo 3’te BCP indikatdriiniin zamansal olarak belirli
yogunluklarda bakteri iireme sonuglari, Tablo 4°te ise phenol red
zamansal olarak belirli yogunluklardaki bakteri tireme sonuglari
verilmistir.

Renk degisimleri incelendiginde, BCP indikatdriiniin daha
hizli renk degisimine sebep oldugu gézlemlenmistir. Sekil 10°da
inkiibasyon igleminden sonra renk indikatorlerindeki degisimler
goriilmektedir.

3.2. Ozgiilliik (spesifite) testi sonuclart

Ozgiilliik testi yapildiginda, higbir bakteri 24 saat icinde
gorsel olarak donanimin okuyabilecegi seviyede ve renkte
degisikligi tetiklememistir. Bununla ilgili bulgular Tablo 5°de
Ozetlenmistir.

Sekil 11°de spesifite i¢in gerekli bakterilerin goriintiileri ve
sistem cevabi (inkiibasyon igsleminden sonra) bulunmaktadir.

Sekil 11. Yirmi dort saatte spesifite igin yapilan testte kullanilan S.
epidermidis’e ait goriintii (tiim bakterilerde ayni oldugu igin temsilen
eklenmistir).

3.3. Verifikasyon uygulamast

Verifikasyon uygulamasinin saatleri ve sonuglar1 Tablo
6’da verilmistir.

Saat 9:00°da, 24 saatin sonunda, renkler tiim
yogunluklarda tamamen donmiistiir. Sistem tekrarlandiginda
tiim yogunluklar icin RGB sensérii yesildir. “MRSA POZITIF.
LUTFEN KLASIK KULTUR YONTEMI ILE
DOGRULAYINIZ” uyarist Seriport ekraninda belirmistir.

MRSA iiremesi sayesinde tiim yogunluktaki brothlarda 24
saatin sonunda renklerin sariya dondiigii gozlemlenmistir. Sekil
12°de brothlarda olusan renk degisimleri bulunmaktadir.

Yaptigimiz ¢aligmanin amaci, MRSA tespitine yonelik
hizli bir sistem kullanilmasidir. Kurulan diizenekte, farkli seker
katkilartyla olusturulan besi yerlerinde MRSA iiremesiyle
baglantili pH degisikligine yanit veren renk indikatorlerinin
optik bir donanimla algilanmasi hedeflenmistir.
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Tablo 6
Verifikasyon uygulama sonuglari.
Ol¢iim e
Saati Bulastirma Diizeyi
Diisiik Orta Yiiksek
Yogunluk Yogunluk Yogunluk
09:00 -esplt . Tespit edilemedi Tespit edilemedi
edilemedi
11:00 -esplt . Tespit edilemedi Tespit edilemedi
edilemedi
13:00 _esplt . Tespit edilemedi Tespit edilemedi
edilemedi
15:00 Tespit Tespit edilemedi  MRSA tespit edildi
edilemedi
17:00 Tespit Tespit edilemedi  MRSA tespit edildi
edilemedi
. Tespit MRSA tespit I
19:00 edilemedi edildi MRSA tespit edildi
. MRSA tespit MRSA tespit L
21:00 edildi edildi MRSA tespit edildi
09:00 MRSA tespit MRSA tespit B
(24. Saat) edildi edildi MRSA tespit edildi
= 5 s 5 = 5
<3 3 =2 g3 i a3
S @S x> (=] X 2 X2
20 20 [eRY) o0 >0 20
o) ° <} o >0 >0
> > > > > >

Sekil 12. Brothlarda bakteri tiremesine bagli olusan renk degisimleri.

ISO 6888-1 kapsamindaki referans olan malzeme
caligmalarinda 5000 kob/mL igeren sertifikali referans malzeme
kullanilmis ve standart sapma 1,76 oraninda belirlenmistir. Bu
caligmadaki +0,193 sonucu, standartla belirlenmis olan standart
sapmanin altindadir ve %95 giiven aralifiyla sonug
alinabilecegini gostermektedir (1SO-6888, 1999).

