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Ozet

Nanoboyutlu malzemelerin giiniimiizdeki kullanim alanlar1 giderek artmaktadir. Yapilan birgok ¢alismada nanopartikiillerin tizerine
gesitli ligantlar baglanarak hedefe yonelik gida patojenlerinin yiiksek hassasiyette teshis ve aymrim g¢alismalar siirdiiriilmektedir.
Ligant olarak nanopartikiillerin yiizeylerine, 6zel antikor modifikasyonlar: ile immiinolojik yontemler kullanilarak bakterilerin,
viriislerin ya da toksinlerin 6zgiin ve dogru bir sekilde segilimi hedeflenmektedir. Son yillarda besinlerdeki bakteri patojenlerinin
teshisi i¢in yiiksek hassasiyete sahip sensorler tiretilmistir. Gida yoluyla bulasan patojenlerin neden oldugu zehirlenmeler genellikle
siit ve siit tirlinleri, et ve et lirlinlerinin tiiketilmesi ile olmaktadir. Gida patojenleri ile kontaminasyon gida endiistrisinde karsilagilan
en onemli sorun olmakla birlikte bu organizmalarin belirlenmesinde kullanilan protokoller uzun ve yiiksek maliyetlidir. Yapilan
caligmalarda nanosensorlerin gelistirilerek bu patojenlerin hizli ve giivenilir bir sekilde algilanip tanilanmasi hedeflenmistir.
Bakterilerin hizli bir sekilde tanimlanmasi, gida giivenliginin saglanmasmin yani sira, tibbi teshis konulmasinda, ilag tiretiminde,

teror ile miicadelede de oldukga 6nemli bir yere sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, immiinosensorler, antikor

Design of Nanoscale Immunosensor for Detection of Food Pathogens

Abstract

Nowadays, the application areas of nano scale materials are increasing. In many studies the targeted diagnosis and distinguishing of
food pathogens by attaching various ligands on nanoparticles are continuing to be investigated. Specially modified antibodies and
immunologic methods are employed as ligands to select bacteria, viruses and toxins specifically and accurately to be attached to
surfaces of nanoparticles. In recent years highly sensitive sensors have been produced for diagnosis of bacterial pathogens in foods.
Poisonings caused by pathogens infecting via foods are generally caused by consumption of milk and its products, and meat and
meat products. Even though contamination with food pathogens is a frequent and important problem for food industry, the protocols
used for diagnosis of these organisms take a long time and are expensive. In conducted studies have targeted development of
nanosensors that can diagnose these pathogens quickly and reliably. Diagnosis of bacteria quickly has important applications in not

only food safety, but also in medical diagnosis, drug production, and fight against terror.
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1. Giris
Nano boyutlu biyosensorler segicilikleri, hassasiyetleri (tanima elemaninin se¢imine bagimlidir)
ve kisa siirede sonu¢ vermeleri nedenleriyle patojenik mikroorganizmalarin algilanmasinda ve

tamimlanmasinda ozellikle ilgi ¢ekmektedirler. Biyosensorler karmasik 6rnek matrislerinin analizinede
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izin verirler. Korunma saglamak amaciyla kisa siirede patojenlerin varligi konusunda uyar: veren
biyosensorler ¢evresel 6rneklerin analizindede kullanilabilirler [1, 2].
Immunosensérlerin kullanim potansiyellerini belirleyen faktorler; genel olarak antijen-antikor

reaksiyonunun spesifik ve se¢ici olmasina ve yontemin yiiksek hassasiyetine baghdir [3].

2. NanoYapilar ve Immiinosensorler

Nano 6l¢iide materyallerin kimyasal algilama, biyomedikal ve biyolojik analizlerde kullanilmas1
verimli goriilmektedir [4, 5]. Son yillarda birgok c¢aligmada yaygin bir sekilde nanomateryaller; farkl
yardime1 yapilarin, kompozitlerin ve 6zellikle gesitli sensorlerin {iretilmesinde basariyla kullanilmigtir [6].
Nano boyutlarda malzeme sentezlenmesi ve karekterizasyonundaki ilerlemeler, 1 ile 100 nanometre
arasindaki boyutlarda sekillendirilmis yapilarin bilim adamlarinca kontrollii {iretilmesini saglamaktadir.
Bu kontrollii iiretimle boyut bagimli ¢ok nadir 6zellikler elde edilebilir ve buda bir¢ok yeni teknolojinin
gelistirilmesine katkida bulunabilir [7]. Nanometre boyutlarindaki inorganik bilesikler diger maddelere
gore daha farklidirlar. Bu bilesiklere ‘“nanopartikiil” denir. 1970’lerden beri bilim insanlari,
nanopartikiilleri incelenmekte ve mnanopartikiillerin 6zelliklerini belirlemeye c¢aligmaktadir [8].
Nanomalzemelerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinde ince ayarlar yapilabilmesi ¢ok diisiik analit
konsantrasyonlarini algilayabilen nanoyapi bazli sensorlerin iiretilmesine izin vermekte ve bunlar viicut
icine girmeden dejenaratif olmayan biyolojik analizler i¢in, kimyasal ayristirmalar ve diger bircok umut
veren uygulamalar igin kullanilabilmektedirler [6].

