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OZET

ETIKETSIZ YANAL AKIS ILE Listeria monocytogenes’e KARSI
APTAMER KAPILI SILIKA NANOPARTIKULLERIN SERBEST
BIRAKILMASI

TASBASI, Behiye Biisra
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Boliimii
Tez Damgmant: Prof. Dr. Veli Cengiz OZALP
Aralik 2019, 72 Sayfa

Listeria monocytogenes gida kaynakli patojen mikroorganizmalar arasinda en
yiiksek Oliim oranlarma sahip bakterilerdendir ve ozellikle ¢ocuklar, yaglilar, hamile
kadmlar ve immiin sistemi zayif olan hastalar i¢in yasamsal tehdit olusturabilmektedir
ve bu nedenle bu calismada gelistirilen biyosensor i¢in model organizma olarak
kullanilmistir. Aptamerler, patojenik bakterilerin yiizey antijenleri dahil olmak iizere
yiiksek afiniteli ve 0zgiilliikle hedeflere baglanan kisa, tek sarmalli oligoniikleotitlerdir
ve hastalik teshisi veya tedavisinde kullanilma potansiyelleri bulunmaktadir. Yanal akig
kromatografi formatindaki biyosensorler, maliyeti diisiik olmas1 ve anlik sonuglar icin
kolay yorumlanmasi nedeniyle ¢ok sik kullanilan ve arastirilan bir biyosensor ¢esididir.
Yanal akis sistemleri bu ve bunun gibi gida patojenlerinin hizli tespiti i¢in ucuz ve kolay
bir yontem oldugu ic¢in siklikla tercih edilmektedir. Bu c¢alismada patojen
L.monocytogenes (ATCC7644) susunun tespiti icin aptamer kapili mezoporoz silika
parcaciklar ile yanal akis sistemi kullanilmistir. Mezopor6z silika nanopartikiiller
icindeki sinyal molekiillerinin salinimi aptamer kapi yapilari ile diizenlenmistir. Sinyal
molekiillerini igeren nanopartikiiller kongujat pedine sabitlenmis ve aptamer-hedef
etkilesiminin yiliksek duyarlilik ile tespit edilebilmesi amaglanmistir. Dogranmis tavuk
eti numunesinin 1 ml’sinde 5 dakikada 53 L.monocytogenes hiicresine kadar tespit
edilebildigi calismada elde edilen veriler dogrultusunda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, Biyosensor, Listeria monocytogenes, Silika Nanopartikiil
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ABSTRACT

LABEL-FREE LATERAL FLOW ASSAY FOR Listeria monocytogenes BY
APTAMER-GATED
RELEASE OF SIGNAL MOLECULES

TASBASI, BEHIYE BUSRA
MSc in Biotechnology Program

Supervisor: Prof.Dr. Veli Cengiz OZALP
November 2019, 72 pages

Listeria monocytogenes is food patojen bacteria has the highest death rate among
borne pathojenic microorganisms and can be a life threatening threat especially for
children, the elderly, pregnant women and patients with weak immune systems and is
therefore used as a model organism for the biosensor developed in this study. Aptamers
are short, single-stranded oligonucleotides that bind to targets with high affinitiy and
specificitiy, including surface antigens of pathogenic bacteria, and have the potential to
be used in the diagnosis or treatment of disease. Biosensors in lateral fow
chromatography format are a widely used and researched type of biosensor because of
their low cost and easy interpretation for instant results. Lateral flow systems are often
preferred because they an inexpensive and easy method fort he rapid detection of such
and similar food pathogens. In this study, aptamer gated mesoporous silica
nanoparticles and lateral flow system were used for the detection of pathogen L.
monocytogenes(ATCC7644) strain. The release of signal molecules in mesoporous
silica nanoparticles is regulated by aptamer gate structures. The nanoparticles
containing the signaling molecules were fixed to the conjugate pad and it was aimed to
detect the aptamer-target interaction with high sensitivity. This strip biosensor can
determine L. monocytogenes in minced chiken matrix less than 5 min with a limit of
detection (LOD) of 53 cells in one mL of samples.

Keywords: Aptamer, Biosensor, Listeria monocytogenes, Silica Nanoparticle
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Sekil 1.1: Yanal akis strip test sistematik gosterimi

Biyosensorler hizli, ucuz ve kolay tespit yapabilen ve siklikla kullanilan sensor
sistemlerdir. Farkli alanlarda kullanilabilmesi yaninda hedefe 6zgii iiriinler tasarlamaya
imkan tanimas1 bakimindan biyosensorler bir ¢ok farkli versiyonu ile iizerinde calisilan
bir konu olmustur. Biyosensorlerin popiiler olmasinin en temel sebeplerinden biri de,
basit talimatlara uyarak herhangi bir uzmanlik gerektirmeksizin herkes tarafindan
kullanilabilir olmasidir. Ticari olarak da bu kadar 6nemli olan biyosensor sistemlerinin
bircok farkli uygulama ile tasarlanabilmesi, biyosensorlerin giinliik hayatimizda
saglhigimizin takibini saglamasi ve hayatimizi kolaylastirmasi yeni biyosensorlerin

gelistirilmesinin 6nemini ve gerekliligini arttirmastir.

Yanal akis testleri ile kagit yiizeyler kullanarak strip formlu biyosensorler kolay

kullanim1 ve hizli sonu¢ vermesi ile en sik kullanilan biyosensor cesitlerindendir.



Gebelik testleri bu biyosensoriin en bilinen ve en sik kullanilan 6rneklerinden biridir.
Yanal akis strip testleri gorsel ve sabit sonuclar verdigi i¢in uygulamasi basit,
giivenilirligi ve dogrulugu yiiksek oldugu icin siklikla tercih edilen bir biyosensor

sistemidir.

Aptamerler yiiksek spesifite ile istenilen hedefe yonelik secilebilmesi gibi
avantajlar1 olan DNA ya da RNA molekiilleridir. Bu molekiiller kisa (2-100) niikleotit
uzunluklarindadir. Inorganik ya da organik bir¢ok farkli molekiile kars1 DNA bilgisiyle
ya da direkt olarak hedef molekiil ile muamele yapilarak secilebilmeleri ve se¢ilim

stirecinde bircok farkli yolun izlenilebilmesi aptamerlerin en biiyiik avantajlarindandir.

L. monocytogenes siklikla goriilen bir gida patojeni olmamakla birlikte 6liim orani
bazi hasta gruplar1 i¢in en yiliksek olan bakterilerdendir. Yaslilar, ¢ocuklar, hamile
kadinlar ve immiin sistemi zayif olan insanlar i¢in ¢ok Sliimciil sonuglar doguran bir
bakteri olabilmektedir. L. monocytogenes’in zorlu sartlarda 6zellikle diistik sicakliklarda
yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi ve biyofilm olusturmasi, bu bakteriyi
endiistriyel sistemler i¢cin de bulastig1 zaman uzaklastirmasi ¢ok zor bir mikroorganizma
haline getirmektedir. L. monocytogenes’in gida igerisinde hizli c¢ogalabilmesi ve
tespitinin zaman almasi toplum sagligi i¢in risk olusturabilmektedir. Bu ¢alismamizda
L. monocytogenes’in hizli, dogru ve diisiik miktarlarda tespit edilebilmesi amaciyla
aptamer kapili silika nanopartikiiller yanal akis sisteminde kullanilmistir. Aptamer

kapili silika nanopartikiiller ile sinyal molekiillerinin salinimi diizenlenmistir.



Bu calismada yanal akis sisteminde, aptamer kapili silika nanopartikiiller
konjugasyon pedine sabitlenerek yiiksek duyarlilikli ve secicilikli bir biyosensor sistemi
tasarlanmigtir. Silika nanopartikiiller ylizey modifikasyonunun kolaylig1 nedeniyle
secilmislerdir. Aptamer kapili silikananopartikiiller kullanilarak yapilan bu biyosensor
sistemi L. monocytogenes’in tespitinde yliksek hassasiyet ve Ozgiilliik gostermistir.
Dogranmis tavuk etinin 1ml numunesinde 5 dakikada 53 hiicrelik bir tespit limitine

(LOD) ulagilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Biyosensor Sistemleri

Glinlimiizde Biyosensor tanimi "International Union of Pure and Applied
Chemistry" (IUPAC) tarafindan “kimyasal bir son {irline karsi verilen biyolojik
yanitlar1 optik, elektrokimyasal ya da termal sinyal sistemlerine doniistiirerek Slcen
sistemlerdir” diyerek yapilmustir (Asal vd.,2018). Ilk biyosensdr sistemleri ve
tamimlamalar1 Leland C Clark Jnr (1918-2005) tarafindan yapilmustir. Ik biyosensor
sistemi (1956) kandaki O: derisiminin bir elektrot ile 6l¢limii ile baslamistir. Clark bu
sistemi “Clark elektrodu” olarak tanimlamistir. Leland Clark “biyosensoriin babasi”
olarak da bilinmektedir. Leland C Clark ve Champs Lyon 1962’de kandan H-O: ile
glikoz analizi yapmistir. 1977°de ise ilk kez biyosensor tanimi yapilmistir (Sentiirk vd.,

2018).

