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Ozetce—Bu c¢alismada bakir ve giimiis yiizey iizerine
kiiltiire edilmis patojenik olmayan Escherichia coli (E.coli)
ATCC 11230 Dbakterisinin tutunumunun incelenmesi
amaclanmistir. Bakir ve giimiis yiizeylerine bakteri
tutunabilme ozellikleri yiizey farkhliklarina bagh olarak
incelenmistir. Giimiis elektrot, piiriizsiiz bakir levha ve ince
kivrilmis piiriizlii yapida olan bakir tel iizerine E.coli
bakterisi ekilmistir. Yiizey tutunumunun incelenmesi ikili
elektrot yapis1 (Calisma elektrodu ve referans elektrodu) ile
saglanmistir.  Elektrotlardan elde edilen  sinyaller
Deneyler sonucunda, giimiis yiizeylere bakteri tutunumu
goriilmezken, bakir yiizeylere tutunum gerceklesmis ve en
fazla tutunum bakir telde goézlemlenmistir. Bu calisma ile
mevcut bakteri varhginin tespit edildigi yontemlere alternatif
daha basit bir yontem gelistirilmeye cahsilmistir.

Anahtar Kelimeler — Escherichia coli; ATCC 11230;
tutunum; elektrot.

Abstract— 1In this study, investigation of non-pathogenic
Escherichia coli (E.coli) ATCC 11230 bacteria adsorption on
copper and silver surfaces was aimed. Characteristics of
bacteria adsorption on copper and silver surfaces were
investigated based on surface morphologies. E.coli bacteria
were cultured on silver electrode, smooth copper plate and
folded rough copper wire. Investigation of surface adsorption
was obtained by double electrode topology (working electrode
and reference electrode). Signals from electrodes were
amplified by Instrumentation Amplifier. As a results of
experiments, it was found that bacteria were not attached to
silver electrode. However, bacteria were attached to copper
surfaces and maximum attachment was observed on copper
wire. With this study, it was tried to develop an alternative
and easier method with respect to available bacteria detection
systems.

Keywords — Escherichia coli; ATCC 11230; adsorption;
electrode.
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Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich
tarafindan ¢ocuk digkisindan izole edilip tanimlanan ve
iizerinde en ¢ok calisilan ve genetik yapist en iyi bilinen
mikroorganizmadir. E. coli Enterobacteriaceae ailesinin
Escherichia cinsine ait katalaz pozitif, oksidaz negatif,
fermentatif 6zellige sahip sporsuz, kisa, ¢ubuk seklinde
gram-negatif koliform bakterilerdir. Insanlarin ve sicakkanh
hayvanlarin normal bagirsak florasimin bir {yesidirler.
Alman bir Ornekte E. coli’ye ve/veya fekal koliform
bakterilere rastlanmasi oraya dogrudan ya da dolayli olarak
diskt  bulastigmmin  ve yine bagrsak kokenli diger
patojenlerin de olabileceginin bir gdstergesidir. Bu nedenle
hi¢bir gida maddesinde, igme ve kullanma sularinda,
denizlerde ve gollerde E. coli ve fekal koliform bulunmasina
izin verilmemektedir [2, 3].

E. coli, fekal kontaminasyonun bir gostergesi olmasi
yaninda genetik yapisi en iyi bilinen canli olma 6zelligine
de sahiptir [4, 5]. Suslarmin birgogu zararsiz olan bu
bakterinin bazi patojenik tipleri (ETEC, EPEC gibi), insan
ve hayvanlarda sonucu 6lime kadar giden ishallere, yara
enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, artheriosklerosis,
hemolitik  dremik  sendrom  (HUS), trombotik
trombositopenik purpura(TTP), hemorojik kolitis ve g¢esitli
immiinolojik hastaliklar vb. gibi hastaliklara ve salginlara
sebep olabilmektedir [6].

Patojenik ve patojenik olmayan E.coli tiirlerinin
tanisinda kullanilan yontemler ii¢ baslik altinda toplanabilir
[7]:
i. Dogrudan Dbakteri tespiti: Viicuttan alinan
orneklerden kiiltiir yapilarak izole edilen serotiplerin
belirli hedeflere gosterdikleri tepkiler biyokimyasal
olarak incelenmektedir. Bir baska yontem olarak
immuno-manyetik aywma ise ©n zenginlestirme
isleminin ardindan antikor kapli manyetik boncuklarla
inkiibasyon ve sonrasinda manyetik ayirma seklinde
gerceklestirilmektedir. Kullanilan yontemlerin siiresi,
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inkiibasyon ve kiiltlir siiresine bagli olup, bir giinii

asabilmektedir.
ii. Viicuttan aliman orneklerde antijen tespiti:
Poliklonal anti-serotip antikorlar1 kullanilarak yapilan
direkt immunoflorasan boyama yonteminde sonug iki
saat igerisinde elde edilebilmektedir.  Enzim
immunolojik testlerden biri olan ELISA ile bir saat
icerisinde sonuca ulasilabilmektedir. Belirli serotipe
Ozgli olmalari ve maliyetli olmalari dezavantajlari

arasindadir.

