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Ozet: Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica), Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olan
Yersinia cinsi’ne ait, en yaygin goriilen gida kaynakli zoonotik patojenlerden tigiinciistidiir.
Havyan diskisi ile kontamine olan Kirli sular ile veya enfekte hayvan ile iletisimin bir sonucu
olarak, insanlarda enfeksiyona sebep olabilir. Diisiik sicakliklara dayanabilme 6zelligi sayesinde,
buzdolabinda bulunan yiyeceklerde de iiremeye devam edebilmektedir. Bu sebep ile patojenin
hizli ve hassas tespiti saglik agisinda Onemlidir. Bu calismada, elektrokimyasal sistem
kullanilarak, Y. enterocolitica’nin tespiti igin altin nanopartikiil ile giig¢lendirilmis bir
immiinosensoriin - gelistirilmesi  hedeflenmistir. Caligmada ticari olarak temin edilen Y.
enterocolitica pozitif kontrol ve antikor kullanilmigtir. Standard sandvich assay kullanilarak
sensdr yiizeye uygulanan immiinoassay ile en diisiik tespit limiti 102 cfu/ml, altin nanopargaciklar
ile gliclendirilen antikor sensorii ile 37 cfu/ml Y. enterocolitica tampon ¢ozelti igerisinde tespit
edilebilmistir. Immiinoassay’in 6zgiilliigii, antikora 6zgiil olmayan antijenlerin ¢apraz reaksiyon
orani ile tespit edilmistir. Bu ¢aligma da, standard sandvich assay ve altin nanopartikiiller ile
giiclendirilmis sandvich assay prensibi gelistirilmis ve Y. enterocolitica’min tespiti igin
kullanmigtir. Bunun ile birlikte, antikor tabanli bir enzimatik sensor de, altin nanopargaciklarin
Olcim duyarliligina etkisi belirlenmistir. Calismada 6l¢iim icin elektrokimyasal sensor cihazi
kullanilmis  olup, Y. enterocolitica’nin tespitinde kullanilan immiinosensér birgok
elektrokimyasal biyosensor ile birlestirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Patojen tespit, antikor, biyosensor, altin nanopartikiil, Yersinia
enterocolitica.

Development of Gold-nanoparticle Enhanced Biosensor Applications for Yersinia
enterocolitica Detection

Abstract: Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica) is the third most common foodborne
zoonotic pathogen belonging to the genus Yersinia which is the member of the
Enterobacteriaceae family. It can cause infection in humans as a result of water contaminated
with caviar feces or as a result of communication with the infected animal. With its ability to
withstand low temperatures, it can continue to reproduce in food in the refrigerator. Therefore,
fast and sensitive detection of the pathogen is important for health. In this study, it was aimed to
develop an immunosensor reinforced with a gold nanoparticle for the detection of Y.
enterocolitica using an electrochemical system. Commercially available Y. enterocolitica positive
control and antibody were used in the study. Limit of detection was detected 10? cfu/ml using
standard sandwich assay and 37 cfu/ml using gold nanomaterial-amplified antibody sensor. The
specificity of the immunoassay was determined by the cross reaction rate of non-antibody-specific
antigens. With this study, normal and gold-nanoparticle amplified sandwich assays were
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developed and used for the detection of commercial Y. enterocolitica. In addition, the effect of
gold nanoparticles on measurement sensitivity was determined in the antibody based enzymatic
sensor. In the study, electrochemical sensor is used and the immunosensor used in the detection
of Y. enterocolitica can be combined with many electrochemical biosensors.