Farkli seker katkilarindaki paralel ekim sonuglari, altinci
saat itibariyle 6,079-7,903 logiockob/mL seviyesindedir. Zaman
odakli iireme egrisi 6 saat igerisinde belirgin sekilde yliksektir
ve istatistiki anlamda onemli o6lgiide (p<0.05) artmustir.
Staphylococcus tiirlerindeki pentoz sekerlerin tiimiinden enerji
doniigiimiiniin elde edildigi literatiirde bildirilmistir (Strasters ve
Winkler, 1963). Bagka bir ¢alisma Staphylococcus tiirevlerinin
seker alim1 acisindan benzersiz bir transport sistemleri oldugu
ve sekerlerden maksimum diizeyde yarar sagladiklarini
gostermektedir (Grosser ve ark., 2016). Bu sonug, ¢aligmamizin
sonunda biitiin seker tiirlerinden benzer olarak cevap almamizi
aciklamaktadir.

Calismamizdaki renk degisimleri incelediginde, Brom
Creosol Purple (BCP) indikatériiniin renk degisimini daha erken
baglattigi gozlemlenmistir. BCP pH gostergesi niteliginde
kullanilmistir. pH 5,2°nin altinda olursa, BCP’de sar1 renk
goriilmektedir. BCP igerisinde pH 6,8’in iizerinde oldugunda
ise, mor renk alir. Phenol red diger renk indikatorii olarak
kullanilmigtir ve pH 6,6’nin altindayken sari, pH &’in
yukarisindayken kirmizi renk goriinmektedir. Farkli bir
calismada ise bu indikatorlerden dolay1 herhangi bir farklilik
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gozlemlenmedigi belirtilmistir (Chesney, 1922). Caligmamizda
gozledigimiz bu farkin muhtemel nedeninin kullanilan seker
ekleri ve bakterinin farkliligi oldugu diistiniilmektedir.

Verifikasyon iglemi sabah 9:00°da baglamistir. Ardindan,
sistematik olarak belirli saatlerde sistem optimizasyonu
yapilmistir. Bulagtirmanin altiner saatinde (saat 15:00) ilk pozitif
cevap Olciilmiis ve yiiksek konsantrasyonda oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, hastalarin ¢evreleri ve
ellerinden alinan sayim gostermektedir ki, hastanin ellerinde ve
temas ettigi yiizeylerde bulagma 0-6 log arasinda degismektedir.
Ozellikle el ornekleri, 6 logiokob/cm? seviyesinde bulasma
oldugunu gostermiglerdir. Calismamizda 6. saat itibariyle
yiiksek bulagma ile alinan cevabin hiz agisindan yeterli
olabilecegi diisiiniilmektedir (Kamiya ve ark., 2007).

Yaptigimiz optik sistemde hassasiyet gz Oniine
alindiginda 2 logiokob/mL bulastirma seviyesinde en geg 8 saat
icinde sonug alindig1 gézlemlenmistir. Bu bilgiler 15181nda klasik
kiiltiir tekniklerinde tespit siireleri ve tespit sinirlart ISO 6888-1
icerisinde 4 giin igerisinde sonu¢ vermistir. 3,27 logiokob/mL
seviyesinde bu Sonucun alindigi bildirilmistir. Diger
caligmalarda kiiltiir teknigi kullanildiginda disk diflizyon
testlerinin duyarliligmin 48 saat sonrasinda giivenilir oldugu
anlasilmustir. Kiiltiir yontemi olarak kullanilan mikrodilisyon
yonteminde 24 saat sonunda veri alinmaktadir (Velasco ve ark.,
2005). Diger bir yontem olan oksasilin agar tarama yontemleri
ve oksasilin  disk yontemi MRSA tanimlanmasinda
kullanilmistir. Bu iki yontemde de inkiibasyon igin 24 saat
beklenmektedir. Bu siirecin sonunda agar tarama ydnteminin
duyarlilignt %91,7 iken, oksasilin disk difiizyon yonteminin
duyarliligi %83,5 olarak bildirilmistir (Cavassini ve ark., 1999).
Benzer sonuglara ISO ile de ulasilmistir. Bir S. aureus ile ilgili
olarak toplam pozitif 91 kan kiiltiiriiniin 40’1 MSSA, 51’1 MRSA
ornegi olmak iizere PBP (penisilin baglayan protein) testi ne
uygulanmistir.  Ozgiilliik ve duyarhilik degerleri %97,5 ve
%94,1 olarak belirlenmistir (Gold ve ark., 2010). Yaptigimiz
optik sistemde brothlarin igerisindeki seker oranlar1 ve
kullanilan renk indikatoriiniin etkiledigi diistiniilmiistiir. Ayrica,
sistemimizde renk hassasiyetinin yiiksek olmasina da katkisi
oldugu kanaatine varilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada ELISA testinin inkiibasyon i¢in
minimum 16 saat beklenilmesi gerektigi bildirilmistir. Test
stiresi uzun olan ELISA sisteminin yiiksek hassasiyet ve
ozgiilliige sahip oldugu belirlenmistir. Bu test sisteminde drnek
alimi teknisyen tarafindan yapildigi i¢in yanlis sonuglarin belli
bir bélimiinii teknisyen hatasi olusturmaktadir (Boutonnier ve
ark., 1989). ELISA birgok basamaktan olustugu i¢gin teknisyenin
Ozenli bir sekilde caligma yapmasi gerekmektedir. ELISA aym
zamanda yiiksek maliyetli bulunmustur (Hicks ve ark., 1994; Le
Blay ve ark., 2004).