L
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Sekil 2.1: Biyosensoriin temel kisimlari



Biyosensorler yakin tarihte kesfedilmesine ragmen bu siirecte hizli bir gelisim ve
farkli alanlarda kullanim potansiyeli gostermislerdir. Biyosensorler hizli, dogru, ucuz ve
kolay kullanimi agilarindan kullanicilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir.
Biyosensorler temelde bir biyoreseptdr, doniistiirlicii ve sinyal okuma kisimlarindan
olusmaktadir (Sekil 2.1). Biyoreseptor kismi enzimler, antikorlar, niikleik asitler,
monoklonal antikorlar, yapay iyon kanallari, hiicreler, dokular ve aptamerlerden
olusabilir (Sekil 2.2). Doniistiiriicii kismu gelen 6rnege karsi verilen yanitin dlciilebilir
sinyal cesitlerine doniistiiriildiigli alandir. Sinyal okuma kismi verilen yanitin gorsel
olarak goriinlir kilindig1 yerdir. Biyosensor sistemleri biyoreseptdr ve doniistiiriicii

kisimlarinin farkh fiziksel ve kimyasal ¢calismalarina gore adlandirilir.

Hicre Enzim Antikor Aptamer

Sekil 2.2: Biyoreseptor gesitleri

2.1.1 Biyoreseptorler

Biyoreseptor cesitlerine ve kullanimina gore biyosensorler farklilasabilir. En sik
kullanilan biyoreseptorlerden bazilar1 enzim temelli, antikor/antijen temelli, tiim hiicre

temelli ve aptamer temelli biyoreseptorlerdir.



2.1.1.1 Enzim temelli bivoreseptorler

Biyosensor sistemlerinde kullanilan ilk sistem enzim temelli sistemdir. 1962°de
Clark ve Lyons ve 1967°de Updike ve Hick kandan glukoz tayinine yonelik olarak
glikoz oksidaz enzim kapl elektrotlar1 kullanmislardir (Kokbas vd., 2013). Enzim ve
analit arasindaki siire¢ ile uygulama yapan biyosensorlere enzimatik biyosensor de
denilir. Ik kullamilan ve iyi bilinen bir molekiil olmasi nedeniyle enzim temelli
biyoreseptorler oldukca sik kullanilmaktadir. Enzim analit affinitesi yiiksektir.
Biyoreseptor olarak enzim kullanimindan dolay1 olusan pH, 1s1, analit yogunlugu ve
diger cevresel kosullardan etkilenirler (Asal vd., 2018). Enzim temelli biyoreseptorler
ile ila¢ aktif maddesi, gida, vitamin, mineral ve antibiyotik gibi kii¢lik molekiilli

organik ve anorganik maddeler tespit edilebilir (Neethirajan vd., 2018).

2.1.1.2 Antikor temelli bivoreseptorler

Antikor bagisiklik sisteminin dnemli bir pargasidir. Antijenler ise viicutta antikor
iiretimini tegvik eden yabanci ya da viicudun yabanci algiladigi yapilardir. Antijen ya da
antikor temelli biyosensorler immiinosensorler olarak da adlandirilirlar. Antijen veya
antikorlar ile yiiksek spesifiklikte baglanma saglayan sensorler yapilmaktadir. Bu
biyoreseptdrlerin dezavantaji her molekiile kars1 elde edilmesi ve stabilizasyonunun zor
olmasidir (Asal vd., 2018). Immiinosensdrlerin yiiksek iiretim maliyeti, karmasik
sistemleri ve uzman kullanic1 ihtiyact ve oda sicaklifinda muhafaza edilememesi gibi
dezavantajlar1 vardir. Immiinobiyosensérler viriisler ve patojen mikroorganizmalar gibi

immiin yanit olusturan canlilara kars1 kullanilabilmektedir.



2.1.1.3 Tiim hiicre temelli bivoreseptorler

Bu biyoreseptorlerde bir ya da birden ¢ok canli hiicre ¢esidi kullanilabilir. Canli
ya da cansiz hiicrelerin sabitlenmesi ve ortamdaki analite karsi verdigi tepkilere gore
biyosensor tasarlanabilir. Tiim hiicre biyoreseptorlerin avantaji olumsuz sartlara
dayanikli olmalar1 ve genis araliklarda kimyasal sentezleyebilme kapasiteleridir. Tiim
hiicre  biyoreseptorlerde orijinal mikroorganizma ya da genetik modifiye
mikroorganizmalar  kullanilabilmektedir. Tim hiicre sensorlerdeki dezavantaj
istenilmeyen metabolitlerin olusabilmesi ve diisiik 6zgiil aktivite gibi durumlardir. Tiim
hiicre biyoreseptdrler toksik, mutajenik maddelere karsi ve BOD (biyolojik oksijen

ihtiyaci) analizi i¢in kullanilabilirler (Nivens vd., 2004)

2.1.1.4 Aptamer temelli bivoreseptorler

Reseptor olarak tek zincirli DNA ya da RNA parcalarmin  kullanildig:
sistemlerdir. Bu biyoreseptor sistemleri ortamdaki immobilize haldeki tek zincirli
DNA’nm analite tutunmasini ve sinyal vermesi iizerine ¢alismaktadir (Asal vd., 2018).
Aptamer temelli biyoreseptoriin en onemli avantaji bircok farkli hedef molekiiliine
yonelik olarak tespit edilmesi ve standart olarak sentezlenebilmesidir. Aptamerler kolay
kullanimi, oda sicakliginda muhafaza edilebilmesi ve diisiik iiretim maliyeti gibi
avantajlara da sahiptir. Aptamerler, SELEX (Systematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment) ile ilag ve kimyasal ham maddelerine, proteinlere, kiiciik-



biiyiik molekiillere ve hiicrelere gore hedeflenip secilebilmektedir (Hong ve Sooter

2015).

2.1.2 Doniistiiriiciiler

Déniistiiriiciiler olusturulan biyolojik yanita karsi olusan sinyal molekiillerinin
okunabilir ya da gozlemlenebilir forma doniistiirtildiigii sistemlerdir. En sik kullanilan
doniistiiriicii formlar1 optik tabanli, elektrokimyasal tabanli, kagit tabanli biyosensorler

en sik kullanilan biyosensor doniistiiriicii sistemleridir.

2.1.2.1 Optik tabanlh bivosensorler

Optik doniistiiriiciilii biyosensorlerde analit ile biyoreseptor kisminin baglanmasi
sonucu optik bir sinyal ile yanit olusturulur. Analit ile biyosensorii reaksiyonu sonucu
olusan konsantrasyon degisimi, kiitle degisimi, 151k degisimi gibi farkl sinyalleri optik
sinyallere doniistiirerek calisir. Bu optik sinyal; goriiniir 151k, kizilotesi, yiizey plazmon
rezonansi (SPR), biyolojik 1s1ldama, kimyasal 1s1ma ya da fotoemisyon seklinde olabilir
(Sentlirk vd., 2018). SPR analizi altin yiizey iizerine istenilen biyoreseptoriin
immobilize edilmesi ile akig verilen analitin sinyal olarak takibi sayesinde
yapilmaktadir. SPR ile patojen bakteri tespiti, protein tespiti, kiiciik ve biiyiik
molekiilerin etkilesimleri izlenilmektedir. Optik tabanli biyosensorler yiiksek

hassasiyetleri sayesinde kullanim avantaj1 saglamaktadir (Syam vd., 2012).



2.1.2.2 Elektrokimyasal tabanli bivosensorler

Elektrokimyasal tabanli biyosensorler ilk kullanilan sensdér tipinin de
dontstiiriiciisiidiir. Uzun zamandir kullanilan ve tizerinde en ¢ok ¢alisilan doniistiiriicti
sistemlerinden  biridir.  Elektrokimyasal tabanli biyosensorler genelde enzim
biyoreseptorler ile birlikte kullanilmaktadirlar. Biyoreseptore tutunan analit enzimsel
siire¢ ile dontistiiriiliir, donilistim sonrasi elektrokimyasal doniistiiriicli tarafindan madde
derisimi sinyale doniistiiriiliir (Kokbas vd., 2013). Elektrokimyasal tabanli sensorler;
amperometrik/voltmetrik, potansiyometrik ya da kondiiktrometrik (yar1 iletken) esasli
olabilmektedir. Reaksiyon sirasinda elektrik potansiyelinin iiretilmesine neden olan
biyoreseptorler potansiyometrik doniistiiriiciiler ile kullanilirlar. Reaksiyon sirasinda
elektron iiretimine neden olan biyoreseptorler amperometrik doniistiiriiciiler ile
kullanilirlar. Optik yOntemlere gore elektrokimyasal yontemler bazi numunelerde
calisma kolayligr sunmaktadir. Elektrokimyasal yontemlerin dezavantaj ise spesifik

secilimin diisiik olmasidir (Malekghasemi, 2015).

