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Ozet

Patojenlerin tespiti ve miktar analizi, 6zellikle gida gilivenligi ve saglik uygulamalarinda kilit nokta haline
gelmistir. Bu mikroorganizmalarin tespiti ve analizi i¢in kullanilan ELISA ve PCR gibi geleneksel yontemler
genellikle ileri kiiltiir yontemleri ve uzun zaman alan c¢esitli biyokimyasal analizleri igerdiginden, geleneksel
yontemlere alternatif olarak hizli ve hassas bir sekilde patojenleri tespit edebilen malzemelerin iiretilmesi oldukg¢a
onemlidir. Ileri sensér teknolojilerinden biri olan yiizey plazmon rezonans (SPR), makromolekiiler etkilesimleri
karakterize etmek amaciyla bir sensor yiizeyinde meydana gelen kirilma indisi degisikliklerini 6lgmek igin
kullanilan optik bir yontemdir ve mikroorganizmalarin etiketsiz tespiti i¢in bu yontemden her gecen giin daha fazla
yararlanilmaktadir. Oldukga kisa siirede, farkli hedeflerin ayn: anda algilanmasina dahi izin veren hassas ve etkili
sonuglartyla SPR teknolojisi ¢esitli avantajlara sahiptir. Bu derlemede gida giivenligi ve saglik uygulamalarinda
patojen mikroorganizmalarin tespiti igin SPR biyosensorlerin kullanimi ve mevcut caligmalar 6zetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida giivenligi, Patojen mikroorganizmalar, Tibbi tani, Yiizey plazmon rezonans sensorleri

SPR biosensor applications for the detection of pathogenic microorganisms in the field
of food safety and health

Abstract

Detection and quantification of pathogens has become a key point, especially in the food safety and health
applications. Since traditional methods such as ELISA and PCR used for the detection and analysis of these
microorganisms usually involve advanced culture techniques and various biochemical analyzes which are time-
consuming, it is very important to produce materials that can detect pathogens quickly and sensitively as an
alternative to traditional methods. Surface Plasmon Resonance (SPR), one of the advanced sensor technologies, is
an optical method used to measure changes in the refractive index on a sensor surface to characterize
macromolecular interactions, and it is being used more and more in the label-free detection of microorganisms.
SPR technology has several advantages with its sensitive and effective results that allow the simultaneous detection
of different targets in a very short time. In this review, the use of SPR-based sensors and current studies for the
detection of pathogenic microorganisms in food safety and health applications are summarized.
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1. Giris

Niikleik asitler, biiytime faktorleri, glikoproteinler, enzimler, ilaglar, viriisler, hiicreler, antijen
ve antikor gibi c¢esitli biyomolekiillerin etkilesimlerinin gercek zamanli olarak izlenmesine olanak
tanimas1 nedeniyle biyosensorlerin yer aldigi ¢alismalar son zamanlarda olduke¢a dikkat ¢ekmektedir
[1]. Gelistirilen sistemler yardimiyla molekiiler etkilesim mekanizmasi (baglanma), reaksiyon ve
ayrigma siireleri (kinetik), ligand-analit diizeyi (afinite), analit miktar1 (konsantrasyon) ve 6zgiilliik gibi
genis bir bilgi yelpazesi elde edilmektedir [2].

Mikroorganizmalarin tantimlanmasi ve miktarlarmin belirlenmesi gida giivenligi, tibbi tan1 ve
ilag gelistirme konular1 iizerine yapilan ¢alismalarda kilit nokta haline gelmistir. Mikroorganizmalar
geleneksel olarak plaka sayimi, enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak saptanmaktadir. Mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in kullanilan bu
geleneksel yontemler, genellikle gesitli kiiltiir yontemleri ve uzun zaman alan farkli biyokimyasal
tahlilleri icerir. Bu nedenle alternatif olarak is ylikiinii azaltan, hizl1 ve hassas tespit platformlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir [3]. Bu amagla gelistirilen ileri modern sensor teknolojileri, patojenlerin hizli ve
hassas bir sekilde tespit edilebilmesini saglamaktadir. Bu sensdr teknolojileri arasinda yer alan yiizey
plazmon rezonans (SPR) biyosensorler, kinetikler, afiniteler ve konsantrasyonlar dahil olmak tizere
ylizeydeki biyomolekiiler etkilesimleri (oligoniikleotitler, proteinler, bakteriler vb.) karakterize etmek
amactyla kullanilan 6nemli araglardir. SPR teknolojisi, reaksiyonlarin hassas ve etiketsiz olmasini, ayni
zamanda gercek zamanli olarak izlenmesini saglamasi sebebiyle yasam bilimleri, elektrokimya, gida,
cevre, ilag, tip, cevre takibi ve biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda uygulanabilmektedir [4]. Tibbi tan
alaninda hizli yanut siiresi ile son derece hassas ve spesifik biyosensorlerin gelistirilmesinde ve daha az
biyolojik numune gerektiren etiketsiz yontemlerde [5]; gida giivenliginde ise toksinlerin, patojenlerin,
ilaclarin ve besin katki maddelerinin varliginin analizinde bu yontemden yararlanilmaktadir [2].