ili. Viriillans faktérlerinin saptanmasi: Molekiiler
yontemler kullanilarak genetik tespit, immunolojik
yontemler kullanilarak toksijenik tespit

yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirii sitotoksisite yontemi
bir donem ‘altin standart’ olarak kullanilmasina ragmen
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanmasinin
zor olmasi ve iki-li¢ giinliik stiresi ile yerini daha pratik
yontemlere birakmugtir. ELISA testleri, agliitinasyon
yontemleri ve PCR da kullanilabilmektedir. Bu
yontemler tespitte belirli serolojik tiire 6zgii olmasi,
zaman alic1 ve uzman personel gerektirmesinden dolay1
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilamamaktadir.

Bu calismada bakir ve glimiis ylizey iizerine patojenik
olmayan Escherichia coli (E.coli) ATCC 11230 bakterisinin
tutunumunun incelenmesi amaglanmigtir. Bakir ve glimiis
yiizeylerine  bakteri tutunabilme ozellikleri yiizey
farkliliklarina bagli olarak incelenmistir. Giimiis elektrot,
piiriizsiiz bakir levha ve ince kivrilmis piiriizlii yapida olan
bakir tel iizerine E.coli bakterisi ekilmistir. Yiizey
tutunumunun incelenmesi ikili elektrot yapisi (Calisma
elektrodu ve referans elektrodu) ile saglanmustir.
Elektrotlardan elde edilen sinyaller Enstrumantasyon
devresi ile kuvvetlendirilmistir. Deneyler sonucunda,
giimiis ve bakirin antimikrobiyal 6zellikte olmasina ragmen
bakterinin giimiis elektroda tutunmadigr gozlemlenirken
bakir ylizeylere tutunum gergeklesmis ve en fazla tutunum
bakir telde gbzlemlenmistir. Bu ¢alisma ile E. coli’ nin farkli
yiizeylerdeki tutunumu ikili elektrot yapisiyla incelenmis
olup, mevcut bakteri varliginin tespit edildigi yontemlere
alternatif daha basit bir yontem gelistirilmeye ¢alisilmustir.
Patojenik olmayan tiir ile yapilan ¢alismalardan elde edilen
anlamli sonuglara binaen galismalar patojenik ve toksijenik
tiirler ile devam edecektir.

II. MATERYAL VE METOD

A. Besiyerlerinin hazirlanmasi

LB Agar E.coli’nin gelistirilmesinde kullanilmsgtir. 14.8
g LB agar tartilmig ve deiyonize su ile 400 mL’ye
tamamlanmustir. Karistirilarak homojen duruma
getirildikten sonra otoklavda 121°C’de bir saat steril
edilmistir. Hazirlanan besi yeri petri kaplarina dokiilerek

%

[IPTEANCTO

TIP TEKNOLOJILERT KONGRESI

T

198

NIK Mgy,
\~\\ 'I;,l,

2

27-29 Ekim 2016

|C Hotel Santai Family Resort, Antalya

\';\\'OMI‘II)[M/

- 2000 -

2. Gun / 28 Ekim 2016, Cuma

katilagmaya  birakilmis  ve kadar

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

kullanilincaya

B. E. coli ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Saf E. coli kiiltiirli, 50 uL E. coli’nin LB Broth besi yeri
igerisinde  ¢oziindiikten sonra 37°C’de 18  saat
gelistirilmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL ependorf tiipline
alinarak 7 dakika boyunca 11000 devirde oda sicakliginda
santrifijlenmistir. Safsizliklar uzaklastirildiktan sonra E.
coli Fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi (Phosphate buffered saline
-PBS) tampon c¢ozeltisinde yikanip tekrar PBS tampon
¢ozeltisinde ¢ozilmistiir.