Key words: Pathogen detection, antibody, biosensor, gold nanoparticle, Yersinia enterocolitica.
1. Giris

Gram negatif, basil seklinde bir bakteri olan Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica),
yersiniosis ad1 verilen zoonotik bir hastaliga yol acar [1]. Gida kaynakli Y. enterocolitica
enfeksiyonlar1 insanlarda onemli bir halk sagligi sorunu olup, Avrupa birliginde en
yaygin gdriilen {iiincii gida kaynakli zoonoz hastalik olarak bilinmektedir [2]. Insanlarda
Y. enterocolitica enfeksiyonlarinin ¢oguna ¢ig veya az pismis kontamine domuz eti
tilkketimi, nadiren kontamine ¢ig siit veya aritilmamis su neden olabilmektedir [3]. Bu
patojen insandan insana bulasabildigi gibi, enfekte hayvan veya hayvan diskilarindan da
bulagabilir. Y. enterocolitica 0°C altindaki sicakliklar da bile biiyliyebilen bir
mikroorganizma olup, 0-4°C sicaklikta depolanan gida iiriinlerinde Y. enterocolitica nin
biiyiime gosterdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Tudor ve ark. (2008), 4 giin igerisinde
soguk kosullarda saklanan sigir eti lizerinde 2 log cfu/ml kadar artan hiicre sayisi tespit
etmiglerdir [4]. Amin ve Draughon (1987) ise ayn1 kosullarda pastorize siitte 1-3 log
cfu/ml olan bakteri sayisinin 7 giin igerisinde 5-7 log cfu/ml’ye yiikseldigini
bildirmislerdir [5]. Bu sebep ile bu bakterinin gida iiriinlerinde veya enfekte bireylerin
viicut stvilarinda hizli ve dogru olarak saptanmasi olduk¢a dnemlidir [1, 6].

Y.enterocolitica’nin tespitinde kullanilan gesitli yontemler bulunmaktadir. Geleneksel
yontemler hala en yaygin kullanilan yontemler olup, mikroskobik tani, biyokimyasal ve
serolojik testleri i¢inde barindirir [7, 8, 9]. Ancak geleneksel yontemler, zaman alict
olmasi, karmasiklig1 ve diger bulasici hastaliklarla capraz reaksiyon verebilme durumu
sebebi ile, molekiiler teknikler yayginlagmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hizli
ve duyarli bir teknik olmasma ragmen maliyeti, nisbeten daha karmasik olmasi ve
tecriibeli uzman gerekliligi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir [10, 11]. Biyosensor
teknolojisi, kullanilan 6rnegin mikrolitre araligi, kisa zaman almasi ve hassasiyeti sebebi
ile son yillarda diger tekniklere alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir [12]. Patojen
bakterilerin tespitinde sensor teknolojilerinin uygulamalar1 yaygin olmasina ragmen, Y.
enterocolitica’nin tespitinde biyosensodrlerin kullanimi iizerine yapilan ¢alisma sayisi
oldukea sinirlidir [6, 13-16]. Literatiirde var olan Y. enterocolitica tespiti tizerine yapilan
uygulamalar da geleneksel sensorlerin en yaygin kullanilan altin nanopargaciklar (AuNp)
ile birlestirilmesi lizerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Oysa ki nanomalzemeler,
sensoriin tekrarlanabilirligini, 6zglinliigiinii ve hassasiyetini artirir [6].

Altin nanopartikiiller, kendilerine 6zgii kimyasal ve fiziksel nitelikleri sayesinde, en ¢cok
tercih edilen nanomateryallerden birisidir [17]. Enzimler, antikorlar, bazi polimerler ve
DNA zincirleri altin nanopartikiillerin aktivitelerini etkilemeksizin yiizeylerine baglanma
saglayabilmektedir. Calismada da kullanilmis olan sandvich tipi immiinoassayler de
enzim ile isaretli tespit edici antikor, nanopartikiil ile baglanarak yiizeye immobilize
edilir.