SPR, makromolekiiler etkilesimleri karakterize etmek amaciyla sensor ylizeyindeki kirilma
indisi degisikliklerini 6lgmek i¢in kullanilan optik bir yontemdir ve analit ile sensdr ylizeyine
immobilize edilmis ligand arasindaki etkilesimi gercek zamanli olarak izleyerek, bagli ligand miktarinin
yani sira baglanma ve ayrilma oranlarinin dogru bir sekilde dl¢iilmesine olanak saglar [6,7]. SPR,
molekiiler tanima analizlerinde etkin bir biyofiziksel yontem olarak kendini kanitlamis ve bircok
biyokimya ve biyofizik arastirma merkezinde standart araclar haline gelmistir [7].

SPR afinite biyosensorleri, optik okuyucu, biyolojik tanimlayici eleman ve tasiyict sistem olmak
iizere li¢ ana bilegsenden olugsmaktadir (Sekil 1). SPR sensoriiniin optik okuyucusunda, 1s1k dalgalar1 6zel
bir elektromanyetik alan modu olan yiizey plazmonunu harekete gegirir [8]. Biyolojik tanimlayici
eleman, sensdr okuyucusunun kat1 yiizeyine immobilize edilerek analit molekiillerini yakalar. Biyo-
tanimlayicinin ve immobilizasyon yonteminin se¢imi, SPR biyosensorlerinin gelistirilmesinde énemli
bir adim1 temsil eder ve gelistirilen SPR biyosensor sisteminin 6zgiilliik ve tespit limiti gibi temel
performans &zellikleri {izerinde dogrudan bir etkiye sahiptir [9]. Islem sirasinda sivi numune, dagitim
sistemleri kullanilarak sabit bir hacimde, akis olmaksizin kiivete enjekte edilir ya da sensor ylizeyine
bagli bir akis hiicresi {initesinden siirekli olarak akarak sensor yiizeyine ulagtirilir [10].
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Sekil 1. SPR afinite biyosensdrlerinin temel bilesenleri.

Hedef bakterilere 6zgii antikorlarin altin film yiizeyine immobilize edilmesiyle SPR
immiinosensdrleri bakterilerin dogrudan tespitinde kullanilmaktadir. Antikorlarin immobilizasyonunun
ardindan elde edilen SPR sinyali referans olarak kaydedilir. Bakteri igeren ¢o6zelti, antikorlarla
kaplanmis sensdr yiizeyi ile temas ettirildiginde, hedef bakteriler antikora baglanir. Yiizey yikandiktan
ve baglanmamis bakteriler ortamdan uzaklastirildiktan sonra, sensor ylizeyine baglanan bakteriler SPR
yanitinda bir kaymaya sebep olur (Sekil 2) ve olusan bu kayma, hedef bakterilerin konsantrasyonu ile
orantilidir. Kullanilan ¢é6zeltiler ve yapilan yiizey islemleri, SPR immiinosensorlerin etkinliginde kilit
noktay1 olusturmaktadir [11]. SPR temelli biyosensorler araciligiyla, farkli ylizey modifikasyonlar1 ve
analiz tiirleri kullanilarak g¢esitli mikroorganizmalarin saptanmasina yonelik c¢aligmalar Tablo 1' de

verilmistir.
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Sekil 2. Antikor ve mikroorganizmalarin sensdr ylizeyine baglanmasi sirasinda SPR yanitinda
meydana gelen kayma.
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Tablo 1. Bakteri tayinine yonelik gelistirilen SPR immiinosensoérleri.

Bakteri SPR Analiz Immobilizasyon Baglayici Tespit Limiti | Refera
Tiirii Markasi Tiirii Metodu Molekiil [CFU/ml] ns
E. coli . Fiziksel ... 2 A3
0157-H7 Spreeta Direkt Adsorpsiyon Neutravidin 10°-10 [12]
E. coli . . Kovalent Protein G 4
0157-H7 Multiskop Direkt Baglanma 10 [13]
E. coli . Kovalent 3
0157-H7 SR7000 Sandvi¢ Baglanma - 10 [3]
E. coli Spreeta Direkt A(fs‘jr‘;f:ieylon Streptavidin 90 [14]
Vibrio cholera . . Kovalent . 5
o1 Multiskop Direkt Baglanma Protein G 10 [15]
S. enteritis Biacore Direkt é(a %\{:IIIGIE; Protein A 25 [16]
S. . Fiziksel ... 6
fyphimurium Spreeta Direkt Adsorpsiyon Neutravidin 10 [16]
. S . Multiskop Direkt K({valent Protein G 10 [17]
typhimurium Baglanma
S. paratyphi | Multiskop Direkt A(fs‘jr‘;f:ieylon Protein G 10 [18]
Yerszm.a. Multiskop Direkt K({valent Protein G 10 [19]
enterocolitica Baglanma
Reichert . Kovalent 5
S. aureus SR7000 Sandvig Baglanma - 10 [20]
L. e
monocytogene Biacore If}i(iililg;cc;n é(a %\{:LGIE; - 10° [21]
s

Bakteriler, parazitler ve viriisler de dahil olmak iizere halk sagligini tehdit eden bircok énemli
mikroorganizmanin SPR sensorleri kullanilarak tespit edilmesindeki ilerlemeler hiz kazanmistir. Bu
derlemede gida giivenligi ve saglik uygulamalarinda SPR temelli biyosensorler ile patojen
mikroorganizmalarin tespiti lizerine yapilan ¢aligmalardan bahsedilmektedir.