C. Giimiig ve bakir plakalara ekim iglemi:

Farkli morfolojiye sahip ylizeylerin de E.coli bakterisi
K11230 susuna duyarliligini incelemek i¢in glimiis elektrot
ve iki bakir yiizey besi yerinin igerisine gomiilerek
iizerlerine ekim yapilmustir. Bakir yiizeyler, piiriizsiiz ince
levha ve digeri ise ince teldir. Bakir levhanin yiizey alam1 ~
6 cm?2 iken bakir telin uzunlugu ise ~ 30 cm’dir. Bakir tel,
yiizey alanin1 genisletmek ve girinti ve ¢ikintilar olugturmak
i¢in dairesel olarak kivrilarak kullanilmistir.

D. Enstriimantasyon devresi tasarimi:

Enstriimantasyon  kuvvetlendiricileri  kiigiik  fark
gerilimlerinin dl¢limlerinde, ortak isaret bastirma orani
(CMMR) yiiksek olan bir elemandir. Bu yiizden
elektrotlarda olusan fark gerilimini yiikseltmek i¢in 500 kat
kuvvetlendiren enstriimantasyon kuvvetlendiricisi
kullanilmigtir. Enstriimantasyon kuvvetlendiricisi devresi
Sekil 1’de, kuvvetlendirme katsayisi ise (1) ile verilmistir.
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Sekil 1. Enstriimantasyon Kuvvetlendiricisi
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Enstriimantasyon
Kuwwetlendiricisi

E. Coli bagh
galigma elektrodu

PBS tampon
chaltisi

Sekil 2. Deneysel calismanin genel semasi

Olgiimler, 0.067 M PBS tampon ¢dzeltisi icerisinde
gerceklestirilmistir. Deneysel ¢aligmanin sematik gosterimi
Sekil 2 ‘de verilmistir.

III. BULGULAR VE SONUCLAR

Ekim islemi sonucunda besi yeri igerisinde bulunan glimiis
elektrot ve bakir yiizeylerde gelisen E.coli Sekil 3-5°de
goriilmektedir. Bakteri hiicreleri geng evrede iken Slgiim
yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir. Hiicre metabolizma
faaliyetlerinin tespite etkisini gdzlemlemek i¢in ayni 6l¢lim
15 dakika sonra tekrarlanmistir. Deneylere ait sonuglar
Tablo 1°de verilmistir. Besi yerinden ¢ikarilan yiizeyler
iizerinde bulunan bakterilerin metabolizma faaliyetleri
azalmasma bagli olarak elde edilen 6lgiimlerde %80-90
oraninda azalma g6zlemlenmistir.

Sekil 4. Bakir tel iizerine yapilan ekimin gelisme sonrasi
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Sekil 5. Bakir plaka tizerine yapilan ekimin gelisme sonrasi

Tablo 1. ilk 6l¢iim ve 15 dakika sonra alan 6lgiim sonuglar

Olc¢iim Sonuclari

Sensdr Yiizeyi ilk Olgiim 15 dk Sonra Alnan

Olgiim
Sensor  ylizeyi
bos iken 278V =278V
Glimils ylizey 54V 124V
Bakir Levha 348V 439V
Bakir Tel 397V 74V

IV. TARTISMA

Yapilan ¢alismada, giimiis yiizeyin ve farkli morfolojide
olan bakir yiizeylere E.coli bakterisi K11230 susunun
tutunumu incelenmistir.

Gilimiisiin antimikrobiyal 6zelliginden dolay1 giimiis
iizerinde fazla gelisme gostermedigi, bakirin giimiise gore
daha diisiik antimikrobiyal 6zelligi olmakla birlikte bakir
yiizeylerde bakteri c¢ogalmasi goézlemlenmistir. Farkli
morfolojide olan bakir yilizeylerinde ise tutunma oranlari
degisiklik gostermistir. Olgiim sonuglarindan en fazla
bakteri tutunumun ince kivrilmug bakir telde oldugu
gOrililmiistiir. Bunun sebebi, yiizey inceligi azaldikga;
girinti, ¢ikinti ve ylizey pliriizliligl arttikca bakterilerin
yiizeylere tutunumunda da artis olmasi ile birlikte koloni
olusturarak  yiizey filmi  olusturma kapasitesinin
artmasindandir [8-10] .

Sonug olarak, mevcut bakteri varliginin tespit edildigi
yontemlere alternatif olarak daha basit bir yontem
gelistirilmeye ¢aligilmistir. Gelecek ¢aligmalarda daha fazla
sayida giimiis ve bakir yiizeyi kullanilarak elde edilen
sonuglara gore farkli gruplar arasinda anlamli farklilik
olusturup olusturmadigina gore istatistiksel olarak
degerlendirilecektir.
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