2.1.2.3 Termal tabanh bivosensorler

Bu tip biyosensorlerde doniistiiriici reaksiyon sirasinda olusan 1s1 farklarini
kullanarak sinyal olusturur. Genellikle enzim biyoreseptorler ile birlikte kullanirlar.
Reaksiyon sonucu olusan 1s1 farki analit yogunlugu ile karsilastirilarak sinyal
olusturulur. Genellikle pestisit ve patojenikbakterilerin analizlerinde kullanilirlar (Syam

vd., 2012).
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2.1.2.4 Yanal akish bivosensorler

Yanal akigh biyosensor sistemlerinde genellikle seliilloz kagit kullanilmaktadir.
Kagit dogal yapis1 geregi hidrofiliktir ve sivi matriks {lizerinde taginir. Kagit tabanl
biyosensorler niikleik asit, metal iyonlari, patojenmikroorganizma ve kok hiicre tespiti
gibi farkli molekiillerin ve yapilari tespiti i¢in kullanilabilmektedir. Yanal akislh
biyosensorlerin en biiylik avantaji karmasik ve pahali cihazlar yada uzman kullanicilar
gerektirmeksizin kolay, hassas ve hizli gorsel tespit yapabilmesidir. Yanal akis
sistemleri giinliik hayatta gebelik testi ve strip testler olarak siklikla kullanilan testler

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yanal akis sistemlerinde aptamerlerin kullanilmasi durumunda sistem yanal akis
aptasensoriic  (LFA) olarak adlandmrilir. Aptamerlerin  yanal akis sistemlerinde
kullanilmasi ile spesifiklik ve hassasiyet attirilabilir. Aptamerler hedefe gore secilip

sentezlenebildigi i¢in kullanim alan1 genisleyebilmektedir (Wu vd., 2019).

2.1.3 Biyosensorlerin uygulama alanlari ve kullanimlar

Biyosensorler medikalde, ¢cevre ve ekosistemde, endiistriyel tiretim siireclerinde,
giyilebilir teknolojilerde, tipta, eczacilikta ve savunma sanayisigibi bir¢cok alanda
kullanilabilmektedir. Biyosensorlerin en biiyiik kullanim avantaji hizli, spesifik ve
yerinde yapilan uygulama testlerine olanak saglamasidir (Dong ve Chen,

2002).Biyosensorler ile ilgili gerceklestirilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
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calismalar haricinde giiniimiizde ticari olarak kullanilan bir¢ok biyosensor de vardir

(Justino vd., 2017).

Biyosensorlerin bu kadar hizli bir sekilde kullanilmasina sebep olan (istiin
ozelikleri spesifik baglanma basarisi, katalitik verimleri, elektron transferleri gibi
durumlardir. Biyosensorlerin dezavantajlar1 ise pH, sicaklik, oksitleyici ajanlar ve
enzimatik bozulmalardir. Dezavantajlarin iistesinden gelmek icin hedeflenmis tasarim
degisiklikleri, protein ve niikleik asitlerin yonlendirilmis evrimi, kararlilik gelistirme

calismalar1 yapilmaktadir.

Ideal bir biyosensdrde bulunmasi gereken dzellikler; duyarhlik, segicilik, 6lciim
araligi, 0lclim zaman, tutarlilik, cihaz 6mrii, kararlilik ve kullanic1 dostu olmasi olarak
siniflandirilabilir. Duyarlilik testin analitteki en diisiik degisime cevap verebilmesidir.
Secicilik testin sadece hedeflenen analize 6zgiinliigii ve diger benzer analitlere cevap
vermemesi durumudur, ayn1 zamanda segicilik i¢inde test karistirma, pH ve sicaklik gibi
parametrelerden etkilenmemelidir. Olgiim araligi, testin en diisiik ve en yiiksek analit
konsantrasyonlarinda calisabildigi araliktir. Olgiim zamanu, testin analite cevap verdigi
minimum araliktir. Tutarlilik, testin sonuglarmmin her 6lgiimde ayni standartta ¢alismasi,
elektriksel parazitlerden ve diger dis kosullardan etkilenmemesi durumudur. Cihaz
omri, kullanilan test yonteminin bir hataya sebep olmadan calistig1 en uzun siiredir.
Kararlhilik, belirli bir siirede testin normal depolama ve kullanom kosullarinda
duyarliliginda yasanan degisimlerdir. Testin kullanicit dostu olarak tasmabilir, kiigiik,
biyouyumlu, kullanimi1 kolay ve kullanis1 basit bir ara yiize sahip olmasi, uygun fiyath

olmasi ve kalifiye eleman gerektirmemesi gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Tiim bu
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ozelliklerden yana basarili olan bir biyosensoér ayni zamanda bir pazara ve kullanicilar

tarafindan benimsenmeye ihtiyag¢ duyar.

Literatiirdeki biyosensor uygulamalar1 ve denemelerinden bazilart:

Liu vd., (2017) yaptiklar1 caligmada gida 6rneklerinde kanamisin varligini tespit
edebilmek igin aptamer ile modifiye edilmis altin nanopartikiiller kullanmislar.
Calismada DNA kaplh glimiis nanopartikiiller sinyal molekiilii olarak kullanilmistir. Bu
calismada yanal akish strip test yontemi ile deney 10 dakikalik inkiibasyon siiresinde

tamamlanir ve gorsel tespit limiti 35nM’dur.

Wang vd., (2017) L. monocytogenes tespitine yonelik coklu capraz yer
degistirmeli (MCDA) etiketli altin nanopartikiiller kullanarak yanal akis biyosensor
denemeleri gerceklestirmislerdir ve calismada yanal akishh biyosensoriin diger test

edilen patojenlerden L. monocytogenes’i ayirdigini tespit etmislerdir.

Pisamayarom vd., (2017) L. monocytogenes’in tiikketime hazir deniz {iriinlerinde
tespitine yonelik yaptiklar1 ¢alismada, L. monocytogenes’in hlygeni DNA
amplifikasyonu ve SYBR GOLDTM yoluyla floresan sinyal tespiti ile
amaglanmaktadir. 4,5 saatlik test siiresinde 50g numunede en az 100 hiicreye kadar

tespit ettigi raporlamuglardir.
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Savas, (2018) altin nanopartikiil isaretli biyosensor ile Escherichia coli’yi hizli ve
duyarl tespiti lizerine elektrokimyasal biyosensor iizerine caligmistir. Bu calismada
enzim ile immobilize edilmis sekonder antikorlar, enzim ve sekonder antikor ile
modifiye edilmis altin nanopartikiiller ile degistirilerek kullanilmistir. Daha 6ncesinde
50 CFU/ml olarak rapor edilen tespit degerinin caligma sonrasi 38 CFU/ml’ye

diistiriildiigii rapor edilmistir.

Borsa vd., (2016) yaptiklar1 calismada kan 6rneklerinden Staphylococcus aureus
tespiti i¢cin silika nanopartikiil-oligoniikleotitli konjugatlar iizerine ¢alismiglardir.
S.aureus bakterilerinden salgilanan spesifik bir niikleazin aktivitesi tespit edilmistir.
Kan numunelerinden floresans miktar tayini icin silika nanopartikiiller kullanilmis ve
tam kanda 682 CFU seviyesine kadar S. aureus hiicrelerinin spesifik tespiti yapilabildigi

rapor edilmistir.

Tominaga., (2019) yanal akis strip testleri kullanarak koliform bakterilerin tespiti
lizerine yaptig1 ¢alismada, 7 ayr1 koliform bakterisinin 3 ayr1 gida 6rneginden (tavuk,
sigir ve domuz eti) 8 saatlik inkiibasyon sonrasi tespit edildigi gosterilmistir. Calismada

nitroseliiloz membran ve kollodial nanopartikiiller kullanilmistir.

Tombelli vd., (2004) HIV-1 Tat proteininin tespiti icin RNA aptamer bazh
biyosensorler tasarlamislardir. SPR analizi ile altin ylizeye immobilize edilmis kuvars
kristalleri ile biyotin bagli primerlerin avidin afinitesinden faydalanarak ¢alisilmistir.
RNA aptamerlerinin HIV-1 Tat’a ¢ok benzeyen Rev proteinine afinite gostermedigi

bildirilmistir.
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Li vd., (2007) yaptiklar1 ¢aligmada elektrogenere kemiliiminesans aptamer (ECL
AB) bazli biyosensor ile kokain tespitine yonelik calismislardir. Altin elektrot {izerine
immobilize edilmis aptamerler (ECL AB) ile 1.0x10™® M en az tespit smir1 (LOD

degeri) oldugu bildirilmistir.

