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Yersinia pestis’ in BiyoMEMS Tabanh Elektrokimyasal Cihaz ile Tespiti
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Ozet

Yersinia pestis (Y. pestis) tarihsel siirecte yaklagik 200 milyon insanin 6liimiine neden oldugu
raporlanan, veba hastaligina neden olan bakteridir. Y.pestis ayrica kategori A biyolojik ajan olarak
siniflanmaktadir. Hastaligin yayilimi enfekte olmus insan ya da hayvan yoluyla olmakta, bulasma sonrast
kisa siirede ve yiiksek oranda oliimle sonuglanmaktadir. Bu nedenle miidahele siiresini kisaltmak igin
salginin kaynagini hizli tespit etmek ¢ok onemlidir. Bu g¢aligmada, Y. Pestis’in hizli tanisina yonelik
biyosensér tabanl elektrokimyasal &lgiim yontemi gelistirilmistir. Elektrokimyasal dl¢iimler TUBITAK
BILGEM’ de gelistirilen elektrokimyasal &lgiim cihazi ile yapiimistir. Gelistirilen yontemde mikro isleme
teknikleri kullanilarak firetilen altin elektrotlarin ylizeyine HRP enzimi ile isaretlenmis ikincil antikora
baglanan Y. pestis in varlig1 ve miktar1 TMB ile olusan reaksiyon sonucunda belirlenmistir. Biyonsensor
tabanlt bu yontem bakteriye spesifik olmasi, kisa siirede sonu¢ alinmasi nedeniyle giin yada saatler
mertebesinde gerceklesen konvansiyonel dlglim yontemlerinin yaninda énem kazanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Y. pestis, BloMEMS, Elektrokimyasal yontem.
Detection of Yersinia pestis by BioMEMS Based Electrochemical Device

Abstract

Yersinia pestis (Y. pestis) is the bacterium causing plague disease, which is reported to cause death about
200 million people in the history. Y. pestis is also classified as category A biological agent. The spread of
the disease occurs through the infected human or animal, resulting in a high rate of death in a short time
after infection. For this reason, it is very important to quickly detect the source of the epidemic to shorten
the invertation time. In this study, biosensor based electrochemical measurement method for rapid
diagnosis of Y. pestis has been developed. Electrochemical measurements were done by a device
developed in TUBITAK BIGEM. Presence and amount of Y. pestis was determined through the
secondary anticore, marked by the HRP enzyme, on the surface of the gold electrodes produced using
micro-processing techniques. Biosensor based methods are preferred because of easy hanling and rapid.

Keywords: Y. pestis, BioMEMS, Electrochemical method.

Giris

Mikro-nanoteknolojideki gelismeler sayesinde, mikro-isleme teknikleri ile aktif alani,
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mikro boyutlu MEMS tabanli sensorler gelistirilmistir. Bu sayede analizlerde kullanilan
reajan miktar1 azalmis, 6l¢ciim maliyeti diismiis, 6l¢lim siiresi azalmistir. Birden fazla analitin
ayni anda teshisini, vitro ve vivo analizi olanakli kilmigtir. Mikro/nano isleme teknikleri ile
tiretilen biyosensorlerin baglica kullanim alanlar1 arasinda tip, farmasotik, cevre ve gida
giivenligi, ulusal gilivenlik uygulamalar1 vardir (Tiylek, 2017). BiyoMEMS ve biyosensor
tiretiminde alttag olarak silisyum, cam, polidimetilsiloksan, polimetilmetakrilat, kullanilarak
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temel mikro isleme teknikleri olan ince film kaplama, sekillendirme, asindirma ve derin
asindirma teknikleri kullanilmaktadir. MEMS ve BiyoMEMS iiretiminde ayrica yaygin olarak
kullanilan mikro isleme tekniklerine ek olarak, mikro kaliplama, solvent destekli mikro
kaliplama, enjeksiyonla kaliplama ydntemleri de kullanilmaktadir (Judy, 2001). Y. pestis
Enterobacteriaceae ailesine mensup bir gram negatif bakteri tiiriidiir. Yayilimi evcil
hayvanlardan, kemirgen pire siriklari, ¢izikler veya isiriklar, enfekte hayvan dokularinin
dogrudan tasinmasi, enfekte olmus hayvanlardan gelen solunum salgilarindan, enfekte
insanlardan, kontamine gida tiiketimi veya laboratuar maruziyeti yoluyla olmaktadir. Y. pestis
tarith boyunca bir¢ok salgmlara sebep olmustur. Hastaligin tansis1 kan tahlilleri ve lenf bezi
biyopsisi ile konulmaktadir. (Simon ve ark., 2013) . Oliimle sonu¢lanmamasi igin erken tani
ve tedavi ¢ok onemlidir. Hizli tan1 salginin kaynaginin tespiti ve 6liim oranlarini azaltmak i¢in
onemlidir. Vebanin teshisi, organizmada mikroorganizmanin izole edilmesi ya da serolojik
testlerle saptanabilir. Y. pestis 'in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) veya enzim bagli
immiinosorbent testlerle de tanis1 yapilabilir ancak ¢ok yaygm degildir (Yang, 2018; Perry ve
ark., 1997).