2.Gida giivenligi alaninda SPR biyosensorlerin kullanimi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ne gore, bir gidanin giivenli olarak nitelendirilebilmesi icin toksik
ve zararli olmamasi gerekmektedir [22]. Gida giivenligi, gidanin patojenleri Onleyecek sekilde
islenmesini, hazirlanmasin1 ve depolanmasini kapsayan ¢ok disiplinli bir konudur ve kiiresel gida
ticaretinin geniglemesinde oldukca O6nemli bir yere sahiptir [23]. Diinyanin dért bir yanma ¢esitli
gidalarin ulastirilmastyla tiiketicilerin farkli gida tiirlerini tatmalarina olanak saglanmasi, gida glivenligi
acisindan potansiyel riskleri de beraberinde getirmektedir [24]. Bu durum, diinya genelinde gida
giivenligi ve izleme sistemlerinin gii¢clendirilmesine olan ihtiyaci gézler 6niine sermektedir [25]. Ham
maddeden nihai iiriine kadar gerceklesen, gida stabilizasyonu, nakliyesi ve dagitimini da igine alan tiim
stiregler halk sagligin1 koruyabilmek adina dogru bir denetime ihtiya¢c duymaktadir. Bu sebeple kisa
siirede sonug¢ veren, biitiinlesmis, elde tasinabilir, hassas ve ucuz cihazlar, ¢evrimici kontrollerde ve
pazar diizeyinde hizl1 analizler yapabilmek amaciyla gida endiistrisi tarafindan biiytik talep gérmektedir
[26].
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Gida bulasanlarinin analizinde plaka sayimi, ELISA, PCR, yiiksek basin¢li s1vi kromatografisi
ve gaz kromatografisi gibi pek ¢ok analitik yontem kullanilmaktadir. Ancak tiim bu yontemlerde diisiik
hassasiyetli analiz, egitimli personel ihtiyact ve zaman israfi gibi sorunlar bulunmaktadir. Gida kalitesi
ve giivenliginin denetiminde enstriimantal analitik protokoller altin standartlar olmasina karsin, kalite
parametrelerini ve giivenlik tehditlerini hizli bir sekilde tespit edebilen tamamlayict yontemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Fotonikte yenilik¢i gelismelerin artmasi, optik ile mikroakiskanlarin entegrasyonu,
biyosensor sistem entegrasyonu, mikroislemci temelli teknoloji ve biyoteknolojiye yonelik gelismis
yaklasimlar, gida kalite degerlendirmesi de dahil olmak {izere bircok uygulama alani icin umut vaat eden
kimyasal sensorlerin ve biyosensdrlerin gelistirilmesine olanak saglamistir [23].

Optik biyosensorler, nispeten diisiik maliyetleri ve kolay kullanimlar1 nedeniyle gida giivenligi
alaninda en ¢ok calisilan cihazlar arasindadir [27] ve minimum numune miktar1 ile karmasik gida
matrislerindeki analitleri tespit edebilme yeteneklerinden dolayr biiyiik ilgi gérmektedir. En yaygin
kullanilan optik biyosensor olan SPR biyosensorlerinin karmasik gida matrislerinde dahi dogrudan
tanima sinyali saglayabilen hassas doniistiiriiciileri sayesinde analitik performanslari oldukea iyidir. SPR
biyosensorleri kullanilarak siit, sarap veya meyve suyu gibi s1vi gidalarda bakteriyel biyobelirtecler veya
gida bulasanlar1 dogrudan tespit edilirken; kat1 gidalarin analizi, numunenin plazmonik substrat tizerine
yerlestirilmesiyle veya gidalarin {izerine nanopartikiillerin eklenmesiyle SERS/SEF/LSPR yontemleri
ile gergeklestirilir [24].

2.1.Gidalarda patojen mikroorganizma tespiti ve SPR sensor uygulamalari

Besin tiiketimi ile insan hastaliklar1 arasindaki iliski cok eski zamanlardan beri {izerine ¢aligilan
bir konudur ve bu iki kavram arasindaki baglantry1 bildiren ilk kisi Hipokrat (MO 460) olmustur. Gida
kaynakli patojenler (6rnegin; viriisler, bakteriler, parazitler) hastaliklara neden olabilen biyolojik
ajanlardir. Bir patojen, gida ile beraber alindiktan sonra kendini gosterdiginde veya toksik bir madde bir
gida tirliniine yerlesip bir toksin {irettiginde ve bu toksin daha sonra insanlar tarafindan alindiginda bu
hastaliklar ortaya ¢ikar. 200'den fazla farkli gida kaynakli hastalik tanimlanmistir. En siddetli vakalar,
cok yasli, ¢ok geng, bagisiklik sistemi zayif veya ¢ok yiiksek dozda bir organizmaya maruz kalan
kisilerde ortaya ¢ikma egilimindedir [28].

Patojenik mikroorganizmalarin tespiti gida ve su giivenligi, halk sagligi ve biyoterdrizm
alanlarinda her zaman oncelikli konu olmustur. Her yil diinya ¢apinda milyarlarca insan patojenler
tarafindan enfekte edilmektedir. Ozellikle Salmonella, Campylobacter jejuni (C. jejuni), Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), Shigella, Escherichia coli (E. coli) [29], Bacillus cereus (B.
cereus), Clostridium botulinum (C. botulinum), Staphylococcus aureus (S. aureus) [28] ciddi
hastaliklara neden olan gida ve su kaynakli patojenlerin en onemlileridir ve Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) raporuna gore, Avrupa iilkelerinde her yil 350.000'den fazla insanin enfekte
olmasindan sorumludur [30,31]. Bunlarin yani sira pek ¢ok gida kaynakli viriis ve alerjen de gida temelli
hastaliklarin olusmasinda 6nemli etkenlerdendir. 100'den fazla enterik viriis tliriiniin bu tiir hastaliklara
sebep oldugu gosterilmistir, en yaygin virlis patojenleri Hepatit A ve Noroviriislerdir [28].