Zhang vd., (2012) yaptiklar1 calismada sulu ortamdaki civa varligini tespit etmek
icin DNA kapakli mezoporoz silika nanopartikiiller kullanmiglardir. Sulu ortamda Hg*2
iyonlarinin varligimmda DNA aptamerleri gozeneklerden kurtulurlar ve floresan sinyali
takibi ile sistem calisir. Sistemin 20 dakikadan az siirede 4 ppb’ye kadar tespit

edebildigi rapor edilmistir.

Bayramoglu vd., (2018) aptamer ile 6zellestirilmis manyetik silika kullanarak siit
orneklerinde Salmonella tespiti ilizerine g¢alismislardir. Yapilan ¢alismada manyetik
parcaciklar ve silika MCM-41 silika nanopartikiiller kullanilmistir. Bu yontem ile siit

orneklerinde 103 CFU/ml konsantrasyonuna kadar floresan olctim yapilmaistir.

Ozalp vd., (2013) ‘nin calismasinda enzimler poliakrilamid matrisinde korunup
tutunmaktadir. Yanal akis biyosensor kullanarak hidrojen peroksit konsantrasyon

Ol¢iimil i¢in hizli ve hassas bir ¢ozlim olarak goriilmiistiir.

Akademik olarak biyosensorler siklikla arastirilan bir konu olmasinin yaninda
ticari olarak da biliyiik bir 6neme sahiplerdir. Giinliik hayatin i¢inde bir¢cok alanda

kullanilan biyosensdrler vardir.
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Kandan seker ol¢limii yapan cihazlar ile ¢ok az bir miktar (0.3 pl) ¢ok hizli
stirelerde (1 dakikadan az) ve kolay sekilde 6lglim yapabilmektedir (Sekil3-A)(Yasa,

2019).

Pylori K-SeT strip testi ile mide de yasayan ve mide lilseri basta olmak iizere
kanser de dahil bircok hastaliga sebebiyet veren Helicobacter pylori nin hizli ve yiiksek

secicilik ile tespit ve tedavisi saglanabilmektedir (Sekil3-B)(Crealys, 2019).

Penguin sensor sistemi et, kanatlh hayvan, balik ve mandira {riinlerinde
antibiyotik varligmi tespit etmek iizerine analiz yapabilmektedir. Bu biyosensor ayni
zamanda meyve sebzelerde pestisit analizi ve tiim gida {iirlinlerinde pH, tuzluluk ve

seker analizi de yapabilmektedir (Sekil3-C)(Biosensor, 2019).

BOD (Biyolojik oksijen ihtiyac1) analizi sistemleri ile atik sulardaki organik
kirliligin 6l¢iimii hizli bir sekilde yapilabilmektedir. Klasik yontemler ile 5 giin siiren
analizler tiim hiicre biyosensor sistemi ile Olciim siiresi 15 dakikaya
disiiriilebilmektedir.  Biyoresptor olarak Trichosporon  cutaneum, Pseudomonas,
Clostridium ve Bacillus tirlerini biri ya da birden cogu karisik olarak

kullanilabilmektedir (Sekil3-D)(Sentez, 2019).

Gebelik testleri ile idrardaki HCG (Human Chorionic Hormon) isimli hormon ile
strip test formatinda hizli ve kolay bir kullanim sekli ile tiiketiciler tarafindan siklikla

kullanilan bir biyosensor 6rnegidir (Sekil3-E)(Eserdag, 2019).
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Nanocanary toksitite 6l¢climii ile karbon nanomateryallerin i¢indeki canl hiicreler
ile toksik gaz salmimmma kars1 verilen cevabi Olgecek bir biyosensor sistemi
caligmaktadir. Biyosensdér maden ya da insaat sahasi toksik alanlarda erken tespiti
amaclasa da gelecekte hiicrelerin ilaca verdigi tepkileri 6lgmek, ilag dozajlama ve

hayvan deneylerinin 6niine ge¢mek icin de kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Pacific,

2019).
Pylori-Strip
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Sekil 2.3: Ticari biyosensorler: A) Seker dl¢iim cihazi, B) Pylori K-SeT, C) Penguin biyosensor, D)
BOD analiz cihazi, E) Gebelik testi.
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2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller boyutlar1 1-100 nm (1nm= 10"°metre) arasinda degisen yapilardir.
Nano kelimesi Latince ciice anlamina gelmektedir ve son yillarda en fazla calisilan
konulardan biridir. Nanoteknolojinin son yillarda iizerine en ¢ok ¢alisilan konulardan
biri olmasinin nedenlerinden biri malzemelerin nano boyutta farkli 6zellik ve yapilar
gostermesidir. Nanoteknolojik calismalarda minimum boyutta ve miktarda malzeme ile
calisildigr icin atik miktar1 ve cevreye verdigi zarar bu yonden en az miktara
indirilebilir. Nanoboyuttaki malzemelerin avantajlarindan biri de hedef molekiillere
yonelik yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte, hizli ve hassas se¢imi ydniinden kimyasal
olarak yonlendirilebilir olmasidir (Ercan vd., 2012). Nanopartikiiller ila¢ gelistirme ve
kontrollii salinimy,teshis ve tedavi ajanlari,ylizey aktif maddeler, siiper iletkenler, hafif
ve dayanikli malzeme iiretimi, hasta takip cihazlar1 ve biyosensor tasarimi gibi birgok

farkli alanda kullanilabilmektedir (Ozalp ve Schifer, 2011).

Nanoboyutta yapilan caligmalarda maddenin nanoboyuttaki elektrik yapisi,
iletkenligi, reaktivitesi, yiizey polimorfizmi ve toksik etkisi gibi bir¢ok farkli boyuttan
incelemek ve bu Ozelliklerin iyi ayarlanabilmesi gerekmektedir. Nanomalzemelerin
viicutta ya da cevrede parcalanma siireleri ya da parcalanmadan once ya da sonra
birikim yaptiklar1 noktalar 6nceden tespit edilmeli ve toksik etkisinin Oniine

gecilmelidir.
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2.2.1 Silika Nanopartikiiller

Mezoporoz silika nanopartikiiller, genis bir hacme ve yliksek dereceli gozenekli
dis ylizeye sahiptir. Bunun sayesinde farkli hedef molekiillerde kullanmak i¢in umut
vadeden nanopartikiillerdendir. Bu tarz bosluklu nanopartikiiller ila¢ tasima, hedefleme,
kimyasal madde tasima, floresan madde tasima gibi farkli o6zellikler icin
kullanilabilmektedir. Nanopartikiildeki maddelerin salinimi fiziksel uyarimla, kimyasal
uyarilarla ya da biyokimyasal 6zellikli yapilar ile kontrol edilebilmektedir (Sancenén
vd., 2015). Mezoporodz silika nanopartikiiller sentez ve modifikasyon kolaylig:
sebebiyle siklikla kullanilan nanomalzemelerdendir. Biyokimyasal uyarilar ile kontrol
edilen yapilarin niikleaz kararsizliklar1 gibi ya da disaridan kaynaklanabilecek baska dis
etkenlere kars1 korunmasi i¢in de nanopartikiillerin i¢ine gdmiilen sensor sistemleri de
tasarlanmistir. Bu sistemler ger¢cek zamanli metabolit 6l¢iimii i¢in de kullanilmaktadir

(Nielsen vd., 2010).

Floresan
\/\N Molekuller
Aptamer

Hedefli

Genler /’__ '
Floresan Antikor
Moleklleri

Manyetik Peptit ilag

Nanopartiktller ARRRE Molekilleri

Sekil 2.4: Mezoporoz silika nanopartikiil
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Kapili nanopartikiil sistemleri kimyasal uyaranlara karsi verilen cevaptan
faydalanarak i¢indeki molekiilii gozeneklerden kontrollii olarak bosaltmasini
diizenleyen sistemlerdir. Bu sistemlerde temelde tasima isleminin yapildig1 malzeme ve
taginan malzemenin salinimini diizenleyecek olan molekiiller yer alir. Bu ¢alismamizda
da kullandigimiz gibi kapili molekiiller acilma mekanizmalar1 ve kontrollii salinim

saglamalar1 agisindan avantajlidir (Aznar vd., 2016).
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2.3 Aptamer