Bu caligmada, standart sandvich assay ve altin nanopartikiil ile giiclendirilmis sandvich
assay prensibi gelistirilmis ve ticari olarak temin edilen Y. enterocolitica’nin tespiti
amacli kullanilmistir. Bunun ile birlikte, antikor tabanli enzimatik sensor de, altin
nanopargaciklarin o6l¢iim duyarliligina etkisi belirlenmistir. Calismada microfluidik
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tabanli bir elektrokimyasal sensor kullanilmis olup, Y. enterocolitica’nin tespitinde
kullanilan immiinosensor bir¢ok elektrokimyasal biyosensor ile birlestirilebilir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyaller ve reajenler

Monoklonal anti-Y. enterocolitica antikoru BioRad (Almanya)’dan ticari olarak satin
alindi. Peroksidaz isaretli tespit antikoru BacTrace® (USA)’dan satin alindi. Is1 ile
oldirilmiis Y. enterocolitica, Escherichia coli ve Salmonella spp. pozitif kontroller
SeraCare Life Science (USA)’dan satin alindi. Fosfat tamponlu tuz tabletleri (PBS, 0.01
M fosfat tamponu, 0.137 M sodyum kloriir ve 0.0027 M potasyumkloriir, pH 7.4),
merkaptoundekanoik asit (MUDA), merkaptoetanol, N-hidroksisiiksinimit (NHS),
etanolamin, analitik smif etanol, horseradish peroksidaz (HRP), 3,3, 5,5-
tetrametilbenzidin (TMB) Sigma Aldrich (Poole, Ingiltere)’den satin alinmustir. 1-Etil-3-
(3-dimetilaminopropil) —karbodiimid (EDC) Thermo Scientific’den satin alindi. Altin
nanopartikiiller (40 nm) BBI International’dan (Cardiff, Ingiltere) temin edildi. Milli-Q
saf su cihazindan ultra saf su (18 M cm-1) elde edildi (Millipore Corp., Tokyo, Japonya).
Elektrokimyasal 6l¢iim TUBITAK/Bilgem tarafindan gelistirilen elektrokimyasal sensor
cihazi ile yapildi. Olgiimde PC Trace Emstat programi ve cihaza dzgiin sensdr ¢ip
kullanild1 [6, 19] (Tiibitak, Tiirkiye).

2.2. Sensor yiizeyin temizlenmesi ve hazirlanmasi

Sensor ¢ip iizerine, tek tabaka kendiliginden biriken molekiiller (self-assembled
monolayer, SAM) olusturulmadan &nce, elektrot yiizeyleri azot plazma ile temizlendi
[19]. Sensor cipler 2mM MUDA (%100) da 1 gece bekletildi. Elektrot dizileri
kurutulmadan 6nce %70 ethanol ve su ile yikandi, kurutuldu, vakumlu paketleme yapildi
ve kullanilana kadar +4°C’de saklandi.

2.3. SAM kapli sensor c¢ipin Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) yontemi ile
karakterizasyonu

Higbir islem gérmemis, yalin halde bulunan sensor yiizey, SAM kapli sensor yiizey ve
antikor ile kaplanmis sensor yiizeylerin her biri atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak
goriintiilendi (Nanosurf, Isvigre). Ticari olarak satin alinan AFM problart (NCLR) AFM
Ol¢iimiinde kullanildi.