E. coli: insan ve hayvanlarin bagirsak florasinda dogal olarak bulunan zararsiz bir bakteridir
ancak hastaliklara sebep olan, gida kaynakli patojen suslar1 da bulunmaktadir. Bunlarin en bilineni £.
coli O157:H7 susudur. Cig siit ve az pismis kiyma dahil olmak {izere kontamine ve ¢ig gida tiiketimi
yoluyla bulasir. Enfekte olmus kisilerde siddetli kanli ishale ve agrili karin kramplarina neden olur.
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi-Gida Giivenligi ve Denetim Servisi (USDA- FSIS)’ne
gore, E. coli O157:H7 patojeninin varlig1 ya da yoklugu belirlenen numune alma ve 6l¢iim prosediirleri
ile kanitlanmalidir [32].

Artibilim:Adana Alparslan Turkes BTU Fen Bilimleri Dergisi 4(2) 54



Kardelen Cemek, Betiil Unal, Okan Zenger, Gozde Baydemir Pesint

C. jejuni: Insan saghigini olumsuz etkileyen ve ekonomik kayiplara yol agan gram negatif, spiral,

mikroaerofilik bir bakteridir. Ates, ishal, karin kramplar1 ve gastroenterite neden olur [32]. Kiimes

hayvanlarinda ve onlarin digkilarinda yaygin olarak bulunur. Bu nedenle, bakteri ile kontamine olmus

kanatl etlerinin islenmesi ve tiiketilmesi, insanlarda C. jejuni'nin sebep oldugu sporadik diyare

vakalarinda 6nde gelen risk faktorleridir. 2017 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde gida kaynakl
bakteriyel ishal hastaliginin ana nedeni olarak Sa/monella tiirlerini geride birakmistir [33].

Salmonella: Gida kaynakli hastaliklar ve nihai 6liimlerle iliskilendirilen en yaygin patojenlerden
biridir. Enterobacteriaceae familyasina ait ¢ubuk sekilli bir gram negatif bakteri tiiriidiir. Kontamine
gidalarin tiiketilmesi yoluyla bulasir ve enfekte olan kisilerde ishal, ates, mide bulantisi, kusma ve bas
agris1 gibi bazi semptomlar goriiliir [34]. Amerika Birlesik Devletleri'nde Clostridium perfringens ve S.
aureus disinda gida kaynakli hastaliklara sebep olan dort patojen bakteriden biridir [35] ve her yil
yaklasik 1.35 milyon enfeksiyona, 26.500 hastaneye yatisa ve 420 oliime neden oldugu tahmin
edilmektedir [36]. Yiiksek prevalansi, son derece diisiik enfeksiyon limitleri (1 CFU) ve potansiyel
tehlikeleri goz ontine alindiginda, Salmonella'nin gidalardaki kisitlamalar1 yillar igerisinde daha da
sikilagtirilmistir [34].

L. monocytogenes: Gida kaynakli 6nemli bir patojen olarak kabul edilmistir ve bir¢cok gida
zehirlenmesi salgininin nedeni olmustur. 1 ila 45 -C arasinda biiyiiyen, gram pozitif, fakiiltatif anaerobik
cubuk seklinde bir bakteridir. Cig ve kontamine gida iiriinleri yoluyla insanlar L. monocytogenes'e maruz
kalmaktadir. ABD, Japonya, Yeni Zelanda, Almanya, Fransa, Ingiltere ve diger Avrupa iilkelerinde ok
sayida listeriosis salgini bildirilmistir [37]. Vakalarin ¢ogunda, hafif bas agrisinin eslik ettigi hafif ates,
ishal, mide bulantis1 veya kusma gibi belirtiler goriilmiistiir [21]. Bir¢ok {iilke, patojenin neden oldugu
olas1 tehlikeler nedeniyle, yemeye hazir gidalarda L. monocytogenes varligia karsi sifir tolerans
politikasina sahiptir [37].

B. cereus: Bacillaceae familyasina ait, gram pozitif, gubuk seklinde, spor olusturma yetenegine
sahip bakterilerdir. Toprak, tatli su ve deniz suyu gibi ortamlarda yaygin olarak bulunur. B. cereus'un
vejetatif hiicreleri 4-15 ila 35-55 °C arasinda degisen sicakliklarda ve 4.9-9.3 pH’da biiytir. B. cereus,
irettigi iki tiir toksin ile emetik (kusma) sendrom ve ishal sendromu ad1 verilen iki tip gastrointestinal
hastaliga neden olan bir gida zehirlenmesi etmenidir. Emetik sendrom, kontamine gida iiriinlerinde
biliylime asamasinda olan bakteriler tarafindan iiretilen kusturucu toksinden kaynaklanirken; ishal
sendromu, ince bagirsakta bakterilerin bliylimesi sirasinda iiretilen ishal toksinlerinden kaynaklanir. B.
cereus'un neden oldugu gida zehirlenmesi, bu bakterinin gida, diski veya kusmuk orneklerinden
izolasyonu ile dogrulanabilir. Bir¢ok iilkede B. cereus ile iliskili gida zehirlenmesinin bildirimi zorunlu
olmadigindan insidans verileri siirhdir [38,28].