Bu caligmada, Y. pestis’in hizli tanisina yonelik biyosensor tabanli elektrokimyasal
Ol¢lim yontemi gelistirilmistir. Elektrokimyasal 6l¢timler, Palmsens firmasina ait potansiyotat
kart1 ve karta ait PSTrace yazilimi ile kontrol edilen, tam otomatiklestirilmis ve 6zel
tasarlanmis elektrokimyasal sensor cihazi ile yapilmistir. Calisma, turp otu enzimi (HRP) ve
3,3 5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) arasindaki enzimatik reaksiyonunun elektrokimaysal
yontemle sensor yiizeyinde algilanmasi temeline dayanmaktadir.

Materyal-Metot
Materyal ve Reajenler

Monoklonal anti-Y. pestis antikor Tetracore (Belward, USA), peroksidaz-isaretli goat
Y. Pestis secondary antikor, (BacTrace®Y. Pestis Antibody) ve Y. pestis Sera Care yasam
bilimleri (Gaithersburg, MD, USA) firmalarindan temin edilmistir. Pozitif kontrol olarak 1s1
ile oldirilmiis Y. pestis kullanilmistir. Fosfat tamponlu tuz tabletleri (PBS, 0.01 M fosfat
tamponu, 0.137 M sodyum Kklorir ve 0,0027 M potasyumkloriir, pH 7.4),
merkaptoundodekanoik asit (MUDA), N-hidroksisiiksinimit (NHS), etanolamin, analitik sinif
etanol, horseradish peroksidaz (HRP), 3,3, 5,5-tetrametilbenzidin (TMB) Sigma Aldrich
(Poole, Ingiltere)’den satin alinmustr.

Sensor Uretimi

Calismada TUBITAK BILGEM ’de tasarlanan ve iiretimi gerceklestirilen MEMS
tabanli elektrokimyasal &l¢iim cihazi  kullanilmistir. Cihaz TUBITAK-BILGEM
Biyoelektronik grubu tarafindan tasarlanmais, liretilmistir. Cip liretimi mikro isleme teknikleri
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Sensor {iretimi i¢in 750 pm kalinliginda kuvartz alltas
kullanilmustir. Kuvartz alltag tizerine 20 nm kalmliginda krom ve 180 nm kalinliginda
altin kaplanmigtir. Kaplama iglemi Nanovak firmasina ait N-VEB 600 cihazinda elektron
demeti ile buharlastrma yontemi ile yapilmistir. Sekillendirme islemi Microchemicals
firmasma ait AZ 1512 fotoresist kullanilarak Heidelberg DWL 66 cihazi ile 8 calisma
elektrotu, kars1 elektrot ve referans elektrotdan olusan sensor yapisi alttas tizerine yazdirilarak
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yapimistir. Yazdirma islemi sonrasinda sirasiyla altin ve krom asindirilarak elektrot yapilar1
olusturulmustur. Uretilen elektrotlar 1M KCL ¢ozeltisinde 1mM potasyum ferrosiyanat
cozeltisi ile -0,5V ve -0,2 V arasinda dongiisel voltametri yapilarak test edilmistir. Dongiisel
voltametri grafigi Sekil 1’ de goriilmektedir.