Nanopartikiiller 100 nm’den kiiciik ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere (elektron tutucu etki, gegici
miknatishik 6zelligi, yiizey plazmon rezonansi gibi) sahip bilesiklerdir. Boyutlar1 ve bu o&zellikleri
nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegreolabilirler [9]. Fonksiyon verilebilen bu yapilari; nano
parcaciklar, nano g¢ubuklar, nano teller, nano gozenekli yapilar ve gekirdek-kabuk modelleri olarak
smiflandirabiliriz. Bazi nanomateryaller ile gesitli ligantlar yada biyoaktif gruplar birlikte kullanilarak
spesifik analitler igin segici sensdrler iiretilebilir. iki veya daha fazla cekirdek-kabuk modeli ve diger
kompozit yapili nanoyapilarin kombinasyonu ile avantajli, hassasiyeti arttiran ve yanit siliresini azaltan
sensdr Ozellikleri elde edilebilir [6]. Ozellikle altin ve giimiis partikiillerin boyutlarmin kolay kontrol
edilebilmesi, uzun siire dayanabilmeleri ve protein, niikleik asit gibi biyolojik makromolekiillerle
uyumluluklari nedeniyle etiketleme amagli olarak basari ile kullanilmiglardir [10, 11].

Son yillarda besinlerdeki bakteri patojenlerinin teshisi igin, yliksek derecede hassasiyete sahip
mikroarray tabanli sensorlerin kullanimi bu siireyi oldukga kisaltmaktadir. Biyosensorlerin ¢oklu ¢alisma
olanag1 saglamasi da bir diger avantajidir [12]. Immiinosensérler antijen ve antikor arasindaki etkilesime
ve bu etkilesimi algilamak yada 6l¢mek i¢in ihtiya¢ duyulan teknolojiye dayanir. Cok gesitli immiinanaliz
yontemleri vardir, ve bu teknikler toksikoloji ve patojen algilanmasi alanlarida dahil genis olarak

kullanilmaktadir [13].

3. Gida Patojenleri

Yiyeceklerden bulasan hastaliklar, toplum saglig1 i¢in ¢ok uzun yillardir tehdit olusturmus ve
olusturmaya devam etmektedir. Yanlizca ABD’de 1 yilda 76 milyon hastalik, 325 bin hasta yatirma ve
yaklagik 5 bin 6liim olay1 gergeklesmektedir [14]. Yiyeceklerle bulagan hastaliklar, E.coli ve Salmonella
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typhimuriumu’da igeren 5 ana patojenden kaynaklanmaktadir. Bu 5 patojenle savagmak igin alinan
koruyucu ve tedavi amagli Onlemlerin yaklagik maliyeti 2000 yili i¢in 6.9 milyar dolardir [15].
Endiistrilesmis iilkelerde gida kaynakli hastaliklar arasinda oOzellikle siit ve siit {riinlerinde
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonellaspp. degisik oranlarda tespit
edilmistir.Salmonella siit ve siit triinleri, et ve et iriinleri ile bulagsan gida zehirlenmelerine neden
olmaktadir. Salmonella spp., Listeria spp. ve S. aureus gibi patojenlerin kontaminasyonu, gida
endiistrisinde karsilagilan en Onemli sorun olmakla birlikte bu mikroorganizmalarin belirlenmesinde
kullanilan protokoller uzun ve yiiksek maliyetlidir [16].

Listeria monocytogenes; listeriozise ve hamilelerde diisiiklere sebep olan, gram pozitif, ¢ubuk
seklinde gida kaynakli bir patojendir. Gidalardaki bu tehlikesinden dolay:r L. monocytogenes tespiti ¢ok
onem tasimaktadir ancak konvansiyonel metodlar is giicii ve zaman gerektirmektedir ki buda ISO
standartlarinda 7 giin siirmektedir [17]. Fransa’da gida zehirlenmelerinde Salmonella’dan sonra ikinci
olarak en ¢ok salgina bakteriyal patojen Staphylococcus aureus neden olmaktadir. Hastalik igindeki
bakteri suslarinca {iretilen enterotoksinlerin kirlettigi gidanin tiiketilmesi ile gida zehirlenmesi ortaya
¢ikar. Cig ve pismis et ile siit ve siit Girlinleri insanlara patojen bulagsmasinin ana yollaridir [18].

Patojenik bakterilerin hizli bir sekilde tanilanmasi ve teshisi igin araglar gelistirilmektedir. Kiiltiir
yontemleri “altin” standart olarak devam etmekte, niikleik asit bazli analizler kullanilabilmekte ve tigiincii
bir yol olarak immiinanalizler tercih edilmektedir [19, 20]. Ancak immiinanalizler diger ikisine gore ¢ok
daha hizhidirlar. Kiiltiir metodlar1 24-48 saat veya daha fazla siirebilmektedir. Ornegin M. tuberculosis
gibi baz1 bakterilerin teshisi 7-14 giinliik bir siire almaktadir [21]. Bu patojenleri daha esnek ve giivenilir
sekilde hedefleyebilmek amaciyla nanopartikiillerin potansiyallerinin arastirilmast ve biyosensor

sistemlere dahil edilmesi konularinda aragtirmalar tesvik edilmektedir.