C. botulinum: Anaerobik, spor olusturan, gram pozitif bir basildir ve bilinen en giiglii
norotoksinleri iiretir [39]. Sporlar1 1siya karst dayaniklidir, yanlis veya minimum diizeyde islenmis
gidalarda hayatta kalabilir. Antijenik 6zgiilliigiine bagli olarak yedi tip (A-G) botulinum norotoksini
bulunur. Bu toksinler arasindan A, B, E veya F toksinleri insanlarda botulizme neden olur. Botulizmde
semptomlar, Botulinum nérotoksini igeren gidalarin tiiketilmesinden 12-36 saat sonra veya sekiz giin
kadar uzun bir siire iginde ortaya cikabilir. Ik belirtiler bulant1 ve kusma olabilir, ancak bu belirtilerin
toksinlere, diger C. botulinum iirlinlerine ya da farkli bozulma iirlinlerine bagl olup olmadig1 agik
degildir. Toksin baslangicta ¢ift gorme, odaklanamama, goz kapaklarinda diisme (ptozis), ag1z kurulugu,
net konusmada zorluk (disfoni) ve yutamama (disfaji) gibi semptomlara neden olur. Artan kas
yetmezligi goriilebilir ve solunum i¢in gerekli kaslarin veya kalp kaslarmin yetersizliginden 6liim
meydana gelebilir [40].
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S. aureus: Diinya ¢apinda gida kaynakli hastaliklarin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Spor
olusturmaz ancak %15'e kadar NaCl konsantrasyonunda, genis bir sicaklik (7 ila 48.5°C; optimum 30
ila 37°C) ve pH (4.2 ila 9.3; optimum 7 ila 7.5) araliginda biiytiyebildigi i¢in gida hazirlama ve isleme
prosesleri sirasinda iiriinlerde bulasa neden olabilir [41]. i1k olarak 1884 yilinda Michigan'da (Amerika
Birlesik Devletleri) peynirden kaynaklanan bir gida zehirlenmesi arastirmasinin mikrokoklarin varligini
ortaya ¢ikarmasi ile rapor edilmistir [42]. O zamandan bu yana, bircok iilkede c¢ok ¢esitli gidalarla
baglantili olarak S. aureus gida zehirlenmesi vakalar bildirilmistir. En belirgin semptomlari, genellikle
sulu ishal, karin agrisi, orta derecede ates ve titremenin eslik ettigi bulant1 ve siddetli kusmadir [43].

Biyoalgilama tizerine kapsaml1 aragtirmalar yapilmis ve patojenlerin tespit edilebilmesi i¢in ¢ok
cesitli biyosensorler gelistirilmistir. Bu biyosensdrler arasinda bulunan SPR biyosensorleri [44]
kullanilarak gidalarda cesitli patojen mikroorganizmalarin tespit edilmesi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir.

Oh ve ark. [18] tarafindan 10*-10” CFU/ml'lik bir saptama aralig1 ile Salmonella paratyphy (8.
paratyphy)’yi tespit edebilen, yiizeyi kendi kendine birlesen protein G ile kaplanmig bir SPR
immiinosensdri gelistirilmistir.

Subramanian ve ark. [13] tarafindan yapilan bir ¢calismada sandvig¢ testi kullanilarak E. coli
O157:H7'nin hizli ve spesifik tespiti i¢in kendinden montajli tek tabakali (SAM) bir SPR
immiinosensorii rapor edilmistir. Sensor, Salmonella enteritidis (S. enteritidis)’e kars1 yiiksek 6zgiilliik
ile 10° CFU/ml kadar diisiik miktardaki E. coli O157:H7’yi tespit edebilmistir.

Ayrica, bir¢ok arastirmaci tarafindan gida kaynakli patojenleri tespit etmek ve tanimlamak icin
SPR teknolojisini baz alan ve ticari olarak temin edilebilen optik cihazlar kullanilmistir. Bunlardan
Spreeta™, E. coli 0157: H7'nin tespitinde kullanilirken, BIACORE 3000 L. monocytogenes ve
Salmonella'nin tespitinde kullanilmaktadir [44]. Waswa ve ark. [11], E. coli O157:H7 tespiti i¢in SPR
tabanli bir Spreeta™ biyosensorii kullanmistir. Spreeta™ biyosensoriinde, LED'den gelen 151k altin bir
ylizeyden yansitilir ve SPR minimumuna karsilik gelen a¢1 ile yogunluk Sl¢iiliir ve sensor yiizeyindeki
antijen-antikor eslesmesine karsilik gelen bir kirilma indisi degisikligi olarak gdsterilir. Biyosensoriin
bakteriyi tespit etmesi i¢in yapilan bu test neredeyse gercek zamanli olarak gergeklestirilmis ve sonuglar
yaklasik 30 dakikalilk numune enjeksiyonundan sonra elde edilmistir. £. coli O157:H7 testinin
duyarhilig 10°-10° CFU/ml olarak belirlenmistir. Ayrica Wei ve ark. [45], C. jejunimin hizh
tanimlanmasi i¢in Spreeta™, SPR tabanli biyosensorii kullanmigtir.