2.4. Sensor yiizeye antikorun kaplanmasi ve standart sandvich assay

Altin kapli sensor ¢ip iizerine kaplanan birincil antikor, Y. enterocolitica bakterilerini
yakalayan bir ylizey tutucu olarak kullanilir. Enzim isaretli ikincil antikor ise, sensor
sinyalin yiikselmesi i¢in kullanilan bir tespit antikorudur. Anti-Y. enterocolitica
antikorunun altin kapl ylizeye baglanabilmesi i¢in 6ncelikle sensor ylizey PBS (pH:7.4)
ile temizlendi ve her agsamanin arkasindan, bir sonraki asamaya gecmeden sensor yiizey
PBS tampon ile yikandi. Yiizeye, antikorun kovalent baglanabilmesi i¢in EDC (0.4M) ve
NHS (0.1 M) 1:1 oraninda karstirilarak ¢ip iizerinde bulunan ¢alisma elektrotlarinin
yiizeyi kaplandi. 2 dakikalik bekleme siiresinden sonra, ylizey PBS tampon ile yikandi.
NaAc (pH: 4.5) tampon igerisinde seyreltilen 50 pg/ml birincil antikor sensor yiizey
tizerinde 5 dakika siire ile inkiibe edildi. Yiizey, PBS tampon ile kalintilardan
arindirildiktan sonra, 100 pg/ml BSA soliisyonu ile, antikorun baglanmadigi bolgeler
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kapatildi ve son olarak 1 M etanolamin ile islem sonlandirildi (pH:8.5). Antikor baglanan
sensor yiizey iizerine ticari olarak satin alman 6.23x10® cfu/ml konsantrasyon da Y.
enterocolitica bakterisi her set de konsantrasyonu azaltilarak sensor yiizeye gonderildi.
Seyreltme direk PBS tampon igerisinde gergeklestirildi. Bakteriler birincil antikora
tutunduktan sonra, enzim ile isaretli tespit antikoru sensor yiizeye gonderildi. HRP
enzimine 6zel TMB substrat1 ile yiizey kaplanir kaplanmaz sensor ¢ip elektrokimyasal
sensOr cihazina yerlestirildi. Amperometrik 6l¢iim -1.0 V’da 300 saniye siire ile gergcek
zamanli olarak alind1. Ol¢iimden sonra sensor yiizey HCL (0.1 M) ile 1 dakika siire ile
yenilendi ve bakterinin farkli konsantrasyonlarinin tespiti i¢in hazir hale getirildi. Sekil
1’de sensor ylizey iizerinde standard sandvich assay metodu sematize edilmistir.

SS==] =l ; " Sinyal
TMB
— HRP
Tespit
antikoru
Birincil antikor
Sensor cip

¥ enterocolitica

Sekil 1. Standard assay kullanilarak Y. enterocolitica nin tespiti i¢in gelistirilen antikor temelli sensor
prensibi

2.5. Altin nanopartikiil ile gii¢lendirilmis sandvich assay

Birincil antikorun yilizeye baglanma islemi standart sandvich assay ile aym sekilde
yapildi. Sensor ylizeye, patojen gonderildikten sonra tespit antikorunun tutturuldugu altin
nanoparcaciklar ile calisma elektrotlarinin yiizeyi kaplandi ve -1.0 V’da 300 saniye siire
ile gercek zamanli olarak 6l¢iim alindi. Sekil 2°de altin nanopargaciklar ile gli¢lendirilmis
sandvich assay modeli sematize edilmistir.

> HRP

Y.enterocolitica . I - Tespitantikoru
> Birincil antikor

Senstr Cip

Sekil 2. Y.enterocolitica’nin tespiti i¢in altin nanoparcaciklar ile gliglendirilmis immunosensor prensibi
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Altin pargaciklar ile tespit antikorunu birbirine baglamak igin, 40 nm ¢apinda 1000 plt
AuNP (Altin nanopartikiil) tizerine 5 pl (0,2 M) NaOH eklendi ve karistirildi. 1.5 pl tespit
antikoru ve 2 pul HRP (1 pg/ml) AuNP iizerine eklendi ve 45 dakika 600 rpm’de karanlik
ortamda karistirildiktan sonra 30 dakika 1000 rpm’ de, +4 derecede santrifiijlendi.
Santrifiij sonunda siipernatant ortamdan uzaklastirildi ve pellet 40 ul BSA ve 60 ul PBS
(10 mM) c¢ozeltisi ile ¢ozildii. AuNP c¢ozeltisinin 525 nM dalga boyunda
spektrofotometre de dl¢iimii yapildi ve OD degeri dikkate alinarak hesaplanan seyreltme
faktoriine gore seyreltildi [20].