4, Bakteri Tayini I¢in Immiinosensér Modelinin Tasarlanmasi

Nanopartikiillerin optik, elektrokimyasal ve manyetik 6zellikleri teshis yontemlerinin hizini ve
basar1 oranlarini arttirabilir. Bunlarin g¢esitli konfigiirasyonlarda kullanilabilmeleri hasta bagi sistemlerin
ya da ¢ok amach cihazlarin gelistirilmelerini saglayabilir [22]. Ayrica klinik teshisi, gida analizi ve ¢evre
gozlemlemesi gibi ¢esitli alanlarda patojen bakterilerin teshis edilmesi i¢in alternatif enzim ve
immiinosensorlerin  gelistirilmesi konularinda ilerlemeler kaydedilmektedir. Enzim, nikleik asit ve
antikor gibi kullanilan biyolojik elemana bagli olarak ¢esitli biyosensorler gelistirilebilir [2].

Nano yapidaki partikiillerin boylar1 ayarlanabilir 6zelliktedir. Bu durum biyosensér liretimi i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Hedef biyolojik pargalarin yiiksek tanilama, yiiksek secicilik ve yiiksek hassasiyet ile
teshisi i¢in en uygun biyofonksiyonlu manyetik partikiil boyutlarinin belirlenmesinde iki basit prensip
kullanilabilir. (1) partikiil yiizeyinde birden ¢ok ligant bulunabilmesi ve bu sayede ¢ok yonlii
etkilesimlere izin verilmesi i¢in partikiil boyutu yeterince biiyiik olmalidir. (2) Yiiksek yiizey alani-hacim
oranlari, iyi kolloid stabilite ve yiiksek baglanma i¢in hizli hareket saglayacak kadar boyut kiiciik
olmalidir. Ornegin; proteinlerin ayrilmasinda nanopartikiillerin boyutlar1 biyomakromolekiillerin
boyutlarina yakin olmalidir. Hiicrelerin yakalanmasinda nanopartikiil boyutu 8-10 nanometre ¢apinda

olmalidir [23].
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Nanosensorler iki genig kategoriye ayrilabilirler: Hedef analitin dogrudan teshisi igin sensorler
ve dolayli teshis yapan (etiketlenmis) sensorler. Dogrudan teshis sensorleri bir biyospesifik reaksiyonu bir
kompleks formasyon ile ortaya g¢ikan fiziksel degisikliklerin Slciilmesi yoluyla aninda ve dogrudan
belirler. Dolayli teshis biyosensérlerinde, 6nceden gergeklesen bir biyokimyasal reaksiyonun ortaya

c¢ikardigi iiriinler daha sonra bir sensor tarafindan algilanir [2].

4.1. Nanopartikiillerin antikor ile fonksiyonlandirilmasi

Antikorlarglikoproteinlerin immiinoglobiilin siipergen familyasindadirlar. Bir antikor molekiilii
“Y” seklinde bir molekiil olup birbirinin aynisi iki polipeptid zincirinden olusur. Bu iki zincire hafif ve
agir zincirler denir. Disiilfid baglariyla birlestirilirler. Hafif ve agir zincirlerdeki iki degisken bolge hedef
antijenin taninmasini ve baglanmasini saglar. Bu bolgedeki aminoasit dizisi ¢ok degiskendir, bu sayede
antikorlar ¢ok sayida hedef molekiilii tanima giiciine sahip olurlar. Pratik nedenlerle immiinanaliz
uygulamalar: i¢in bazi siif antikorlar dengelilikleri, baglanma giicleri ve diisiik capraz reaksiyonlar
nedeniyle ¢ok tercih edilirler [24].

Antikorlarin kompleks bir karisimda bile 6zel antijenik bolgelere (epitoplara) yiiksek giicle
baglanmas1 ve hedefi tanimasi, antijenlerin kalitatif ve kantitatif 6lgtimleri i¢in kullanilmaktadir [24]. Bir
immiinosensoriin basariyla tasarlanmasi ig¢in uygun antikorun iretilmesi ve secilmesi zorunlu olup,
poliklonal veya monoklonal antikor se¢imi proteinlere ve goreceli maliyete bagh olarak degisecektir [25].
Bir poliklonal antikor, igeriginde ¢esitli sinif ve alt siniflardan antikor karigimlari bulunabilir ve birden
cok antijeni ya da aym antijenin lizerinde bulunan birden ¢ok epitopu taniyabilirler. Aksine bir
monoklonal antikor, sadece bir antijen tizerindeki 6zel bir epitopu tanir. Poliklonal antikorlar bakterileri
tanilamak igin tiretilirler ve bir antijeni karakterize etmek icin gesitli epitoplarla etkilesebilme yetenekleri
nedeniyle ilk immiinolojistler ve mikrobiyolojistlerce ¢ok kullanilmiglardir. Cogu ticari analiz
yontemlerinde poliklonal antikorlar kullanilir ve bunlarin analiz formati ¢okelme veya enzim-bagh
immiinosorbent analizi (ELISA)’dir. Poliklonal antikorlar monoklonal antikorlar hedef molekiilleri
yakalama ve konsantre etme bakimindan daha iistiindiir ve immiino-manyetik veya immiino-kiire bazli
yakalama i¢in kullanilmaktadir [26].