Eklenen seker katkilarinin MRSA tarafindan enerjiye
dondstiiriilmesinin sonucu ortamda pH degisiminin tetikledigi
indikatdrde renk degisimi olmasindan dolay1, kurulan sistemin
PCR gibi hassas bir yontemden Once tarama testi olarak
kullanilmas: disiiniilmektedir. PCR ile yapilan c¢aligmalar
gostermektedir ki PCR’nin hassasiyeti ¢ok yiiksektir, fakat
maliyetin de yiiksektir. Ek bir donanim ve ayr1 analiz
protokolleri gerektirmektedir.

PCR analizinden elde edilen sonuglar iizerinde
inhibitorlerin etkin oldugu belirlenmistir (Monteiro ve ark.,
1997; Braid ve ark., 2003; Schrader ve ark., 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonu enzimatik bir reaksiyondur ve
inhibitér maddeler karsisinda duyarlilik gdstermektedir. PCR
inhibitorlerinin yapilan testlerin farkli asamalarinda farklh
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mekanizmalarla etkilesen maddeler olduklari belirlenmistir.
PCR inhibitorleri organik veya inorganik maddelerdir ve sivi
veya katt formda bulunabilirler. Immiinoglobin (IgG),
laktoferrin, hemoglobin, kollajen, proteinler, miyoglobin ve
proteinazlar organik inhibitorlere 6rnek olarak gosterilebilirler.
Etanol, fenol humik asitler, tanik, safra tuzlari, iire ve melanin
ise inorganik inhibitdrlere Ornektir. Bu inhibitorler ile PCR
testinin sonucu olumsuz olarak etkilenebilir. Bununla birlikte,
PCR testinin duyarliligini da negatif yonde etkileyebildikleri
gorilmiistir (Kim ve ark., 1992; Lofstrom ve ark., 2004).

PCR testi ile MRSA tespiti 4 saatten daha az siirmektedir
ve oldukga yiiksek hassasiyete sahiptir (Baby ve ark., 2017).
Real-time PCR testleri geleneksel kiiltiir yontemlerine kiyasla
MRSA’y1 daha hizli tespit etmektedir. MRSA tespitinde
PCR’nin 6zgiilliigiiniin saf koloniler i¢in %100 oraninda oldugu
belirlenmistir. PCR testlerinin hassasiyet ve 6zgiillik degeri
diger tespit sistemlerine nazaran daha yiiksektir ve bu testler 10-
15 dk. arasinda sonug vermektedir (Warren ve ark., 2004). Ote
yandan PCR’nin uygulanmasinda egitimli teknisyen olma

zorunlulugu ve PCR’nin yiiksek maliyetli olmasi, tarama
yontemi olarak tercih edilmesini giiclestirmektedir.
Optik  donanimlarla  hazirlanmig  olan  cihazlar

gostermektedir ki, ¢aligmamizda kullanilan TCS 3200 ile
yaptigimiz analiz sonuglari giivenlidir ve elde edilen sonuglarin
dogrulugu uygulamada da kanmitlanmigtir (Fitriyah ve ark.,
2018).