3. Bulgular

3.1. Y. enterocolitica’nin tespitinde standart sandvich assay analizleri

PBS tampon icerisinde dlgiilebilen Y. enterocolitica araligmin 6.23x108 ile 102 cfu/ml
oldugu saptandi. 10 nin altindaki konsantrasyonlar da tekrarlanabilirlik gdzlenmedigi ve
amperometrik degerin 50 nA altina diismesi sebebi ile en diisiik tespit limitinin 102 cfu/ml
oldugu saptandi. Sekil 3(A)’da Y. enterocolitica konsantrasyona bagli ger¢cek zamanli
amperometrik 6l¢iim sensogrami, Sekil 3(B)’de ise, konsantrasyonlara bagli logaritmik
regresyon analizi verilmistir.

500

500 -

Akim{na)
-1000

100 ofusml ¥
enterocoliica

-1500 4

-2500 - 6.23x10°8 ofyml

¥ anterocotica
it

-3000 -

Zaman [=n)

Sekil 3(A). Y.enterocolitica’nin standart sandvich assay ile ger¢ek zamanli amperometrik 6lgiim
sensogrami
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Sekil 3(B). Konsantrasyon degisimine bagli olarak elde edilen tiim sonuglarin logaritmik regresyon analizi

3.2. Y. enterocolitica’min tespitinde altin nanopartikiil ile giiclendirilmis sandvich
assay analizleri

PBS tampon igerisinde dlgiilebilen Y. enterocolitica araligmin 6.23x108 ile 37 cfu/ml
oldugu saptandi. 37°C’nin altindaki konsantrasyonlar da tekrarlabilirlik gézlenmedigi ve
amperometrik degerin 50 nA altina diismesi sebebi ile en diisiik tespit limiti 37 cfu/ml
olarak saptandi. Sekil 4(A)’da Y. enterocolitica konsantrasyona bagli gergek zamanli
amperometrik 6l¢iim sensogrami, Sekil 4(B)’de ise, konsantrasyonlarina bagl logaritmik
regresyon analizi verilmistir.

Her iki deney sonucu kiyaslandiginda, altin nanopartikiillerin kullaniminin sensor
sinyalini 6nemli Olglide artirdig1 (ortalama 2 kat) goriildii. Altin nanoparcaciklar ile
giglendirilen sandvich assay sonucu sensOr yilizeyin yakalayabildigi en diisiik
konsantrasyonun 37 cfu/ml oldugu goriildii. Bu calismanin sonucunda nanopartikiil
destekli bir sandvich assayin standart sandvich assay’a oranla tespit limitini 3 kat
diistirdtigii belirlendi. Her iki deneyden elde edilen 0.9 ve iizeri regresyon analiz sonucu,
deneylerin tekrarlanabilirlik konusunda giivenilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4(A). Y.enterocolitica’nin altin-sandvich assay ile ger¢ek zamanli amperometrik 6l¢iim sensogrami
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Sekil4(B). Konsantrasyon degisimine bagli olarak elde edilen tiim sonuclarin logaritmik regresyon analizi

3.3. SAM kapl sensor c¢ipin Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) yéontemi ile
karakterizasyon sonuclar

Islem gormemis sensér yiizeyin AFM 6l¢iimii daha dnceki galismalarda yapilmis olup, 1-
1 pm genistikte 11-12 nm yiizey yiiksekligi saptanmisti [6, 19]. Y. enterocolitica’ya 6zgiil
birincil antikor ylizeye baglandiktan sonra ve bakteri yilizeyde ki tutucu antikora
baglandiktan sonra sensor yiizeyler AFM ile karakterize edildi. 3B ylizey topoloji
goriintiileri, tarama alani, antikor baglandiktan sonra 28 nm, iizerine patojen baglandiktan
sonra ise 45 nm yiikseklik ile sonuglandi. Sekil 5(A) ve (B) de sirasi ile antikor bagl
yiizey topografyasi ve antikor-antijen baglanmasi sonrasi yiizey topografyasi verilmistir.
Her kademe sonrasinda ki yiizey yliksekligindeki artig, bakteri ¢ipinin, tespit i¢in basarili
bir sekilde hazirlandigin1 dogrulamigstir.

