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Kulttr ve Mikroskopi

e Kiltir ve mikroskopik vyaklasim, enfekte edici

ajanlarin tespiti icin en yaygin stratejidir

* Bu yontemlerin temeli mikroorganizmalarin bir

buyume ortaminda kultirlenmesi ve ardindan

ciplak gozle veya mikroskop altinda

gozlemlenmesine dayanir




Enfeksiyon tanisi
mikroorganizmanin

Boyutuna

Kaltur

Sekline

Yontemi

Olusturdugu koloniye

Koloni rengine gore degisir.




L Besiyerleri

e &

= Canli ve cansiz ortamlar olarak ikiye
ayrilirlar.

= Canh ortamlar; olarak siklikla hlicre
kultdrleri, embriyonlu yumurta ve deney
hayvanlarindan yararlaniimaktadir.

= Cansiz ortamlar; genellikle bakterileri
izole etme, Uretme, ayirici tani
gapabilmede kullanilan sivi veya kati
esiyerleridir.




L Genel Kullanim Besiyerleri

K
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= Ozel Besiyerleri

= Uremeleri giicliik gdsteren bazi

mikroorganizmalarin Uretilmeleri icin
hazirlanan besiyerleridir.

= daha kompleks yapidadirlar.
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Secici (selektif) besiyerleri:

= Uretilmesi istenen mikroorganizmayi
baskilamayan ancak, normal flora gibi diger
mikroorganizmalarin dremesini inhibe eden
secici antimikrobik maddeler yer almaktadir.

= =rnegin, kolistin nalidiksik asitagar (CNA)
besiyeri; Gram negatif mikroorganizmalarin
uremesini inhibe ederken, Streptokoklarin
uremesini etkilememektedir.
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Mikroskopi

e Kultur gerekmeksizin,
kan, idrar, balgam
ornekleri direkt olarak
mikroskopta
incelenebilir




Seroloji

ELISA

Absorption
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Molekuler Yontemler

* Son vyillarda, PCR metodu bulasici hastaliklarin
teshisi icin patojenlerden RNA veya DNA'nin

buyutulmesi icin yaygin olarak kullanilmaktadir.

e Tek bir hedefli DNA dizisini 1 saatte 1 milyon kat ile

tespit edebilir.



Polymerase Chain
Reaction (PCR)

PCR is widely used for the
identification of microorganisms.

Sequence specific primers are
used in PCR for the amplification
of DNA or RNA of specific
pathogens.

PCR allows for the detection even
if only a few cells are present and
can also be used on viable
nonculturables.

The presence of the appropriate
amplified PCR product confirms
the presence of the organisms.
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Dezavantajlar

* Birincisi, testler zaman alicidir ve bu
belirgin bir olumsuz 6zelliktir. Kultar ve
mikroskopi yontemine gelince, birincil
testler 2-3 gun surebilir ve son test teshis
sonuclarini dogrulamak icin 7-10 glin
surebilir.




 Ornekler tespit edilemez olabilir veya
yanlis-negatif sonuclara yol acabilir.

* Ek olarak, karmasik ve pahali islemlerin
Dezava ntajla r gereksinimleri, yuksek maliyet, dusuk

tasinabilirlik ve potansiyel capraz
kontaminasyon bu geleneksel teshis
yaklasimlari icin diger tipik
sinirlamalardir.




Tanida Kullanilan Yontemler ve
Sinirlamalar

Table II. Diagnostics tests for infectious diseases in developing countries and their limitations.*

Disease

Diagnostic test

Limitations

Acute respiratory
infections (ARIs)

Acquired
immunodeficiency
syndrome (AIDS)

Diarrheal diseases

Malaria

Tuberculosis (TB)

Visceral leishmaniasis

Blood/sputum culture

—Serology (antigen/antibody detection); detection by
PCR amplification of the LTR region of gag gene,
env gene, and pol gene

—Microscopy stool culture

Blood film; antigen detection (dipstick); antibody
detection (ELISA and Rapid)

Sputum microscopy; pathogen solid and liquid culture;
Tuber skin test; PCR-based Gene Xpert

Direct agglutination test (DAT); serological field test;
microscopy/culture of spleen or bone morrow cells

—Culture is time-consuming and costly and results are highly
dependent on stringent transport conditions to maintain specimen.

—Requires constant supply of reagents, well-maintained equipment,
and adequately trained staff.

High rate of false negative and positives.

—PCR cannot be performed during the HIV incubation period.