Literatiirdeki bir ¢alisma kapsaminda biyosensdor igerisinde
bulunan algilama platformuna altin kaplama yapilmis, nonobead
yardimiyla S. aureus proteaz olan spesifik substrat kaplanmistir.
S. aureus tanisal algilama platformudur ve proteazlarin
proteolitik aktivitesini dlger. Ortaya ¢ikan enzimatik reaksiyon
altin tabakasinda bir renk degisimine sebep olmaktadir. Bir
hassasiyet testi farkli yogunluklarda bulunan bakteri yardimiyla
yapilmistir. Bu sensorden 10° yogunlugunda %36, 10*
yogunlugunda %28 ve 10° yogunlugunda %22 oraninda sonug
elde edildigi igin, sensoriin yeterli hassasiyete sahip oldugu
kabul edilmistir. Caligmamizda kalitatif (¢iplak gozle
yapilimistir) ve kantitatif (goriintiileme yazilimi) yontemlerle
sensoriin hassasiyeti test edilmistir (Suaifan ve ark., 2017).
Calismamizin renk indikatoriindeki renk degisimi kalitatif
olarak, RGB renk sensorii renk degisimi kalitatif olarak yazilim
ile uyar1 sistemlerinden meydana gelmektedir. Literatiirdeki bir
baska calisma, IgG’nin S. aureus ile Fc bolgesi arasinda spesifik
etkilesime dayali elektromiliiminesan (ECL) biyosensorii
gelistirilmesi ile ilgilidir. Bu biyosensér 10° yogunlugunda
%2,5, 10° yogunlugunda %2,6 ve 10° yogunlugunda %5,9
degerlerindedir ve biyosensoriin 6zgiilliigii test edilmistir (Yue
ve ark., 2016).

Calismamizda kurmus oldugumuz optik sistemde temel
parametre pH degisimidir. Brothlarda degisen pH, hem serbest
iyon sayisinda, hem de ortam renginde degisim yaratir. Serbest
iyon degisimi de sistem igin baz alabilir. Serbest iyon
degisiminin ortamdaki akim {izerinde etkisi oldugu
belirlenmistir. Bu akimda olusan degisim baz alinarak
amperometrik hizli tespit sistemi kurulabilir. Bu sistemde akim
degisimi Olgiiliip bakterinin varligr belirlenebilir. Brothlar
igerisinde meydana gelen pH degisimi ve serbest iyonlar ortamin
voltaj1 iizerinde etkilidirler. Voltmetrik hizli tespit sistemi ile
bakterinin varlig1 tespit edilebilmesi icin bu voltajda olusan
degisimi baz almak gereklidir.

Brothlar icerisinde degisen pH degeri ile ilgili renk
degistirmesi ve sistemdeki renk degisimini test etmesi
bakimindan, kurdugumuz optik sistemin biiyiikk bir avantaj
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vardir. Higbir elektrota ve kimyasal maddeye bu donanimda
ihtiyag dogmamaktadir. Kullanim Omiirleri kisadir; zira
elektrotlarda besiyerleriyle etkilesim olusmaktadir.

Calismamizda uyguladigimiz sisteme yonelik bir diger
avantaj, sistemin taginabilir yani ergonomik olmasidir. Giig
devresi optik sisteme dahil edileceginden, ebat 6lgiisiiniin 6x13
cm olmasi planlanmaktadir.

4. Sonug

Coklu antibiyotik direncine bagli olarak, MRSA hastane
enfeksiyonun en &nemli etkenlerindendir. Bu etken tespit
edildigi taktirde, enfeksiyon kontroliinde 6nemli bir basamak kat
edilecektir.

Calismamiz kapsaminda tasarlanan hizl tespit sisteminin
amaci, MRSA tespitinde siiregelen teshis yontemlerinin
dezavantajlarin1 aza indirgemektir. Elde ettigimiz sonuglar
gostermektedir ki, sistemimizden kisa bir silirede sonug
almmaktadir. Alisilmis enfeksiyon kontrol stratejilerinde daha
¢ok klasik kiiltiir teknigi uygulanmaktadir. Bu tekniklerle siire
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olarak miidahalede gecikilebilecegi gibi, hayatta kalim da riske
atilabilir.

Calismamiz kapsaminda MRSA tespiti igin tasarlanan
sistemin PCR tekniginden Once tarama sistemi olarak
kullanilacagini ve bu sistemin MRSA enfeksiyon kontroliinde
onemli bir role sahip olacagini dngoriiyoruz.

Hastanelerde enfeksiyon yayilimini takip edebilmek igin
bu optik temelli sistemin kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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