Hedefe 6zel antikorlarSalmonella, Listeria, E. coli, Clostridium, Staphylococci, Pseudomonas
gibi bakterilerin hiicrelerinin veya toksinlerinin tanilanmasi igin gelistirilirler. Hiicre tanilanmast igin 1s1
ile oldiriilmis hiicreler [27, 28], hiicresel antijenler [29], flagella gibi yiizey antijenleri [30], yiizeyde
ifade edilen viriilans proteinleri [31], hiicre duvarindaki lipopolisakkaritler [32], hiicre ylizey
antijenleri,antijen olarak monoklonal antikor tiretiminde kullanilmigtir. L. monocytogenes® e karsi 6zel bir
monoklonal antikor gelistirmek i¢in antijendeki istenmeyen epitoplar: bloke edecek bir antikor kullanarak

epitop-maskelemesi basartyla kullanilmigtir [33].

4.2. immiinosensér tasariminda manyetik partikiillerin 6nemi

Sentezlemedeki gelismelerle, 2-20 nm ¢apindaki manyetik nanopartikiillerin boyutlarinda kesin
olarak kontrol yetenegi elde edilmistir [34]. Antikorlarla kaplanan paramanyetik kiirecikler bakteriyal
hiicrelerin kompleks ¢evre orneklerinden algilanmasinda ve konsantresinde kullamlmaktadir (Sekil 1).

Paramanyetik kiirecikler ancak bir manyetik alan i¢inde manyetik 6zellik kazanir ve bu manyetik alan

61



Yegenoglu H., Ashm B., Tamer U.

kaldirildiginda manyetizmalarin1 kaybederler. Bu 6zellik sayesinde sivi siispansiyon iginde manyetik

kiirecikler hedef antijenlerle serbestce etkilesebilecek ancak Dbirbirlerine manyetik giicle
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Hedef molekiiller antibadiler Biyosensérlerin miknatis
araciliiyla tutulur. Baglanmayan yardimiyla ayrimai.

antijenler yikanir ve uzaklastirilir.

Sekil 1. Antikor kaplanmis paramanyetik kiireciklerin kompleks gevre ornegi igerisinden hedefe yonelimi ve bunlarin ortamdan
ayrimi

Nanoteknoloji ve nanobilimin  en Onemli arastrma alanlarindan birisi;  ¢esitli
mikroorganizmalarin kontrolii ve tayinidir [35]. Manyetik nanopartikiiller analitik biyokimya, saglik ve
biyoteknoloji alanlarinda protein, enzim ve diger biyoaktif ajanlarin immobilizasyonunda, gittik¢e artan,
uygulama alanlar1 bulan ve en ¢ok kullanilan materyaldir [36]. Manyetik nanopartikiiller, molekiillerin ve
spesifik  hiicrelerin  ayriminda, arindirilmasinda, tamilanmasinda  ¢esitli  konsantrasyonlarda
kullanilabilmektedirler [37].

Immiinomanyetik ayirma ile yiyecek siispansiyonu iceren matrislerden mikroorganizmalarin
%10-70" i yakalanabildigi i¢in siklikla yiyecek siispansiyonlarinin bakteri sayisini arttirmak igin 6n
zenginlestirme veya segme islemi gereklidir. Yakalanan mikroplar daha sonra besleyici/secici agar

tabakalara yerlestirilerek PCR, immiinanaliz yontemleri, flow stometri, ve kemiliiminisans uygulanir [38].

5. Immiinosensérler Ile Yapilan Biyoanaliz Calismalar

Antijen-antikor reaksiyonlari, yani bir hiicresel komponent bazli teknoloji, 6zel
mikroorganizmalar1 veya hiicresel komponentleri algilamak igin kullanilabilir. Bu tiir sistemler patojen
algilanmasi igin yararhidir ve tanimlama ic¢in de kullanilabilir. Bazi durumlarda sistemler, algilanan
hiicrelerin canli olup olmadigini ayirt edemeyebilir [39]. ELISA gibi ¢esitli patojen algilama Kkitleri
patojen tiiriine bagl olarak elde edilebilmektedir.

Cesitli karmasiklik diizeylerindeki serolojik analizler bakteri tanilamasi igin siklikla kullanilan
testlerdir. Antijen-antikor reaksiyonlari; baglanma, ¢oktiirme, renk degisimi (ELISA gibi), veya
immiinofloresans seklinde algilanirlar. Otomatiklestirilmis immiinanaliz yontemleri belirlenmis

bakterileri tanimlamak igin ticari olarak satisa sunulmus araglardir [13].

5.1. Biyoanaliz ¢alismalarinda teshis edilecek 6rnegin hazirlanmasi
Teshis siireglerinde 6zellikle kantitatif 6lglimlere gore uygun bir 6rnek almak zor bir adimdir.