Spiegelman ve c¢alisma arkadaglar1 1960’larda ilk evrimsel niikleik asit
deneylerini tanimlamiglardir (Mayer, 2009). Ik aptamer ¢alismalar1 ise 1990°da 3 farkls
calisma grubu tarafindan (Robetson ve Joyce, 1990; Tuerkve Gold, 1990; Ellington ve
Szostak, 1990) es zamanl olarak evrimsel secilimle ayrilan bu molekiiller Latincede
“uygun” anlamina gelen aptamer olarak isimlendirilmistir (Bayrag, 2014). Aptamerler
kisa (20-100 nt) ve tek zincirli, farkli hedeflere yiiksek 0zgiilliik ile baglanabilen DNA
ya da RNA parcaciklaridir. Aptamerler spesifik hedeflerine karsi iyi tanimlanmisg
oligoniikleotitlerdir. Hedefleri ile baglandiklar1 zaman konformasyonel bazi
degisiklikler gosterirler (Sekil 2.5). Konformasyonel degisiklikler gostermeleri hedef
molekiil i¢in yiiksek afinite gdstermelerini saglar bu da kullanim alanlarinin
genislemesinin temel sebeplerindendir (Mayer, 2009).Aptamerler in vitro olarak
hedeflenen molekiile kars1 segilebilmesi ile antikorlar ve enzimler gibi dogal reseptorler
olarak kullanilan reseptorlere kiyasla daha Once goriilmemis avantajlara sahiptir.
Aptamerler, iyonlar, kiiciik molekiiller, biiylik molekiiller, aminoasitler, tiim bitki
hiicresi, tiim hayvan hiicresi, tiim bakteri sec¢imi, ila¢ ekten maddesi, kimyasal kokenli
maddelere kadar bircok farkli boyut ve yapidaki hedeflere karsi secilebilmektedirler
(Wu vd., 2019). Aptamerler 6zellikle patojen bakterileri, inorganik iyonlar1 ilag ve
kimyasal kokenli malzemeleri ayirt etme konusunda diger reseptorlere gore daha

avantajli olabilmektedir (Majdinasab vd., 2018).
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Sekil 2. 5: Aptamerlerin baglanti konfigiirasyonlari

[lerleyen yillarda evrimsel segilim islemleri SELEX yani {istsel zenginlestirme ile
ligantlarin sistematik evrimi seklinde isimlendirilmistir (Sekil2.6). SELEX 10-15 dongii
seklinde yapilan ve tamamen rastgele bir kiitiiphane (103-10°) ile baslanilan ve her
SELEX dongiisiinde daha spesifik baglanmalarin segilip spesifik olmayanlarin
uzaklastirildigi bir sistemdir (Pan vd.,2018). Aptamerler elektrokimyasal sistemler,
yanal akis strip sistemleri ve optik tabanli goriintiileme sistemleri gibi bir¢ok farkli
reseptor sistemi ile kullanilabilmektedir. Bu sayede farkli kullanim alanlarma ve
stireclerine yonelik sistemler tasarlanabilir (Majdinasab vd., 2018). SELEX temelde
hedef molekiiller ile kiitiiphanenin baglanmasi, baglanan molekiillerin ¢ogaltilmasi,
cogalan irilinlerin tekrar tek zincire doniistiiriilmesi seklinde ilerler. Tek zincire

dontistiiriilen molekiiller tekrar hedef ile baglanir ve dongii bu sekilde tekrarlanmis olur.
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DNA Kittphanesi \,4*‘5‘ Vbq’ Baglanmayanlarin
LLLV\N % ayrilmasi 4:\

Hedef Hiicreler { ¢

Pozitif SELEX

. Baglananlarin Segilmesi

ssDNA ile Déngiintin
Tekrar Baglamasi

a0 M9)  Negatif SELEX
g

Tek Zir&
Déniistiirme '

PCR ile Hedef Bolgelerin Cogaltilmasi

Baglanmayanlarin Segilmesi

Sekil 2.6: SELEX dongiisti

SELEX ile aptamer iiretimi ile ilgili baz1 literatiir calismalari;

Duan vd. (2013) yaptiklar1 ¢calismada L. monocytogenes’e karst SELEX yontemi

ile aptamer sentezi yapildigi rapor edilmistir. SELEX secilimleri sonunda 48.74 nM

ayrisma sabitli (Kd) aptamerler izole edilmistir. Aptamerler sandvic tipi bir floresans

tayini ile tespit edilmis ve 75 CFU/ml tespit simirina (LOD) sahip oldugu gosterilmistir.

Kim vd. (2010) ibuprofene kars1 yaptiklar1 ¢alismada SELEX metodu ile se¢im

yapmislar ve rastgele DNA kiitliphanesinden 5 diziyi se¢mislerdir. Bu dizilerden 2’sinin

sadece ibuprofene 0zgii aptamerler olduklar1 afinite parametreleri ile gosterilmis, bu 2

aptamerin profen grubu baska bir etkene ilgisi olmadigi da bildirilmistir.
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Bayra¢ ve Kandemir, (2018) domuz jelatinine kars1 yaptiklar1 aptamer
calismasinda SELEX metodu ile aptamer secimi kullanmislar ve segilen aptamerleri
MiSeq dizileme ile inceleyip en yiiksek orandaki aptamerlerin balik ve sigir jelatinine
diisiik affinitesi varken domuz jelatinine yiiksek afinitesi oldugu bu yiizden tespit i¢in

kullanilabilecek potansiyel ajan oldugu s6ylenilmistir.

2.3.1 Aptamer avantajlari

e Istenilen birgok hedefe ydnelik olarak in vitro olarak secilebilirler.

e Aptamerler hedefe yonelik segilebildigi icin yiiksek O6zgiillik ve baglanma
afinitesine sahiptirler.

¢ Bir kez sec¢ilen aptamerler ticari olarak ayni saflikta iiretilebilirler.

e Sabit bir liretim safligina sahip olduklari i¢in tekrarlanabilirlikleri yiiksektir.

e Aptamerler denatlirasyona kars1 dayanikhidirlar bu sayede uzun stireli raf
Omiirleri vardir.

e ssDNA(tek zincirli DNA) ya da RNA molekiilleri olduklar1 i¢in kimyasal olarak
stabillerdir.

e Aptamerler kimyasal olarak sentezlendikleri i¢in modifikasyon yapmak
kolaydir.

e Aptamerler genellikle hedeflerine baglandiklar1 zaman konformasyonel
degisikliklere ugrarlar bu da yliksek hassasiyet ve secicilik saglar.

¢ Aptamerler canlilarda bir immiin yanitta sebep olmaz.
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e Aptamerler kimyasal olarak sentezlenen molekiiller olduklar1 i¢in diisiik

maliyetlidirler.

2.3.2 Aptamerlerin Dezavantajlari

¢ Biyolojik molekiiller oldugu i¢in niikleaz aktivitesinden etkilenebilirler.
¢ Biyolojik malzemeler oldugu i¢in 1s1 ile sterilizasyon yapilamaz.
e Arastirmalar yakin tarihli oldugu i¢in her hedefe yonelik aptamer literatiirde

bulunmayabilir.
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2.4 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes fakiiltatif, Gram pozitif, sporsuz, patojen bir bakteridir. Listeria
grubu 10 alt tiirden olusmaktadwr bunlar; L. fleischmannii, L. grayi, L. innocua, L.
ivanovii, L. marthii, L. rocourtiae, L. seeligeri, L. weihenstephanensis, L.
welshimerive L. monocytogenes. Bu tiirlerden sadece L. monocytogenes insanlar ve

hayvanlar i¢in patojendir (Vicario, 2015).

L. monocytogenes sindirim sistemi yoluyla viicuda alinir ve buradan dolasim
sistemine geger. Dolasim sisteminden sonra kan beyin bariyerini asabilir ya da plasenta
bariyerinden gegebilir. L. monocytogenes kiiresel gida kokenli salginlar, sporadik
vakalarla iligkisi bakiminda 6nemli bir patojendir (Desai vd., 2019). Bu patojen
bakteriler, listeriozis denilen bir hastaliga sebep olurlar ve bu hastalik kusma, ishal,
hafif grip belirtileri, hafif mide rahatsizliklarindan ciddi menenjite, invaziv hastaliklara
hatta oliimlere sebep olabilecek bir etkiye sahiptir (Ferreira vd., 2014). Gida kokenli
salgilarda siklikla goriilmemesine ragmen yaglilar, hamileler, bebekler ve bagisiklik
sistemi diistik olan hastalar1 (kanser, 16semi, AIDS, diyabet, karaciger veya bobrek
hastalar1 immiin sistem baskilayan ila¢ kullanan hastalar, organ nakli olan hastalar) daha

cok etkilemektedir (Gandhi ve Chikindas, 2007).