Zhang ve ark. [46] li¢ 6nemli gida patojeni olan E. coli O157:H7 (O157), S. Enteritidis ve L.
monocytogenes’in hizl1 ve eszamanli tespitinde yeni bir yontem gelistirmek i¢cin SPR biyosensoérlerini
kullanmistir. Cesitli hiicre konsantrasyonlarinda bakteriyel siispansiyonlardan sonikasyon yoluyla
hazirlanan bakteriyel homojenatlar, hedef patojenlerin her birine 6zel poliklonal antikorlara sahip SPR
biyosensorleri ve sensor ¢ipleri kullanilarak analiz edilmistir ve 10° ila 108 CFU/ml konsantrasyonlarda
hedef olmayan patojenlerin varliginda, O157, S. enteritidis ve L. monocytogenes igin en diisiik tespit
limiti sirastyla 0.6 x 10°, 1.8 x 10° ve 0.7 x 10’ CFU/ml olarak belirlenmistir.

Farka ve ark.[47] tarafindan yapilan ¢alisma ile Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium)’a
0zgii bir antikor, 10* CFU/ml tespit limiti (LOD) ve 10 dakikalik analiz siiresi ile bakterinin dogrudan
etiketsiz tespitine izin veren SPR ¢ipi lizerine immobilize edilmistir. Alternatif olarak, bir bagka antikor,
4-kloro-1-naftol’lin ¢6zlinmeyen benzo-4-klorosiklohekzadienon’a biyokatalizli doniisiimiiyle sinyal
gliclendirmesine izin vermek i¢in yaban turpu peroksidaz ile konjuge edilmistir. Sa/monella'nin antikor
ile etkilesimi ve ¢okelti olusumu atomik kuvvet mikroskobu ile detayli olarak incelenmistir ve etiketsiz
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yaklagima kiyasla gii¢lendirilmis algilama durumunda hassasiyetin 40 kat arttig1 gézlenmistir. Bakteri
baglama ve gelistirme asamasini igeren toplam analiz siiresi 60 dakikanin altinda bir siirede
gerceklestirilmistir. Calismada siit tozu, gida kaynakli patojenler tarafindan kontamine olmus bir siit
iiriiniiniin temsili drnegi olarak se¢ilmis ve Salmonella, bu iriinde 10° CFU/ml LOD ile basarili bir
sekilde tespit edilerek gelistirilen immiinosensoriin pratik gida taramasi i¢in uygunlugunu dogrulamaistir.

Vaisocherova-Lisalova ve ark. [48], hamburger ve salatalik 6rneklerinde E. coli O157:H7 ve
Salmonella sp'nin hizli ve hassas tespiti i¢in diisiik kirlilik yaratan ve islevsellestirilebilir
poli(karboksibetain akrilamid) (pCBAA) kapli SPR biyosensoriinii kullanmislardir. pCBAA ile
kaplanmig SPR biyosensorii, kisa siire igerisinde yliksek hassasiyet ve 6zgiilliik ile E. coli ve Salmonella'
y1 tespit edebilmistir. Salatalik ve hamburger 6ziitlerinde tespit limitleri sirasiyla E. coli i¢in 57 CFU/ml
ve 17 CFU/ml ve Salmonella sp. i¢in 7.4 x 10° CFU/ml ve 11.7 x 10> CFU/ml olarak belirlenmistir.

Khateb ve ark. [49] yaptiklar1 bir calismada nano yapili plazmonik elementlerde aptamerler
araciligiyla S. aureus'un basit, tasinabilir ve etiketsiz bir sekilde tespit edilebilmesi igin bir optik
biyosensor gelistirmislerdir. Lokalize bir SPR (LSPR) algilama cihazina konjuge edilmis aptamerler,
saf kiiltiire ve yapay olarak kontamine olmus siit numunelerine uygulanmus ve siitte S. aureus i¢in 10’
CFU/ml'lik bir tespit limiti saglanmistir. On zenginlestirme asamasina gerek duyulmamis ve toplam
analiz stiresi 30 dakikadan 120 saniyeye diistiriilmiistiir. Yakin alanin roliinii ve i¢sel kirilma indisi
hassasiyetini ele alan bir dizi farkli sensor tasariminda (100 ve 200 nm diskler) deneysel olarak 6l¢iilen
optik tepkileri taklit etmek i¢in zamanda sonlu farklar yontemi kullanilmistir. Aptamerin antikor bazl
tanima yaklagimlariyla karsilastirilmasi sonucu, daha ince aptamer katmani i¢in 6nemli Slgiide daha
biiyiik bir tepki ile algilama katmaninin kalinliginin kritik oldugu goriilmiistiir. Farkli boyuttaki metal
nano yapilarin karsilastirilmasi ile de, toplu kirilma indisi duyarliligindaki artistan ve yerel alanin metal
ylizeyinden disar1 uzanma derecesinden dolay1r 100 nm ¢apli disk yapilarina kiyasla 200 nm c¢aplt
disklerde 6nemli 6l¢lide daha yiiksek bir hassasiyet gozlenmistir. Bu bulgular ile birlikte, gelistirilen
altin nanodisk tabanli LSPR algilama ¢iplerinin, gida Orneklerinde S. aureus'un tespitini
kolaylastirabilecegi dogrulanmistir.