Her bir tanilama yOnteminin ihtiyaglarina gére 6rnek hazirlanmasi prosediiriin dnemli bir kismidir ve bu
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nedenle son algilama 6rnegine dogru 6zellestirilmelidir. Yinede gz oniine alinmasi gereken bazi temel
gereksinimler vardir. Mikrobiyolojik incelemelerde kullanilmas: planlanan 6rnek hazirlama siireclerinin
taninabilecek hedeflerin sayisini artirirken engelleyici ya da hedefle karistirilabilecek maddelerin sayisini
azaltmalidir. Ayrica, 6rnek hazirlanmasinin kisa siirede yapilabilmesi i¢in hizli tanimlama ydntemlerinin
kullanilmasindaki avantajlart kaybetmemek gereklidir. Biiyiik miktarlarda, 6rnegin yiiksek hacimli,
analizlerle islenmesini saglamak i¢in islenecek 6rnek boyutu kiigiiltiilmelidir. PCR, ELISA, biyogipler ya
da biyosensor bazli yontemler mikro 6lgek formatinda uygulanirlar. Bu nedenle 6rnek yogunlastirilmasi
ihtiyact agiktir. Filtreleme ya da santrifiij gibi fiziksel yontemlerin yani sira manyetik partikiil bazlh
ayristirma genis sekilde uygulanarak son 20 yil iginde ¢esitli zorlu problemlerin ¢dziilmesini saglamistir

[40].

5.2. Biyoanaliz ¢alismalari icin kullanilan bazi yontemler

Hassas manyetik immiino analiz yontemlerin tasidigi ¢ok biiylik bir avantaj, ihtiyag duyulan
ornek ve ajanlarin hacmidir. Bu, 6zellikle sahada ve miimkiinse tasinabilir bir cihaz iginde hizli bir
patojen testi yapilmasi gereken durumlar i¢in faydalidir. Taginabilir teknolojilerin bulunmasina ragmen
diisiik maliyetli, hassas, elde tagmabilen cihazlarla biyolojik hedeflerin kantitatif algilanmasinda hala
zorluklar bulunmaktadir. Yakin zamanda ¢ip-iistiinde-laboratuvar, nanomanyetik partikiiller, ve kuantum
noktalar1 biyo-algilama i¢in kullanan biyosensorler basariyla gerceklestirilmigtir. Bunun anlami biyolojik
hedeflerin hizli algilanmasinin, gelecekte uygulanabilecek yiiksek hassaslikta immiin tanimayla birlikte
yiiksek etkinlikte immiinomanyetik ayirim kullanan tagmabilir bir cihaz gelistirilebilir olmasidir. Sonug
olarak, immiinomanyetik patojen algilama teknolojileri &zel iiretilmis nanomanyetik partikiilleri ve
minimal ajan hacimlerini kullanan hizli ve hassas bir algilama sistemi araciligiyla maliyet diisiiriicii bir
yol gostermektedir. Bu sistem birden fazla patojenin test edilmesi i¢in ayarlanabilmekte ve bu nedenle

tibbi teshis ve ¢evre korumasi gibi diger alanlarda da kullanilabilen bir platform olusturmaktadir [41].

5.2.1. ELISA yontemi

ELISA hiicresel komponent bazli bir teknolojidir. Bu teknoloji 6zel mikroorganizmalar1 ya da
hiicresel komponentleri algilamak icin bir antijen-antikor reaksiyonunu kullamir [42]. Immiinanaliz
yontemleri genellikle proteinlerin antijen-antikor etkilesimi ile hedefin varliginin olgtilmesinde
kullanilirlar. Algilama sinyali radyoaktif, kolorimetrik veya floresan olabilir. Immiinanalizlerin
hassasiyeti ve seciciligi kullanilan antikorla iligkilidir. ELISA teknigi en giivenilir kantitatif algilama
metodudur. ELISA antijenin veya antikorun kati1 yiizey iizerine yerlestirilmesine gore farkli sekillerde
uygulanir; 1. Yarigmalt ELISA, 2. Dolayli ELISA, 3. Sandvi¢ ELISA [24].

ELISA mikrobiyologlar arasinda yiyecek, su, ve c¢evresel veya klinik Orneklerde hassas ve
kantitatif olarak bakterilerin veya toksinlerinin algilanmasinda popiiler olarak kullanilmaktadir [19, 43,
44]. ELISA endosporlar, kapsiiller, yada endospor olugturan bakterilerin hiicre duvarlari komponentlerini
algilamak icin kullanilabilir. ELISA testlerinde birka¢ adim olup, baglanmamis bilesikleri atmak igin
yikamay1 da igerir. ilk nce bir goklu plagin kati yiizeyine bir antikor baglanir. Daha sonra biitiin
mikroorganizmalar1 veya endosporlar1 iceren bir antijen silispansiyonu test edilmek iizere antikor

kaplanmis yiizeye uygulanir. Antikor antijeni yakalayarak ylizeye baglar. Bir enzim ile baglanmig bir
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antikor antijene baglanir ve uygun bilesik eklendiginde enzim kataliz gorevi gérerek onu oksitleyerek
renkli ya da floresan bir bilesigi spektrofotometre gibi uygun bir cihazla algilanabilecek sekilde iretir
(Sekil 2). Tipik ELISA algilama limitleri endospor ve tim hiicre algilamasi i¢in 10°-10° bakteri
araligindadir [45, 46].

> Enzim etiketli antibadi
Substrat

Kok
***

> Tanilama antibadisi

> Hedef protein

Yakalama antibadisi

96 ‘hik plaklardaki kuyucuklar spesifik, yvakalayic1 antibadilerile
kaplanir.