L. monocytogenes gida kaynakli bir patojen bakteri olup ayrica insanlar ve
hayvanlar i¢in bulasicidir. L. monocytogenes diisiik sicakliklarda, asidik ortamlarda ve
yiikksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme kapasitesine sahiptir. Listeria tiirleri

olumsuz kosullar altinda bile yasamsal faaliyetlerini koruyabildigi i¢in yogurt,
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dondurma, peynir, et, jambon, somon fiime, kiimes hayvanlari, deniz iiriinleri
paketlenmis salatalar, sebze {iriinleri, bebek mamalar1 ve ek gida maddeleri ve tiiketime
hazir gidalar i¢in biiyiik bir risk faktorii olusturmaktadir. Gida iriinlerine Listeria
bulagsmas1 gida kaynakli olabildigi gibi fabrikasyon ve depolama siireci kaynaklida
olabilmektedir (Taylor vd., 2019). Listeria tiirleri biyofilm olusturma, dezenfektanlara
kars1 direng, buzdolab1 gibi diisiik derecelerde yasama ve 1sil direng gosterme gibi
olumsuz sartlarda hiicresel faaliyetlerini gostermesi bu mikroorganizmalarin gida

endiistrisinde Oniine gecilmesindeki en biiyiik etkenlerdir (Rodriguez-Lopezvd., 2018).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada kesimhane ve perakende satis yapilan 3 ayri
ildeki farkl noktalardan alinan 500 tavuk 6rneginin %21’inde L. monocytogenes tespit
edildigi bildirilmistir. Tespit edilen L. monocytogenes suslarinin biiyiik bir kism1 major
sporadik enfeksiyonlara sebebiyet veren serolojik grup 1/2a ‘ya ait olduklari

gosterilmistir (Coban vd., 2019).

Tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes kontaminasyonunu onlemek igin
yapilacak bazi onlemler Diinya Saglik Orgiitii Tarafindan belirlenen kilavuz ile
belirtilmistir (Luber, 2011).

Bunlar;

1) Uretim ve paketleme servisinin tasarimin yeterli ve uygun olmast,

2) Gida iiretim ve paketleme gibi hatlarda gerekli hijyen kurallarma
uyulmasi gerektigi,

3) Tim fabrikada yeterli bakim, onarim, temizlik gibi siireclerin planl ve

diizenli olarak yiiriitiilmesi,
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4) Calisan tiim personelin kisisel hijyen ve kurallara uygun calismasmin
takip edilebilir olmasi,
S) Nakliye ve paketleme siirecinin kurallara uygun ve bulagsmalarin 6niine

gececek sekilde olmasi,

Etiyoloji ile (dogrulanmis ve stipheli) gida kaynakli salginlari, salginlarla ilgili hastaliklar,
hastaneye yatislari ve 6liim sayilari Gida Kaynakli Hastalik ve Salginlari Gozetleme Sistemi
Amerika Birlegik Devletleri ve Porto Riko 2009-2015

Salginlar Hastaliklar Oliim
Etiyoloji Onayli Supheli Toplam % Onayli Supheli Toplam % Onayli Supheli Toplam %
Bakteriler
Salmonella 896 53 949 23| 23,662 510 24,172 30 29 0 29 20
Escherichia coli,
Shiga toxin- 191 12 203 5| 2,378 87 2,465 3 12 1 13 9
producing (STEC)§
Campylobacter 155 46 201 5| 2,095 214 2,309 3 1 0 1 1
CIOSt,”dlum 108 90 198 5| 5,132 2,702 7,834 10 4 0 4 3
perfringens
Staphylococcus 35 40 75 2| 1,255 426 1681 2 0 0 0 o0
aureus
Bacillus cereus 23 42 65 2 551 288 839 1 0 0 0 0
Vibrio . 35 14 49 L 227 53 280 0 0 0 0 0
parahaemolyticus
Shigella 32 7 39 1| 1,193 33 1,226 1 1 0 1 1
Listeria 35 1 36 1| 380 8 38 o0 74 1 75 52
monocytogenes
Clostrigig 19 2 21 1| 85 6 91 0 4 0 4 3
botulinum
Escherichia coli 6 1 7 0| 437 19 456 1 0 0 )
Enterotoxigenic
Staphylococcus spp. 2 4 6 0 38 15 53 0 0 0 0 O
Yersinia 3 1 4 0 20 4 24 0 1 0 11
enterocolitica
Vibrio cholerae 1 2 3 0 3 14 17 0 0
Streptococcus, 2 1 3 0 72 40 112 0 0
Group A
Escherichia coli, 3 0 3 0 50 0 50 0 0 0 0 0
Enteroaggregative
Vibrio other 2 0 2 0 7 0 7 0 0 0 0 0
Vibrio vulnificus 0 1 1 0 0 2 2 0 0 1 1 1
Aeromonas
hydrophila 0 1 1 0 0 4 4 0 0 0 0 0
Coxiella burnetti 0 1 1 0 0 5 5 0 0 0 0 0
Francisella novicida 1 0 1 0 3 0 3 0 1 0 1 1
Brucella spp. 1 0 1 0 4 0 4 0 0 0 0 O
Clostridium other 1 0 1 0 12 0 12 0 0 0 0 0
Escherichia CO/I,' 1 0 1 0 30 0 30 o0 0 0 0 o
Enteropathogenic
Entero.coccus 1 0 1 0 13 0 13 0
faecalis
Diger 0 34 34 1 0 469 469 1
Toplam 1,553 353 1,906 47 | 37,647 4,899 42,546 52| 128 3 131 92

Sekil 2.7: Amerika Birlesik Devletlerindeki Bakteri Kaynakli Salgin ve Hastaliklar Tablosu (Dewey vd.,
2018).
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L. monocytogenes’in gidalarda hizligelismesi ve gelistikten sonra bulagmalarin
temizlenmesi zor oldugu icin gidalarda L. monocytogenes’e karst sifir tolerans
politikasinin uygulanmas1 EFSA (European Food Safety Authority) tarafindan 6nerilmis
kriterler asagidaki gibidir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010).

e Bebekler ve 6zel tibbi amaglar icin iiretilen tiiketime hazir gidalarin 25 g’inda L.
monocytogenes icermemelidir.

e Bebekler ve 0zel tibbi amaglar haricinde iiretilen tiiketime hazir gidalarm raf
omri stiresince 100 kob/g diizeyinden daha fazla L. monocytogenes icermemelidir.

e Uretim alaninda birakildiginda bakteri gelismesine uygun olan gida iiriinlerin 25

g’1 L. monocytogenes icermemelidir.

2.4.1 L. monocytogenes tamsinda klasik yontemler

Kiiltir metodu L. monocytogenes’in farkli zenginlestirici besiyeri ortamlarinda
cogaltilmasi ile tespit edilmesini amaclamaktadir. Bu amag ile kullanilan bir¢ok farkli
yontem bulunmaktadir. Patojen mikroorganizmanin tespiti icin L. monocytogenes’e
0zgii baz1 agar plakalar1 ve disk difiizyon yontemleri de kullanilmaktadir (Tabit 2018).
Bu yontemler uzun siireli ve dogrulugu tartisilan yontemlerdir. Bu yontemler hi¢ bir

zaman % 100 duyarh ve etkili degildir.

Immunoassay metodu ile Listeria’ya spesifik antikorlar ile ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) benzeri metodlar ile analizleri yapilmaktadir. Bu

sistemler tiir bazinda tanimlayamazlar ayn1 zamanda diisiik miktarda Listeria varliginda
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sonuglarda sapmalar olabilmektedir. Bu analizler ile kismen hizli sonuclar almasina
ragmen uzman personel ihtiyaci fazla olan analiz yontemleridir (Capita vd., 2001).

PCR metodu ile L. monocytogenesanalizinde bazi spesifik gen bdlgeleri (hlyA,
iap, prfA ve ssrA) hedeflenir. Numuneler bu gen bolgelerine spesifik olarak
cogaltildiktan sonra agaroz jel ile goriintiileme yapilir ya da bu gen bolgeleri gercek
zamanli PCR ile analiz edilir. Bu yontem spesifik bir yontem olsada cihaz ve gerekli
kimyasallarin alim maliyetleri yliksek olmaktadir ayn1 zamanda bu analizler i¢in uzman

personele ihtiya¢ duyulabilir (Chen vd., 2017; Kim vd., 2014).

SPR metodu ile antikor ve ya aptamer tabanli bir biyosensor sistemi ile L.
monocytogenes analizi yapilmaktadir. SPR ¢ipi lizerine immobilize edilen biyosensorler
ile analitin i¢indeki bakteri miktar1 ger¢ek zamanli olarak tesit edilebilmektedir.
Spesifikligi ve dogrulugu yiiksek olan bu cihazin uzman personel ile kullanilmas1 ve ilk

cihaz kurulum maliyetleri yiiksek olabilmektedir (Zhang vd., 2014).