3.Saghk uygulamalarinda patojenlerin tespiti icin SPR biyosensorlerin kullanimi

SPR biyosensdrler, biyomolekiillerin protein-protein, enzim-substrat, antikor-antijen, protein-
niikleik asit ve protein-polisakkarit gibi kovalent olmayan etkilesimleri hakkinda bilgi saglamaya
yardimc1 olur [50,51]. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bakteriler, viriisler, viral ve bakteriyel pargaciklar
gibi cesitli patojenleri tespit etmek i¢in SPR tabanli gériintiileme yontemlerinin uygunlugunu
gostermistir [52].

Bulasic1 hastaliklar: teshis etmek igin kullanilan yontemler temel olarak mikroskopi, kiiltiir,
niikleik asit ¢ogaltma ve immiino analizleri igeren ¢esitli laboratuvar testlerine dayanir ve bu yontemler,
sonug alabilmek i¢in gereken siirenin olduk¢a uzun olmas1 gibi bir dezavantaja sahiptir [51]. Tedavi ve
prognoz gelistirmek icin hizli teshis ve tani olduk¢a Snemlidir. Bdylece, saglik bakim maliyetleri
azaltilmis ve patojenlerin yayilmasini 6nlemek icin erken halk sagligi miidahalelerine olanak saglanmis
olur [53]. Viriis, bakteri ve bunlardan kaynaklanan patojenik parcaciklarin teshisi i¢in literatiire gesitli
caligmalar sunulmustur.

Wang ve ark. [54] eksiltici inhibisyon deneylerinde yiiksek afiniteli monoklonal antikorlar
kullanarak, Bacillus anthracis (B. anthracis) sporlarinin hizli, hassas ve etiketsiz tespiti icin SPR
sensOriine dayali bir yontem gelistirmistir. Gelistirilen bu yontem ile 104 CFU/ml kadar diisiik
konsantrasyonlara sahip B. anthracis sporlariin 40 dakika iginde tespit edilebildigi ve B. anthracis'in
yiiksek konsantrasyonlarda bile diger Bacillus sporlarindan ayirt edilebildigi gosterilmistir.
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Baccar ve ark. [55], yaptiklar1 bir calismada E. Coli’yi tespit etmek i¢in SPR teknolojisine
dayanan iki farkli biyosensér gelistirmistir. ilk biyosensorde, islevsellestirilmis altin substrat temel
alinirken, ikincisinde islevsellestirilmis altin nanoparcaciklardan faydalanilmistir. {lk biyosensér icin,
altin elektrot, kendi kendine bir araya gelebilen tek tabaka teknigi kullanilarak tiyol ile fonksiyonel hale
getirilirken, ikincisi, modifiye edilmis altin substrat {izerinde immobilize edilmis altin nanopartikiiller
ile fonksiyonellestirilmistir. Altin nanopargaciklarin kullanimi, yiizey alani-hacim oranini arttirir, bu da
artan bir hassasiyete ve gelismis bir algilama limitine olanak saglar. Bir poliklonal anti-£. coli antikoru,
spesifik (E. coli) ve spesifik olmayan (Lactobacillus) bakteri tespiti i¢in immobilize edildi. E. coli
bakterisinin tespiti i¢in, birinci ve ikinci biyosensorde sirastyla 10* ve 10° CFU/ml tespit limiti elde
edilmistir. Yapilan denemeler, tasarlanan biyosensorlerin tekrarlanabilirlik agisindan da yeterli
oldugunu ortaya koymustur. E.coli tespiti i¢in gerceklestirilen bir diger ¢alismada [56], "grating-coupled
long range surface plasmon"larina (GC-LRSP'ler) dayali yeni bir yaklagim rapor edilmis ve bu yontem
bakteriyel patojen E. coli O157:H7'nin saptanmasi i¢in uygulanmistir. Sunulan yaklasimin potansiyeli,
50 CFU/ml kadar diisiik konsantrasyonlarda E. coli O157:H7'nin tespit edildigi bir model deneyinde
gosterilmistir. Elde edilen sonucun, dogrudan algilama formatina sahip “regular grating-coupled SPR”
ile elde edilen algilama limitinden 4 kat daha iyi oldugu belirlenmistir.

Struck ve ark. [57] tarafindan yapilan SPR temelli bir ¢alismada, SARS-CoV viriisiiniin insan
hiicresine baglanma afinitesinin 6nemli bir boliimiinii tastyan Spike proteininin reseptdre baglanma
bolgesinde (RBD) bir hekzapeptit bulunmustur. Bu amagla, reseptor proteini ACE2, sensor ¢ipi tizerinde
immobilize edilerek, peptitler sensor ylizeyi lizerinden gecirilmistir. Hekzapeptidin (Tyr-Lys-Tyr-Arg-
Tyr-Leu) iist solunum yollarinda bulunan epitel hiicrelerin viral enfeksiyonunu 600 kat azalttig1 ve
ACE?2 reseptoriine baglanan koronaviriislere karst spesifik oldugu gozlenmistir. SPR teknolojisinin
kullanildig1 bir diger ¢alismada Zidane ve ark. [58], benzer sekilde peptitlerin ve farmakolojik
molekiillerin ACE reseptorii tizerindeki inhibitor etkinliklerini incelemistir. Calismada, saflagtirilmis
enzimi standart amin birlestirme yontemi ile immobilize etmek i¢in karboksimetillenmis dekstran sensor
cipi kullanarak, potansiyel inhibitér molekiillerin ACE reseptdrii {izerindeki inhibisyonu
degerlendirilmistir.