Sekil 2. Tipik bir ELISA testinde uygulanan basamaklar.

5.2.2.  RAMAN spektroskopi teknigi

Raman spektroskopisi, saglam bir mikroorganizmanin benzersiz spektral isaretlerini iiretebilen
bir tekniktir. On yildan fazla siiren ¢aligmalar bu biitiin organizma isaretlerinin bakteriler, maya ve sporlar
dahil patojenlerin belirlenmesine sus diizeyinde birbirine ¢ok benzeyen mikroorganizmalar {izerinde bile
basariyla kullanilabildigini gdstermistir. Raman mikroskopi ve yiizeyde kuvvetlendirilmis Raman
dagilimi (SERS) gibi yeni bulunan teknikler sinyalin biyiikliigiinii arttirarak tek bir hiicre hassasiyetinde
Raman isaretlemesinin yapilabilmesini saglamistir. Bununla patojenlerin ve toksinlerinin karmasik
orneklerden, etiketsiz, 6rnegin 6n islemesi veya kiiltiirli yapilmadan hizla belirlenmesi yapilabilmektedir.
Isaret tanima teknikleri ile birlestirilebilen 6rnek toplanmasi, konsantrasyonu ve islenmesi icin yaratict
yontemler gézden gecirilmektedir. Ayrica bakterilerin, sporlarin ve toksinlerin kompleks 6rnekler i¢inde
belirlenebilmesi icin mikroSERS analizindeki son gelismeler sunulmakta; canli veya cansiz
mikroorganizmalarin ayirt edilmesi; mikrobiyal fenotiplerin tireme kosullarinin belirlenmesi yakalama
biyomolekiilleri i¢in segicilikleri/ilgileri degerlendirilebilmektedir [47].

Yapilan bir calismada Temur ve arkadaglari, 2010 yilinda yiizeyde genisletilmis Raman
sacilmasi ile yiiksek hassasiyette Escherichia coli sayimini gergeklestirmistir. Bu ¢alismada kiiresel ve
cubuk sekilli altin nanopartikiiller ilk olarak 5.5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DNTB) ile Raman igin
isaretlenmis daha sonrada molekiiler taniyici ile etkilestirilmistir. E. coli’nin farkli konsantrasyonlarina
karst DTNB’nin 1.333 cm™ simetrik NO, sigramalarimin SERS sinyallerlerinin siddetinden olusan bir
grafik elde edilmistir [48].

5.2.3. Floresan tamilama yontemi
Sensorlerde florasan goriintilleme ile bakteri immobilizasyon tespiti, hem patojenlere karsi

tanima spesifikliginin hemde sensorlerin kantitatif yanitlarinin dogrulanmasina olanak saglar. Yapilan bir
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caligmada Boujday ve arkadaslar1 altin bazli immiinosensorleri Staphylococcus algilamasi igin
kullanmiglardir. Bu ¢aligmada floresan tanilama ydnteminde konfokal lazer taramali mikroskop,
immunosensorlerde bakteri hiicrelerinin tayini i¢in kullamilmustir. Biyosensorlerdeki immobilize bakteri
hiicreleri goriintiilenmis ve niikleik asitlerindeki acridine orange kullanilarak floresan isaretleme ile

miktar tayini yapilmigtir [18].

6. Sonug¢

Son yillarda kimyasal ve biyokimyasal bilesiklerin algilanmasinda kullanilan nano boyutlu
malzemelerin ayarlanabilir ve bir¢ok gelistirilebilir 6zellige sahip olduklar ispatlanmistir. Bu nedenle
nano boyutlu malzemelerin biyoalgilamada kullanilmak {izere sentezlenmesi, karakterizasyonu ve
gelistirilmesi konular1 en 6nemli arastirma alanlarindan biri olmustur.

Nano boyutlu sensorler ile cesitli gida patojenlerinin hizli ve giivenilir olarak oSl¢limii
miimkiindiir. Bu sensorler hedef bakteri ile secici olarak etkilesebildigi i¢cin bakteri tanimlamasina
kullanilabilir ve ayrica gelismis sensér modelleri tasarlanarak bu nanosensorler tip, ¢evre, gida
analizlerindede kullanilabilir.

Antikorlar biyoalgilama ve tanilama i¢in kullanillan en onemli molekiillerdir. Yiiksek oranda
kaliteli ve segici Ozellikteki antikorlar igin analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve bunlarin sensor olarak
kullanilabilmesi konusunda diinyada gittik¢e artan bir talep s6z konusudur. Ancak bu analiz yontemleri
daha az insan giicli gerektiren, minimum hatali hassas sonuglar verebilen daha hizli ve daha ucuz olan
yontemler olmalhdir. Ayrica es zamanli patojen bakterinin tanilanabilmesi  biyoanalitik

immiinosensorlerin gida ve farmasotik endiistrilerde kullanilmasinda da ¢ok yararli olacaktir.

7. Kaynaklar

[1] Hobson N.S., Tothill I.E., Turner A.P.F., Microbial detection.Biosens. Bioelectron., 11, 455-
477,1996.

[2] Ivnitski D., Abdel-Hamid 1., Atasanov P., Wilkins E., Biosensors for detection of pathogenic
bacteria,Biosens. Bioelectron.,14, 599-624,1999.