—Nucleic acid amplification technologies (NAAT) such as PCR are
expensive and may produce many false positives due to
contamination

Microscopy requires well-trained and supervised technologists.

—Pathogen culture is time-consuming and costly.

Rapid tests help to control disease spreading but have high false
positive rates.

Microscopy requires experts and well-trained staff. Antibody tests,
Tuber skin test (tuberculin) may produce false positive result due
to allergic reactions.

Bone morrow sampling is painful and invasive.




Nanotani

 Nanotani (nanodiagnostik) tanisal uygulamalarda
nanoteknolojinin kullanimi olarak

tanimlanmaktadir.

* Nanodiagnostiklerin, bir cok hastaligin yuksek
duyarlilikla ve erken tanisinda énemli bir role sahip

olacagi disunulmektedir.



Nanotani

* Nanoyapilarin yiiksek yilizey / hacim orani, tespit
sonuclarinin hassasiyetini artiran cok sayida hedef
molekdlin platform ylzeyine tutunmasina imkan
saglamaktadir.

* Nanomalzemelerin veya nanoyapilarin  sahip
olduklari ozellikler hastalardan vyalnizca cok az
miktarda numune kullanilarak hizhh ve gercek
zamanh algilama kabiliyetine sahip nanotani
platformlarinin gelistirilmesine onculuk eder.




Enfeksiyonlarin
Tanisinda
Nanopartikuller

Dlsuk maliyetli

Uygulamasi kolay
Cok az miktarda ornekle (kan, idrar,
balgam vs.) calisabilir




Enfeksiyonlarin Tanisinda
NanopartikUller

 Floresan ozellikli
3 grup nanopartikuller

altinda e Metalik nanopartikiller
toplanabilir: ° Manyetik
nanopartikuller
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Floresan Ozellikli Nanopartikiller

(Quantum dots)

Kuantum noktalari,
fotostabilite, yuksek kuantum
verimi ve parlaklik gibi bircok
onemli 6zellige sahip 1-10 nm
boyutlarinda yari iletken
floresan nanoyapilardir.

Kuantum noktalarinin
flioresans fonksiyonlari,
boyutlarindaki ve
kompozisyonlarindaki
degisikliklerle kolayca

ayarlanabilir.




Quantum Dots
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Figure | Schematic illustration of the detection of HBsAg using QDNBs for the diagnosis of hepatitis B.

Notes: Reprinted by permission from Zhang P, Lu H, Chen |, Han H, Ma W. Simple and sensitive detection of HBsAg by using a quantum dots nanobeads based dot-blot
immunoassay. Theranostics. 2014;4(3):307-315. Copyright © 2014 Ivyspring International Publisher. Creative Commons license available at: https://creativecommons.org/
licenses/by-nc/4.0/legalcode.*

Abbreviations: Ab, antibody; EDC, |-ethyl-3-(3-di-methylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride; HBsAg, hepatitis B surface antigen; PVDF, polyvinylidene difluoride;
QDs, quantum dots; QDNB, quantum dots nanobead; UV, ultraviolet.



Quantum Dots Goruntuleme
Basamakalri

Kuantum dotlarin icerisine pek cok kuantum parcacik
yerlestirilebilir ve gelen floresan sinyalin siddeti arttirilabilir.

Kullanilacak porlu membranlarin icerisine enfeksiyon stipheli
ornek damlatilarak immobilize edilir

Daha sonra bu membranlar yuzeyi antijene spesifik antikor
ile konjuge edilmis kuantum dotlar ile inkiibe edilir

Daha sonra floresan 6zellikli quantum noktaciklar UV 1s1k
altinda incelenir.




Metalik Nanopartikiller

 Tani uygulamalarinda en cok kullanilan metalik

nanoparcaciklar, altin ve gumus

nanoparcaciklaridir. Bu metalik nanopartikiller,

elektromanyetik radyasyonla uyarildiklarinda yogun

absorpsiyon yayabilir.



Altin Nanopartikulleri

 Altin  nanopartikllleri, genellikle
tuzlar  gibi basit reaktiflerin
eklenmesi ile agrege olduktan sonra
gorunur 1sik altinda kirmizidan mora
renk degisimine ugrar.