Choi ve ark. [59], reseptor molekiillerinin immobilizasyonu i¢in plazma ile muamele edilmis
bir parilen-N filmi kullanarak insan hepatitinin viriis ylizey antijeni (HBsAg) tespiti i¢in SPR
biyosensorleri gelistirmis ve hepatit B'nin tibbi tanisi i¢in kullanmistir. Bir baska ¢alismada, Influenza
A ve influenza B, HINI, solunum sinsityal viriisii (RSV), parainfluenza viriisii 1-3 (PIV1, 2, 3),
adenoviriis ve ciddi akut solunum sendromu koronaviriisii (SARS) dahil olmak iizere dokuz yaygin
solunum viriisiiniin spesifik tespiti i¢in, SPR ¢ipi iizerine dokuz solunum viriisiine 6zgii oligontikleotidin
immobilize edilmesiyle SPR biyosensor gelistirilmistir. Biyosensoriin duyarliligini artirmak i¢in, PCR
primeri etiketlenmis ve hibridizasyondan sonra streptavidin ekleyerek sinyali daha da ytikseltmek i¢in
biyotin kullanilmistir. Dokuz yaygin solunum yolu viriisiinii temsil eden bogaz swab o6rnekleri, bu
yontemin hassasiyetini, O6zgiilliigiinii ve tekrarlanabilirligini degerlendirmek icin yenilik¢i SPR
biyosensor tarafindan test edilmistir [53].

Kus gribinin tanisina yonelik bir ¢aligmada, biitiin HSNx viriislerinin tespiti i¢in son derece
hassas ve spesifik sandvic tipi SPR biyosensorler iizerine ¢alisilmistir. {lk kez birka¢ aptamer, Multi-
GO-SELEX yontemi kullanilarak tiim kus gribi (Al) viriisleri HSNx igin basariyla taranmis ve
karakterize edilmistir [60]. Bir diger ¢alismada, hala kuslar ve insanlar arasinda dolasan ve insan
sagligini etkileyen onemli viriis tiirlerinden biri olan H7N9 viriisii hedef alinmistir. Klinik olarak
H7NO9'dan siiphelenilen hastanin teshisi i¢in sadece birkac¢ ticari teshis kiti veya platformu
bulunmaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada, yeni iiretilen bir monoklonal antikor ile biitiinlesmis bir IM-
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SPR biyosensorii kullanilarak H7N9 viriistinii hizli ve hassas bir sekilde tespit etmek amaciyla basit bir
platform gelistirilmistir. Kus gribi A H7N9 viriisiine benzer yiizey 6zellikleri gosteren H7N9-RG
viriisiiniin, yaklasik 10 dakika gibi kisa bir siirede tespit edilebildigi gosterilmistir [61].

Shang ve ark. [62], ACE2 ile kompleks halinde SARS-CoV-2'nin S proteininin reseptor
baglanma boélgesinin (RBD) kristal yapisini belirlemistir. SARS-CoV-2 RBD'in bu yapisal
ozelliklerinin, ACE2'ye baglanma afinitesini arttirdigi gézlemlenmistir. Bu ¢alismada farkli RBD'ler
amin gruplar1 aracilifiyla bir sensor ¢ipine kovalent olarak immobilize edilmistir. SPR teknolojisinden
faydalanilarak, kimerik RBD'nin, kimerik RBD ve ACE2 arasindaki N-O kopriisiinden dolayr SARS
CoV-2 RBD'den daha yiiksek bir ACE2 afinitesine sahip oldugu belirlenmistir. Kimerik RBD ve SARS-
CoV-2 RBD’nin ikisinin de SARS-CoV RBD’ye kiyasla daha yiliksek ACE2 afinitesine sahip oldugu
ortaya koyulmustur. Brielle ve ark. [63], molekiiler dinamik simiilasyonlar1 kullanarak SARS-CoV-2
viriisiiniin yiiksek enfeksiyon oranini anlamak i¢in insan ACE2 reseptorii ile SARS-CoV-2 S proteini
arasindaki etkilesimi, diger patojenik koronaviriis etkilesimleri ile karsilastirmistir. Daha sonra SPR
teknolojisinden faydalanilarak ¢alismanin deneysel hesaplamalar: yapilmis ve sonuglarin giivenilirligi
ispatlanmastir.

4. Sonug

Cok sayida molekiiler etkilesimin paralel olarak nicel analizini yapabilen SPR sensorlerinin
gelistirilmesi, gida giivenligi, tibbi tam1 ve ila¢ gelistirme iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. SPR
teknolojisinin kullanilmasiyla, gida giivenligi ve tibbi tani uygulamalarinda is yiikii, uzun analiz
stiregleri ve yiiksek maliyet gibi olumsuz etkiler ortadan kaldirilarak, mikroorganizmalar hizl1 ve hassas
bir sekilde tespit edilebilecek, bu da bireysel saglik ve halk sagliginda 6nemli olumlu etkiler yaratacaktir.

Yazarlarin katkisi: Yazarlar bu caligmaya esit oranda katki saglamistir.

Cikar catismasi beyani: Bu calismayla ilgili olarak yazarlarin herhangi bir kurum ve ya kisi ile ¢ikar
catismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve yaymn etigi beyani: Yapilan calismada yazarlar arastirma ve yayin etigine uygun
davranildigini beyan ederler.
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