Sensor Yiizey Modifikasyonu

Sensor altin elektrotlarin  ylizeyi Oncelikle argon plazma islemi yapilarak
temizlenmistir. Plazma isleminin hemen ardindan 2mM MUDA (%100) da 1 gece
bekletilmistir. Altin elektrotlar dnce su ve %70 etanol ile yikanmisg, kurutulmustur. Kurutulan
cipler azot atmosferinde paketlenerek 4 °C’ de muhafaza edilmistir. Sensor cip,
elektrokimyasal sensor cihazmin kartusuna, kartusun konnektoér ve mikro akigkan sistem ile
temasi saglanacak sekilde yerlestirilmistir. Dongiisel voltametri 6lgiimleri sonrasinda, sensor
ylizeyi birincil antikorun kovalent baglanmasini saglamak i¢cin 1:1 0.4 M EDS and 0.1 M
NHS ile aktive edilmistir. Sonrasinda yilizeye deizyonize su icerisinde hazirlanmig 100 ug/mlt
200 ult anti- Y. pestis antikor gonderilmstir. Baglanamayan gruplar PBS ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Sensor ylizeyinde baglanmayan kisimlar 30 pg/ml-1 BSA ile doldurularak
ardindan ve 1M ethanol amin (pH:4.5) ile reaksiyon sonlandirilmistir (Savas, 2018).

Antikor Iimmobilize Edilmis Sensor Gelistirilmesi

Bu calismada sensor yiizeyine Oncelikle Y. pestis spesifik monoklonal antikorlar
baglanmistir. Hedef Y. pestis 287 cfu/ mL ve 5.74 108 cfu /mL konsantrasyon araliginda
hazirlanarak yiizeye gonderilmistir. HRP enzimi ile isaretlenmis ikincil antikor ise yiizeye
gonderilerek -0.1 V degerinde HRP enziminin substrat1 olan TMB ile amperometrik 6l¢tim
yapilarak sinyal alinmistir. Arka arakaya yapilan 6lgiimlerde sensor yiizeyinin rejenerasyonu
0.1 M HCl ile yikanarak yapilmuistir.

[k konsantrasyonu 5.74 10° cfu /mL olarak hazirlanan Y. pestis drnekleri 287 cfu/ml
araliginda seyreltilmistir. Her bir farkli konsantrasyondaki 200 ul Y. pestis 6rnegi 50 ul/dk.
besleme hiz1 ile sensor ylizeyine gonderilmistir. HRP ile etiketli olan ikincil antikor 50 ul/min
akis hizi ile sensor ¢ip yiizeyine gonderilmistir. HRP ve TMB reaksiyonu sonucu ampremetrik
olarak -0.1 V’da, gergek zamanli olarak izlenmistir. Her 6lglimden sonra 120ul/min akis hizi
ile PBS ile (10 mM) ile ¢ip yiizeyinin temizlenmesi saglanmistir (Savas ve ark, 2018).

Bulgular

Bu c¢alismada, oOncelikle iiretilmis altin kalpli ve yiizey kimyasi uygulanmis olan
elektrotlara dongiisel voltametri islemi uygulanarak kalite kontrol testi yapilmistir (Sekil 1). Y.
pestis orneginin mikro isleme teknikleri kullanilarak {iretilen sensor ile elektrokimyasal
yontemle dlgiim almmustir. Olgiim verileri, cihazinda kullanilan potansiyotat kart1 ’Emstat’’
kart1 ile kartin arayiiz programu olan ’Pstrace’’ ile almmustir. Bu amagla 5.74 10° cfu/mit ilk
konsantrasyonu olan Y. pestis ornegi, seyretilerek, 5.74 10° cfu/mlt, 5.74 10* cfu/mit, 5.74 10°
cfu/mlt, 5.74 10° cfu/mlt ve 287 cfu/mlt konsantrasyonlarinda Slgiim almarak tespit
edilebilen en diisiik limit degeri belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda ornek olglimii
yapilmig elektrotlarin ortalamasi alinarak konsantrasyon egrisi ¢izilmis ve Sekil 2’de
gosterilmistir.  Benzer sekilde tek bir elektrotun farkli konsantrasyonlar da gosterdigi
amperometrik 6l¢lim grafigi sensogram olarak Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 1. MUDA kaplanmis (mavi) ve kaplanmamis elektrot ylizeyi dongiisel voltametri 6l¢iim
grafigi.
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Sekil 2. Y. pestis amperometrik 6l¢tim konsantrayon akim grafigi.

43



Dogu Fen Bilimleri Devgisi/ Journal of Natural & Applied Sciences of East 2(1): 40-46 (2019)

Arastirma Makalesi / Research Article

0

uﬂ’i 200 300 00 5 600 700
-200

-400

-600
-800
-1000
-1200
-1400
-1600
-1800
-2000
5.74 106 cfu/mlt 5.74 105 cfu/milt 5.74 104 cfu/mit
5.74 102 cfu/mlt =287 cfu/mlt

Sekil 3. Konsantrasyona bagli olusturulan amperometrik 6l¢iim sensograma.