* Bu durum altin nanopartikillerin
tanida kullanilmasina yardimci olur




Altin

Nanopartiktlleri

Enfeksiyon hastaliklarin tanisinda altin
nanopartikulleri 3 farkli sekilde
kullanilabilir:

1. Tek zincirli DNA’lar ile hibridizasyon
sonrasi biyolojik drneklerde spesifik
nikleik asit sekanslarinin tayini

2. Yiizeyinin antikorlar ile kaplanmasi
sonucunda fonksiyonellesmis nanoproblar
olarak antijen tanisinda kullanim

3. Sinyal arttirici olarak Raman
spektroskopisine katilim




Visual detection of Brucella in bovine biological samples using DNA-activated
gold nanoparticles

Fig 1

Schematic representation of the visual detection of Brucella based on salt induced aggregation.

a) positive reaction; and b) negative reaction. After hybridisation of the AuUNP-probe with the specific DNA (positive sample), the negative charge surrounding the AuNPs is
increased. After adding salts (here HCI), the negative charges surrounding the unhybridised AuNP are neutralised resulting in the aggregation of AuNP (change to purple

colour), whereas in the case of a positive sample (with more negative charge), the negative charges are not neutralised completely resulting in the non-aggregation of
AUNP (the colour remains red).
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Fig. 1 Au-nanoprobe assay
method. After DNA purification
from clinical samples, the Au-
nanoprobe method can be di-
rectly applied to the isolated
DNA or to an enzyme mediated
amplified product. The method
relies on visual comparison of
test solutions before and after
salt-induced Au-nanoprobe
aggregation. Blank, Au-
nanoprobe alone; Neg, negative
sample in the presence of non-
complementary DNA/RNA;
Pos, positive sample in the
presence of complementary
DNA/RNA; SNP/Mut, in the
presence of DNA harboring
SNP or single point mutation
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Altin Nanopartikillerin
Fonksiyonellesmesi

e Altin nanopartikullerinin .
fonksiyonellesmesi icin drugs
ylUzeyine antikorlar veya
cesitli biyvomolekduller antibodies 2./ ShRNA
baglanir ve enfeksiyon vy |
ajaninin membran
disinda yer alan spesifik sRNA. g
antijenleri tanimasi S proteins
beklenir Fluoresge;t dyes




Lateral Flow Kitler

* Bu sistemde, test kiti Uc¢ reaksiyon bdlgesine
sahiptir. Birinci kuyucuk hedef antijenle reaksiyona
girecek antikorlari icerir.

* Bu antikorlar altin partiktlleri ile baglanmistir. Sivi
formdaki ornek bu kuyucuga eklenir eger 6rnekte
aranan organizma varsa antikorlarla reaksiyona
girecektir.

* Olusan kompleksler kapiller hareket ile ikinci
bolgeye lateral olarak yigilacaktir.



Lateral Flow Kitler

e [kinci bdlge, hedef antijen ile reaksiyona girebilecek
sekilde duzenlenmis ikinci bir antikor grubu icerir. Eger
aranan  mikroorganizma  Ornekte varsa olusan
kompleksler bu ikinci antikor grubunca kaplanacaktir ve

birinci antikor grubunun renk partikilleri ile kapl

olmasindan dolayi kirmizi bir cizgi hatti olusacaktir.

Fazla antikorlar Uclincli bolgeye vyigilmaya devam

edeceklerdir.



Lateral Flow Kitler

 Uclincli bolge ilk antikorlar ile reaksiyona girebilen
diger bir sekonder antikora sahiptir. Boylece lGc¢luncu

bolgede ikinci bir kirmizi hat olusacaktir.

e Bu cizgive “kontrol” cizgisi denilmektedir ve

sistemin calistigini gostermektedir
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Lateral Flow Kitler

MaxSignal® Salmonella Test Strip Kit
Negative Positive

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated to Test Line Control Line
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RAMAN SPEKTROSKOPISI

Lazer Raman Spektroskopisi

v'Molekuller ile etkilestirilen
Isigin  kaynagl olarak son
yillarda genellikle lazer taru
kaynaklar kullanildigindan bu
yonteme Lazer Raman
Spektroskopisi adl da verilir.




Dayandigi Temel

v Ornek molekdllerinin  gucli  bir lazer
kaynagiyla isinlanmasiyla sacilan 1sinin
belirli bir acidan Oolcumune dayanmaktadir

(Meurens, 2003).

v Raman spektroskopisi molekuliin
polarliginin degismesi uzerine
Kurulmustur
(Glindiiz 2002).

| —



Rayleigh Saciimasi (G6nderilen 1smnla aym
7 dalgaboyunda)

/ Raman Sagimas: (Yeni Dalga boyu)




v" Rayleigh sacilmasi (Gonderilen isinla ayni dalga

boyunda): Elastik saciima olayi
_JRaman sacilmasina goére 104 - 105 kez daha siddetli
bir sacilmis 1sik olusur. Ancak Rayleigh saciimasi
tek bir pik verir ve titresim gecisleri hakkinda bilgi
vermez.
v Raman sacilmasi: Elastik olmayan sagiima olay!