[3] Alocilja E., Muhammad-Tahir Z.,“Label-Free Microbial Biosensors” in principles ofbacterial

detection: biosensors, recognition receptors and Microsystems, (Ed) Zourob, M., Elwary,
S.,Turner,A., Springer, New York, USA, 377-413, 2008.

[4] Shimizu K., Chinzei 1., Nishiyama H., Kakimoto S., Sugaya S., Yokoi H.,Satsuma, A., Hydrogen
sensor based on WO3subnano-clusters and Pt co-loaded on ZrO,. Sensor. Actuat. B-
Chem,134,618-624, 2008.

[5] Schultes G., Koppert R., Goettel D., Freitag-WeberO., ProbstA.C., Werner U.,New perspectives
for pressure and force sensors thin films combining high gauge factor and lowTCR. Smart
SensorsActuatorsandMEMS4, 7790-7797,2009

[6] Asefa T., Duncan C.T.Krishna K.S., Recent advances in nanostructured chemosensors and
biosensors. Analyst, 134, 1980-1990, 2009.

[7] Marquis B.J.,Love S.A., Braun K.L.Haynes C.L., Analytical methods to assess nanoparticle
toxicity.Analyst, 134,425-439, 20009.

65



(8]
(9]

[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]
[26]

Yegenoglu H., Ashm B., Tamer U.

PortakalO., Bioassays and nanoparticles. Turk.J. Biochem.,33, 35-38, 2008.

Handley D.A.,Colloidal gold, principles, methods and applications. Academic Press, (Ed) Hayat,
M.A.,Academic Press, San Diego, 1989.

Daniel M., Astruc D., Gold nanoparticles: assembly, supramolecular chemistry, quantum-size-
related properties, and applications toward biology, catalysis, and nanotechnology. Chem.
Rev.,104, 293-346, 2004.

Jain K.K., Nanodiagnostics: application of nanotechnology in molecular diagnostics. Expert.
Rev.Mol.Diagn.,3, 153-161, 2003.

Patel P.D., Overview of affinity biosensors in food analysis. J. AOAC., 89, 805-818, 2006.
Yousef A.E., “Detection of bacterial pathogens in different matrices: Current practices and
challenges ” in principles ofbacterial detection: biosensors, recognition receptors and
microsystems, (Ed) Zourob, M., Elwary, S. andTurner,A., Springer, New York, USA, 31-48,
2008.

Mead P.S., Slutsker L., Dietz V., McCaig L.F., Bresee J.S., Shapiro C., Griffin P.M., Tauxe,
R.V. Food-related illness and death in the United States. Emerg. Infect. Dis., 5, 607-625, 1999.
Wang C.,IrudayarajJ., Goldnanorodprobes forthe detection of multiple pathogens. Birck and
NCN Publications, 12,2204-2208, 2008.

Suo Z., Yang X., Avci R., Deliorman M., Rughelmore P., Pascaul D.W., ldzerda Y: Antibody
selection for immobilizing living bacteria.Anal.Chem., 60, 7571-7578, 2009.

ISO. Microbiology of food and animal feeding stuffs. Horizontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogens. Part 1, 11290-11291,1996

Boujday S., Briandet R., Salmain M., Herry J.M., Marnet P.G., Gautier, M., Pradier, C.M.,
Detection of pathogenic Staphylococcus aureus bacteria by gold based immunosensors.
Microchim. Acta, 163, 203-209, 2008.

Gracias K.S.,McKillip J.L., A review of conventional detection and enumeration methods for
pathogenic bacteria in food.Can. J. Microbiol.,50, 883-890, 2004.

(Ed) Amass, A. K.,Detection of significant bacterial pathogens and toxins of interest. Advances
in Homeland Security,Purdue University Press, 1, 109-149, 2006.

Cheng V.C.C., Yew W.W.,Yuen K.Y., Molecular diagnostics in tuberculosis. Eur. J. Clin.
Microbiol.Infect.Dis., 24, 711-720, 2005.

Sanvicens N., Pastells C., Pascual N.,Marco M.P.,Nanoparticle-based biosensors for detection of
pathogenic bacteria. Trac-Trend Anal.Chem.,28, 1243-1252, 2009.

Gu H., Xu K., Xu C., Xu B., Biofunctional magnetic nanoparticles for protein separation and
pathogen detection. Chem.Commun. (Camb), 7, 941-949, 2006.

Banada P.P., Bhunia A.K. “Antibodies and immunoassays for detection of bacterial pathogens”
in Principles of bacterial detection: biosensors, recognition receptors and microsystems,(Ed)
Zouroh, M., Elwary, S. andTurner,A., Springer, New York, USA, 567-602, 2008.

Liddell E., “Antibodies” in the immunoassay handbook, (Ed). Wild, D.,3ed., Elsevier, 2005.
Kovacs-Nolan J., Marshall P., Mine, Y., Advances in the value of egg and egg components for
human health.J.Agric. Food.Chem.,53,8421-8431, 2005.