Her metod kendi icinde avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Gergeklestirdigimiz
calismada kisa siirede hizli ve dogru tespit yapabilen, kullanimi kolay ve diisiik

maliyetli bir aptamer temelli yanal akis strip test gelistirilmesi lizerine ¢aligilmistir.
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L. innocua (ATCC33090) . h L. monocytogenes (ATCC7644)

Sekil 2.8: Calismada kullanilan mikroorganizmalar
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Caliyma kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich’den temin

edilmistir. Aptamerler Oligomer (Ankara, Tiirkiye) firmasi tarafindan sentezlenmistir

(Sekil3.1). Aptamer dizisi literatiir taramas1 sonunda Duan vd. (2013) makalesinden en

diisiik Kd degerine sahip olan secilerek belirlenmistir. Calismada referans bakteriler

olarak L. monocytogenes (ATCC7644), L. innocua (ATCC33090) ve E. coli

(ATCC25922) suslar1 kullanilmistir.

isim

Sekans

A15-Biyotin

5'-Biyotin-
TACTATCGCGGAGACAGCGCGGGAGGCACCGGGGA -3’

A15-SH

5’Tiol-TACTATCGCGGAGACAGCGCGGGAGGCACCGGGGA -
3 ’

A15M-SH

5°Tiol-
TACTATCGCGGAGACAGCGCGGGAGGCACCGGGGATTTTT-
3 ’

A15-HP-Biyotin

5'-Biyotin-
TACTATCGCGGAGACAGCGCGGGAGGCACCGGGGATAGTA
-3

A15-HP-SH

5'-Tiol-
TACTATCGCGGAGACAGCGCGGGAGGCACCGGGGATAGTA
-3

Karigtirilmig (scrambled) A15-
HP

5 Tiol-
GCGGGAGGCAAATAGCGTCCCGCGTGGAAAGGGCCCCCGC
3

Sekil 3.1: Calismada kullanilan aptamer dizileri
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3.1 Silika Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Silika nanopartikiiller, N-setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ¢ozeltisinin sol-
gel yontemine gore NaOH ile karigtirilmasiyla hazirlanilmistir (Yurdakul vd., 2019). Bu
yontemle 1 gr CTAB tartilarak iizerine distile su eklenmis ve sonikasyon ile homojen
bir siispansiyon elde edilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye NaOH (3.5 ml) eklenerek
karistirilmistir. Cozelti daha sonrasinda siirekli karistirilarak 80 °C’de tutulmustur. 24
saat siiren reaksiyon siiresince damla damla tetraetoksisilan (TEOS) reaksiyona ilave
edilmistir. Beyaz ¢okelti halindeki nanopartikiiller filtre ile toplanilmis, su ve metanol
ile yitkanmistir. CTAB kalibi, pargacik yiizeyinde gozenekleri elde edebilmek i¢in 6 saat
boyunca HCI ile geri akitilarak uzaklastirilmistir. Son olarak pargaciklar siiziilmiis ve

kurutulmustur.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) kuru formdaki mezopordz silika
nanopartikiillerin nanometrik goriintiilenmesi i¢in kullanilmistir (ILTEK, Konya,
Tiirkiye). TEM analizinde silika nanoparcacik tozlar1 5 dakika boyunca etanolde
ultrasonik islemle muamele edilmistir, standart bir holey karbon TEM 1zgarasi iizerinde
bir damla kurutulmus ve analiz gergeklestirilmistir. Quantachrome BET analizoriinde
(ILTEK, Konya, Tiirkiye) i¢ ve dis ylizey alanin1 ve gdzenek boyutlarini belirlemek i¢in
Brunnauer, Emmett ve Teller (BET) yontemi uygulanmistir. Parcaciklarin boyutu bir
ZetaSizer (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) ile belirlenmistir. Yaklasik 10 pg
mezopordz silika nanopartikiilleri, su i¢inde siispanse edilmis ve yogunluga karsi cap
boyutu olusturmak i¢cin DLS (Dinamik Isik Sagilimi) ile analiz edilmistir. Silika
parcaciklarinin hidrodinamik cap1 yazilim araciligiyla otomatik olarak elde edilmistir.

Epoksi baglanmis SiO. nanopartikiilleri daha 6nceden bildirilen bir prosediire gore
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hazirlanmistir (Borsa vd., 2016). Bu prosediire gore 1mg mezopordz silika nanopartikiil
oda sicakliginda 1 saat boyunca %ImM asetik asit iceren 1 ml %95’lik etanol ile
karistirmmugtir.  Epoksi  islevselligi i¢in %3 (3-Glisidyiloksipropil) triethoxysilane
eklenmis ve ardindan gece boyunca karistirilarak 1s1 altinda inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyon sonrasi ii¢ kez 1x PBS ile yikanmistir. Daha sonra L. monocytogenes
baglanmasi i¢in aptamer gecit sekanslari ile isaretlenmis tiyol, oda sicakliginda hafif
bazik ortam altinda (PBS, pH 8.0) karstirilarak oda sicakliginda tiim gece kovalent bag
olusmasi i¢in inkiibe edilmistir (Hermanson, 2008). Epoksi kaplama miktar1 piridin-

HCI’ye bagli titrasyon yontemi ile belirlenmistir (Li vd., 2007; Ozalp vd., 2014).

3.2 Aptamer Kapih Nanopartikiillerin Sentezi

Epoksi modifiyeli nanopargaciklardan 1 mg tartildi. Uzerine PBS tamponu (0.01
M fosfat tamponlu salin; NaCl-0.138 M; KCI-0.0027 M; pH 7.4) ve 100uM TMB
cOzeltisi eklenilmistir. Nanoparcaciklar soliisyon i¢cinde 24 saat c¢alkalamali
inkiibasyona birakilmis ve bu sekilde TMB yiiklemistir. Parcaciklar inkiibasyon siiresi
sonunda PBS tamponu ile 3 kez yikanmistir. Nanopartikiillere TBM yiiklenmesi ile
peroksidaz analizi ile yapilmistir. Silika nanoparcaciklarin ylizeyindeki aptamer-kapi
modifikasyonlar1 spektrometre 260 nm’dekalibrasyon egrisi cizerek hesaplanmistir

(Ozalp vd., 2014).

3.3 Bakteriyel Biiyiime

Gliserol (%20, v/v) icerisinde -80 °C’de muhafaza edilen bakteri suslar1 Tripton

Soya Agar(TSA, Oxoid CMO0131B) besiyerinde 37°C 2 giin inkiibe edilmistir. Biiyliyen
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bakteriler 10 ml steril %0.9 (w/v) NaCl igerisinde c¢ozdiiriilerek yogunluklar
densitometre (Biosan, Letonya) kullanarak McFarland 1.0’°a ayarlanmistwr. (£ 3x108

hiicre/ml).

3.4 SPR Deneyleri

Al5 ve AI5SHP’nin baglanma afinitelerinin belirlenmesi icin MP-OTSO SPR
(BioNavis, Finlandiya) sistemi kullanilmistir. SPR cihazinin altin iizerine biyotin
sabitlenmis ¢ipile ¢alisilmistir. Cipin lizerine avidin akis1 saglanmis ve ¢ipte avidin
biyotin immobilizasyonu olusturulmustur. Bu kompeksin iizerine ayr1 iki kanaldan A15
ve A15Hp akis1 verilmis ve biyotin+tavidintaptamer kompleksi olusmustur (Sekil3.2).
Analiz siiresince L. monocytogenes ile E.coli ve L.innoca (negatif kontrol drnekleri) en
diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru akisa verilmis ve baglanma
degerleri tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyon icin McFarland 1.0 bakteri
yogunlugundaki hiicre kullanilmis ve seri diliisyon (1:10) ile seyreltilmistir. Kp (afinite
degeri) Rmax’in (maksimum baglanma degeri) yaris1 olarak tespit edilmistir. SPR’dan
elde edilen veriler baglanma degerleri konsantrasyonuna gore ¢izilmis ve Sigmaplot

programi ile sigmoidal (dort parametre) egrisine yerlestirilmistir (Sekil 4.1).
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Bakteri

Aptamer

Biyotin }
Avidin _
@ @ ®_

Sekil 3.2: Altin ¢ip iizerindeki immobilizasyon katmanlari

3.5 Serbest Birakma Deneyleri

TMB molekiillerinin gézeneklerden serbest birakilma siireci peroksidaz tahlili ile
Olglilmiistiir. Peroksidaz analizi (Epoch-2 Microplate Spectrophotometer, Biotek
Instruments, ABD) icin 450 nm’de absorbansi oOlgiilerek takip edilmistir. Yaklasik
olarak 100pg aptamer kapili mezopordz silika nanotanecik diyaliz membranindan
(molekiiler kesimli 12. Da seliilloz membran) spesktroskopik olarak salimi incelenmistir
(Ozalp ve Schifer, 2011). Calismada aptamer kapili mezopordz silika nanopartikiiller
diyaliz zar1 ile tamamen tutulacak kadar biiyiikliikte se¢ilmistir. Okumalar sirasinda
homojen bir ¢ozelti saglayabilmek i¢in nanopartikiil ¢ozeltisi siirekli karistirilmistir.
Aptamer kapili mezopordz silika nanopartikiillerin serbest birakilmasini tetiklemek icin
cozeltiye direkt olarak yaklasik 3x10* L. monocytogenes hiicresi eklenmistir. TMB
peroksidaz deneyi ile nanopartikiillerden salinimi 6lgmek icin 4 saate kadar farklh
siirelerde olgiimler yapilmistir. Olgiim sonuglari TMB  molekiiliiniin  maksimum

yiikklenmesi ve yiikleme prosediirii dncesi ve sonrasi yiikleme c¢ozeltisi arasindaki
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farktan Dbelirlenmistir. TMB’nin  kiimiilatif salinimi, toplam tutulmus TMB

molekiillerinin nmol’ii olarak belirlenmistir.