Sagilan 15m

Rayleigh Sagilmasi (Gonderilen 15mla aymi
7 dalga boyunda )

/ Raman Sacilmas: (Yeni Dalga boyu)




Raman Aktif Molekuller

v Raman saclimasinin spektroskopik
incelenmesi ile molekullerin titresim ener;i
duzeyleri hakkinda bilgi edinilebilir.

v'Bir titresimin Raman aktif olabilmesi igin,
molekuliun kutuplagabilirliginin titresimsel
hareket sirasinda degisim gostermesi
gereKir.




Bir Raman Pikinin Siddetine
Etkili Faktorler

] Molekiiliin polarize olabilme 6zelligine,
J Kaynagin siddetine ve

J Aktif grubun konsantrasyonuna baghdir
(Skoog and West, 1981).

o



Yizeyi Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS)

 Yizeyi Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)
diger metallerin yani sira altin veya gimdis gibi nano
Olcekli metal yuzeyleri kullanarak Raman sinyallerini

yukselten bir yontemdir.

* Bu metalik nanosistemlere plazmonik nanopartikiller

denir ve yontemin hassasiyetini artirarak lazer 1sigina

maruz kaldiklarinda spesifik optik 6zellikler gosterirler.



Yizeyi Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS)

e Altin ve guimuls gibi soymetallerin nanometre
boyutlarindaki ylzeylerinde bulunan molekil veya
molekiler yapilardan gelen foton sacilmasini 10 e

kadar zenginlestirmektedir.

* Bu seviyedeki hassasiyet floresan teknigi ile yarismakta

ve diger bir cok spektroskopik teknige ustlinlik

saglamaktadir.




Yizeyi Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS)

Proteinler

Nukleik Asitler

Ve hatta tum patojen hakkinda
detayli yapisal bilgi saglamaktadir




Yuzeyi Zenginlestirilmis
Raman Spektroskopisi (SERS)

SERS kisaca molekul kaynakli Raman sinyal siddetinin arttirilmasi temeline

dayanan bir tekniktir.

SERS’te sinyal siddetinin artmasi i1sik ile metal arasindaki elektromanyetik

etkilesimler ve uyarilmalar ile meydana gelen plazmon rezonanslar sonucu

ortaya cikmaktadir.

Bu durumdan vyararlanilabilmesi icin molekiller ya metal vylzeye

adsorplanmis olmali ya da ylizeye cok yakin olmalidir (10 nm<)




Vv 2 sekilde olabilir:
Uzeyi
Zenginlestirilmis

Raman

Spektroskopis e Etiketlenmis SERS
(SERS)

e Serbest SERS




nanoparticles/surface SERS tags

Raman reporter
molecules

¢ Antibodies

* Etiketlenmis SERS’te
metalin yuzeyi
monoklonal
antikorlarla,
aptamerlerle ya da
ktcuk biyolojik
molekullerle
kaplanmistir.

Label-free SERS

Etiketlenmis SERS




Label-SERS

 Label SERS functionalized with monoclonal
antibodies incorporating different kinds of
nanoparticles, such as silver or gold, have been
proposed for the detection of different types of
bacteria, such as Salmonella and Staphylococcus
aureus among others. Monoclonal antibodies with
a high recognition capacity to target a specific
surface protein of bacteria are used



Etiketsiz (Serbest) SERS

* Enfeksiyon ajanlari  SERS substratlarini iceren

platforma adsorbsiyon yoluyla tutunurlar

* Isima sonrasi olusan spektrum kaydedilerek bakteri

varlig tespit edilmeye calisilir.
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Etiketli ve Serbest SERS
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SERS Spektrumu

MEASUREMENT AND CULTURE SERS SPECTRA:
CONDITIONS:
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Measurement time: up to 30 min Raman shift (cm™)
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Manyetik Nanopartikiller

* Manyetik nanopartikillerin ytzeyin antikorlar ile
kaplanabilir

* Nanopartiktl-antikor konjugatlari bakterileri
yakalayabilirler.

* Ortam  disaridan  manyetik alana  maruz
birakildiginda tanisi konmak istenen bakteriler
diger bakterilerden ayristirilirlar.

e Bakteri varligi daha sonra SEM, TEM veya floresan
mikroskop yoluyla tespit edilir.




Manyetik Nanopartikuller

X Antibody-Functionalized
Magnetic Nanoparticle
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