Tartisma

Gilinlimiizde immunoassay yOontemine dayali testlerde, niteleyici olarak pozitif ve
negatif sonu¢ veren tek kullanimlik kitler kullanilmaktadir. Bu testler laboratuvar ortaminda
uzmanlar tarafindan yapilan testlerdir. Son yillarda mikrolelektronik tiretim tekniklerindeki
gelismeler ve biyolojik test yOntemlerinin birlestirilmesiyle biyosensor cihazlari
gelistirilmistir. Biyosensor igeren cihazlar ile testler sahada uzman olmayan kisiler tarafindan
yapilabilir hale gelmistir. Bu gelisme 6zellikle Y. pestis gibi patojen bakterilerin hizli tani
yapilarak salgm kaynagiin bulunmasi ve gerekli onlemlerin alinmasi konusunda 6nem
kazanmustir (Tiylek, 2017; Judy, 2001; Simon ve ark., 2013).

Son on yilda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan binlerce veba vakasi bildirmistir. Bu
durum vebanin hala elimine edilmedigini gostermektedir. Hastaligin yayilma ve bulasma riski
halk saglig1 ve yasam kosullarinin zayif oldugu yerlerde 6zellikle fazladir (Yang, 2018). Y.
pestis bulagsma sonrasi gelisen agir tablo ve yiiksek Oliim orani nedeniyle biyolojik ajan
siifina girmektedir. Y. pestis kapsiil benzeri yiizey antijeni salgilayabilir (antigen F1)
Yapilmis calismalarda Y. pestis’ in varligmi F1 antijenine karsit antikorlarin tespit edilerek
bulunmustur. Splettstoesser ve ¢alisma arkadaslar1 Y. pestis spesifik F1 antijeni gelistirdikleri
ELISA tabanlh yontemle tayin edebildikleri en diisiik bakteri konsantrayonu 4 ng/ml olmustur
(Cao, 1995; Splettstoesser, 2004). Y. pestis in tayininde altin standart metot indirek
hemaglutinasyon assay (IHA) metodudur. (Simon, 2013). ELISA, PCR analizi ve optik
yontemlerle ol¢lim i¢in yapilan calismalar da vardir. Anderson ve ¢alisma arkadaslar1 fiber
optik sensér'ile F1 antijen algilama ¢alismalarinda Slgebildikleri alt smir1 0.25ug/ml olarak
bulmuslardir. Litertiirde yapilmis ¢aligmalarin ¢ogu PCR yada gercek zamanli PCR yontemi
ile yapilmistir. Bu yontem uzman kisiler tarafindan yapilabilen ve laboratuvar alt yapisi
gerektiren yontemdir (Chase ve ark., 2005; Lorenz ve ark., 2003; Matero ve ark., 2009;
Amoako ve ark., 2003; Stewart ve ark., 2008; Wei ve ark., 2006).
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Bu caligmada, salgin kayna%lnln hizli, hassas ve diisik maliyetli tespiti i¢in yontem
gelistirilmistir. Bu amac;la 5.74 10 Cfu/mlt ilk konsantrasyonu olan Y. peStIS iceren Ornek
seyretilerek, 5.74 10° cfu/mlt, 5.74 10 cfu/mlt, 5.74 10° cfu/mlt, 5.74 10 cfu/mlt ve 287
cfu/mlt konsantrayonlarinda ¢ozeltiler elde ed11m1$t1r Bu gozeltllerln her birinin sirastyla -100
Volt gerilim degerinde amperometrik Olgciimleri yapilmig 793, 428, 191, 78, 48 nA akim
degerleri elde edilmistir. Amperometrik 6l¢glim sonuglarindan goriildiigii gibi Olgiilebilen
endiisiik Y. pestis konsantrayonu 287 cfu/ml olarak belirlenmistir. Sekil 2° den gorildiigii
gibi calisilan konsantrasyon araliginda yapilan regresyon analizinde ise elde edilen model ile
yiiksek korelasyon halinde oldugu belirlenmistir. Sekil 3 de elektrotun konsantrasyona bagli
olarak azalis ve artis1 gosterilmis olup, amperometrik Ol¢iim degerleri 50-300 saniye
araligindaki degerler olarak alinmigstir.
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