Sekil 5. Anti- Y. enterocolitica bagli sensor yiizey topografyasi (A), antikor-antijen baglanma sonrasi
sensor ylizey topografyasi (B)

3.4. Y. enterocolitica icin ¢apraz reaksiyon ¢alismast
Deneyler de kullanilan Y. enterocolitica’ya 6zel birincil ve tespit antikorunun, antikor ile

etkilesim Ozgilinliigli olmayan bakterilere verdigi yanit, sensor yiizeyde test edilmistir.
Capraz reaksiyon deneyi icin ticari olarak satin alinan 107 cfu/ml konsantrasyon da
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Salmonella spp. ve E. coli bakterileri kullanilmistir. Y. enterocolitica’ya 6zgiil antikor
kapli sensor yiizeyde her iki patojen ayri ayr1 bekletilmis ve amperometrik Ol¢iim
sonuglarmin 50 nA- 100 nA arasinda oldugu ve buna bagli olarak da standard sandwich
assay i¢in ¢apraz rekasiyonun %2,1 oraninda oldugu tespit edilmistir. Capraz reaksiyon
i¢in se¢ilen mikroorganizmalar Y. enterocolitica ile ayn1 enterik patojenler sinifinda yer
altyor olup, antikorun 6zgiilliigii ¢apraz reaksiyon deneyleri ile dogrulanmustir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Gliniimiize kadar Y. enterocolitica’nin tespitinde PCR, ELISA ve gelencksel tespit
yontemleri (mikroskobik, biyokimyasal ve serolojik) siklikla kullanilmaktadir. Son
yillarda, SPR sensor ile Y. enterocolitica’nin tespiti iizerine yapilan ¢alismalar da
mevcuttur (13,14). Tiim ¢alismalar degerlendirildiginde, bunan tespit limitlerinin 10- 10°
cfu/ml arasinda oldugu saptanmistir. Oh ve ark. (2005) SPR sensor kullanmislar ve Y.
enterocolitica i¢in en diisiik tespit limitini 102 ¢fu/ml bulmuslardir. Bu deger, ¢alismada
kullandigimiz standard sandvich assay sonucunda elde ettigimiz en diisiik tespit limiti ile
benzerdir. Ancak 37 cfu/ml en diisiik tespit limiti ile altin-nanopartikiiliin kullaniminin Y.
enterocolitica’nin tespitinde ki onemi, bu ¢aligma ile gosterilmistir. Son yillarda, sensor
yiizeyde altin parcaciklar ile gli¢lendirilmis antikor veya DNA temelli sensor ¢aligmalari
mevcut olup, bu ¢alisma en sik goriilen ti¢iincii patojen olan Y. enterocolitica’nin tespitin
de altin nanopargaciklarin kullanildigr ilk ¢alismadir.

Sensorler hizli, giivenilir yontemler olup, patojenlerin tespitinde kullaniminin faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun ile birlikte, biyolojik deneylerde nanopargacik
kullanimiin deneyin etki ve giivenilirligine 6nemli 6l¢iide katki sagladigi sonucuna
varilmstir.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyani
Stimeyra SAVAS: Arastirma, Orijinal Taslak Yazimi, Aragtirma, Gorsellestirme

Destek ve Tesekkiir Beyani
Calisma da kullamlan sensér ¢ip ve elektrokimyasal sensor cihazi TUBITAK/Bilgem Biyoelektronik ve
Biyosensor Grubu tarafindan gelistirilmis olup, grupta bulunan tiim arastirmacilara tesekkiir ederim.

Catisma Beyam

Bu ¢alismanin yazari olarak herhangi biriyle bir ¢atigma beyanim bulunmadigini bildiririm.

Etik Kurul Onay1 ve/veya Aydinlatilmus Onam Bilgileri
Bu ¢aligmanin yazari olarak herhangi bir etik kurul onayir ve aydinlatilmigs onam bilgileri beyanim
bulunmadigini bildiririm.
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