66



[27]
(28]

[29]

[30]

(31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

Nevsehir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi Cilt 2(1) 58-68 2013

Bhunia, A.K., Antibodies to Listeria monocytogenes. Crit. Rev.Microbiol., 23, 77-107, 1997.
WarschkauH., Kiderlen, A.F., A monoclonal antibody directed against the murine macrophage
surface molecule F4/80 modulates natural immune response to Listeria monocytogenes. J.
Immunol., 163,3409-3416, 1999.

Zhao Z.J.,Liu, X.M., Preparation of monoclonal antibody and development of enzyme-linked
immunosorbent assay specific for Escherichia coli 0157 in foods. Biomed. Environ.Sci., 18,
254-259, 2005.

Kim S.H., Park M.K., Kim J.Y., Chuong P.D., Lee Y.S., Yoon B.S., Hwang K.K., Lim Y.K,,
Development of a sandwich ELISA for the detection of Listeria spp. using specific flagella
antibodies.J. Vet. Sci., 6, 41-602005.

Hearty S., Leonard P., Quinn J., O’Kennedy R.,Production, characterisation and potential
application of a novel monoclonal antibody for rapid identification of virulent Listeria
monocytogenes. J.Microbiol.Methods, 66, 294-312, 2006.

Thirumalapura N.R., Morton R.J., RamachandranA.,Malayer J.R.,Lipopolysaccharide
microarrays for the detection of antibodies. J.Immunol. Methods , 298, 73-81, 2005

Bhunia A.K., Johnson M.G.,Monoclonal antibody specific for Listeria monocytogenes associated
with 66-kDa cell surface antigen.Appl. Environ.Microbiol.,58, 1924-1929, 1992.

Sun S., Zeng H.,Size-controlled synthesis of magnetite nanoparticles. J. Am. Chem. Soc., 124,
8204, 2002.

Luo P.G., Stutzenberger F.J.,Nanotechnology in the detection and control of microorganisms.
Adv. Appl. Microbiol., 63, 145-181, 2008.

Yang H.H., Zhang S.Q., Chen X.L., Zhuang Z.X., Xu J.G., Wang X.R.,Magnetite-containing
spherical silica nanoparticles for biocatalysis and bioseparations,Anal. Chem., 76, 1316-1321,
2004.

Hnaiein M., Hassen W.M., Abdelghani A., Fournier-Wirth C., Coste J., Bessueille., F., Leonard
D., Jaffezic-Renault N.A.,A conductometric immunosensor based on functionalized magnetite
nanoparticles for E. coli detection, Electrochem.Commun., 10, 1152-1154, 2008.

Yang H., Qu L., Wimbrow A.N., Jiang X.,Sun Y.,Rapid detection ofListeria monocytogenes by
nanoparticle-based immunomagnetic separation and real-time PCR, Int. J. Food
Microbiol,118,132-138, 2007.

Pharmeuropha. In,Alternative methods for control of microbiological quality. 16, 555-565,
2004.

Kretzer J.W., Biebl M., Miller S., “Sample preparation: An essential prerequisite for high quality
Bacteria detection” in Principles ofbacterial detection: biosensors, recognition receptors and
Microsystems, (Ed) Zourob, M., Elwary, S. andTurner,A., Springer, New York, USA, 15-30,
2008.

Haik Y., Sawafta R., Ciubotani I., Quablan A., Tan E.L., Ong K.G., “Magnetic techniques for
rapid detection of pathogens” in Principles ofbacterial detection: biosensors, recognition
receptors and microsystems, (Ed) Zourob, M., Elwary, S. andTurner,A., Springer, New York,
USA, 415-458, 2008.

67



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

Yegenoglu H., Ashm B., Tamer U.

Moldenhauer J.,YvonP.,“Environmental monitoring using Scan RDI Polym’air” in,
Environmental Monitoring: A Comprehensive Handbook(Ed) Moldenhauer, J., 2, 249-260,
2005.

Yeh K.S., Tsai C.E., Chen S.P.,Liao C.W.,Comparison between VIDAS automatic enzyme-
linked fluorescent immunoassay and culture method for Salmonella recovery from pork carcass
sponge samples. J. Food Prot., 65, 1656-1659, 2002.

Haggerty T.D., Perry S., Sanchez L., Perez-Perez G., Parsonnet)., Significance of transiently
positive enzyme linked immunosorbent assay results in detection of helicobacter pylori in stool
samples from children. J. Clin.Microbiol., 43,2220-2223, 2005.

Speight S.E., Hallis B.A., Bennett A.M., Enzyme-linked immunosorbent assay for the detection
of airborne microorganisms used in biotechnology. J. Aerosol Sci, 28, 483-492, 1997.

Rowe C.A., Tender L.M., Feldstein M.J., Array biosensor for simultaneous identification of
bacterial, viral, andprotein analytes.Anal.Chem., 71, 3846-3852, 1999.

Grow A.E., “Label free fingerprinting of pathogens by raman spectroscopy techniques” in
Principles ofbacterial detection: biosensors, recognition receptors and microsystems, (Ed)
Zourob, M., Elwary, S. andTurner,A., Springer, New York, USA, 525-564, 2008.

Temur E., Boyaci 1.H., Tamer U., Unsal H., Aydogan N., A highly sensitive detection platform
based on surface-enhanced Raman scattering for Escherichia coli enumeration. Anal. Bioanal.
Chem., 397, 1595-1604, 2010.

68