3.6 Yanal Akis Strip Denemeleri

Yanal akis strip test montaji daha 6nce optimize edilen Ozalp vd.,(2013)
tarafindan Onerilen protokol takip edilerek gergeklestirilmistir. Stripler, kagit {izerine
numune pedi (ClaremontBio, Std. 17), konjugat pedi (ClaremontBio, Cam Elyaf),
nitroseliiloz membran (ClaremontBio, nitroseliiloz HF90) ve iist iiste binme dizisi ile
emici ped sabitlenerek hazirlanmistir. HRP, bir yanal akis reaktifi dagiticis1 (Claremont
Bio Solutions, LLC, Upland, CA, ABD) tarafindan fiziksel adsorpsiyon yontemiyle test
bolgesine sabitlenmistir. Serbest TBM iceren ya da TBM yiiklii aptamer kapili
mezopordz silika nanopartikiiller konjugat pedine batirilmis ve kurutulmustur. Kurutma
sonrasinda stripe montajlanmistir. Her strip denemesinde numune pedine dogrudan
100ul numune uygulanmis ve resimdeki (Resim 4.3) goriintiiler besinci dakikada
alimmistir. Test bolgesindeki TMB molekiiliiniin yogunlugu image] 1.46r ile analiz

edilmistir (Schneider vd., 2012).

3.7 Strip Deneyleri ve Gida Ornekleri

Tavuk oOrnekleri yerel marketlerden alinmistir. Numuneler +4 °C’de muhafaza
edilmis ve en fazla 1 giin icerisinde kullanilmigtir. Numune hazirlama daha dnceden
bildirilen prosediir takip edilerek yapilmistir (Tominaga, 2019). Numune hazirlanirken
Ig tavuk eti 1 ml %0.9’luk NaCl c¢ozeltisinde 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilip

doku parcalarini almak i¢in santrifiije tabi tutulmus ve berrak siipernatant sivi strip
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testlerinde kullanilmistir. Berrak siipernatant ayni zamanda herhangi bir kirlenmeyi
(bakteriyel kontaminasyonu) kontrol etmek i¢in biiyiime ortaminda inokiile edilerek test

edilmistir.

3.8 istatistiksel Analizler

Egri olusturma ve karsilik gelen istatistiksel analizler SigmaPlot (Systat Software
inc., ABD) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Tiim deneyler {ii¢ tekrar seklinde

yapilmistir ve hata ¢cubuklar1 standart sapmalar olarak verilmistir.
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4.BULGULAR

Aptamer kapili biyosensorler, cogunlukla biyosensorlerin mezoporlarina
hapsolmus bir raportér molekiilii serbest birakabilmek icin oligoniikleotitlerin temel
konformasyonel degisim Ozellikleri iizerine agma kapama mekanizmasia dayanarak
calisan molekiiller yapilardir. Aptamer kapili biyosensorlerin tasidiklari raportor
molekiil ¢esidi olarak genellikle floresan veya elektro aktif raportdr yapidaki cesitli
molekiiller kullanilmig ve daha once yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Aznar vd.,
2016). Bu calismada raportor molekiil olarak belirledigimiz TMB’nin mezoporoz
nanopartikiillerden spesifik salmimi i¢in aptamerler kullamilmustir. Oncelikle aptamer
oligoniikleotit dizisinin 3" ucuna 6 niikleotit ilave edilerek L. monocytogenes’e baglanan
bir aptamer dizisi molekiiler kap1 yapisma doniistiiriilmiistiir. Kullanilan aptamer
dizileri (Duan vd., 2013) 78 niikleoitlik diziler olarak yaymlanan aptamerlerden sabit
alanlar1 ¢ikartilarak olusturulmustur. A15 aptameri homojen c¢o6zelti deneyleri ve
floresan deneyi ile 48.7 nM’lik bir afinite sabitine (Kp) sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu calismada, rastgele bolgeye karsilik gelen 35-niikleotit uzun oligoniikleotidi elde
etmek i¢in sabit bolgeleri ¢ikarmak i¢in aptamerler her iki uctan kesilmistir (Sekil 3.1

Al5-Biyotin).

4.1 SPR ile Afinite Analizleri

SPR analizi ile hedef molekiillerin sabit bir ¢ip ylizeyinde immobilize edilen,
hedef molekiile kars1 afinite parametrelerini gergek zamanl olarak belirlenebilmektedir.
Aptamer kapililar1 ylizeye sabitlenmis durumda ¢alismasi gerektiginden ve gegit dizisi

fazladan niikleotitler igerdiginden, ilk ©Once aptamer kapilar1 A15-HP'nin afinite
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ozelliklerini degerlendirilmistir (Sekil 4.1). Altin {izerine biyotin kapli ¢ipin iizerine
immobilize edilen avidinin iizerine AlS5 ve AI15-HP niikleotit dizileri immobilize
edilmistir (Sekil 3.2). Cip ilizerine verilen akis ile sensoriin L. monocytogenes
konsantrasyonuna gore afiniteleri belirlenmistir (Sekil 4.1 B). Deneyler 3 tekrar

seklinde yapilmistir. Gosterilen hata cubuklar1 standart sapmalari temsil etmektedir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.1: L. monocytogenes’e hedeflenmis aptamerler A15 ve A15HP’ nin SPR ile afinite analizi A)
Avidin ve aptamer molekiillerinin altin yiizeye enjeksiyon ile sabitlenmesi, B) Hiicre konsantrasyon artisi
ve sinyal artigi, C) Maksimum sinyal verilerinin bakteri sayilarina gore analizi

Afinite deneylerinde 3x10', 3x103, 3x10° ve 3x107 hiicre iceren numuneler A15

veya Al5hp sabitlenmis SPR sensor ¢iplerine enjekte edilerek afinite sinyalleri elde

edilmistir. L. monocytogenes ile yapilan denemelerinde 19.4 +3.3 mili dereceden 50.6
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+5.3 mili dereceye kadar artan 151k yansimasi sapmalar1 (SPR sinyali) gézlemlenmistir.
Sinyal artmasi hiicre sayisi ile orantili bir sekilde artmugtir. Spesifisite belirleme
denemeleri L. innocua ve E. coli hiicrelerinin L. monocytogenes denemelerinde
kullanilan sayilarda enjekte edilmesiyle gergeklestirilmistir. L. innocua 3x10°’e kadar
8.3 + 2.5 kadar diisiik seviyede sinyal vererek hem aptamerin hem de aptamer kapinin
L. monocytogenes i¢in spesifik oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde E. coli ile yapilan
deneylerde 3x10°°e kadar 7.9 + 1.9 kadar diisiik seviyede sinyal bulunmustur. Fakat en
yiiksek konsantrasyon olan 3x10” hiicre sayisinda ise L. innocua igin 50.7 + 4.9 ve E.

coli i¢in 47.9 £+ 5.0 diizeyinde sinyal vermistir.
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Sekil 4.2: L. monocytogenes, L. innocua ve E. coli hiicrelerinin maksimum baglanma sonuglar1 (A
aptameri ve AG aptamer kapili molekiilleri simgelemektedir).



41

4.2 Silika Nanopartikiil ve Aptamer Analizleri
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Sekil 4.3: Mezoporoz silika nanopartikiil karakterizasyonu A) TEM analizi ile parcaciklarin gozenekli

boyutu incelenmesi, B) Boyut tayini i¢cin DLS analizi.

Mezopordz silika nanopartikiilleri sol-jel metoduna gore sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Aptamer kap1 formlu diziler TMB ile yiiklenen silika
nanopartikiillerin ylizeyinde immobilize edilerek sabitlenmistir. Silika nanopartikiillerin
yiizeylerindeki tipik altigen gozenek yapisina sahip olduklar1 TEM anaizive 2.4 nm
mezopor ve 0.97 c¢cm’/g toplam bosluk hacmine sahip oldugunu BET analizi ile
belirlenmistir. TEM imajlarinda tespit edilen nanopartikiilleri temsilem bir goriintii
Sekil 4.3A’da verilmistir. Parcacik boyutu 200 nm civarindadir ve MCM-41 tip diizenli
heksogonal por yapist acik¢a goriilebilmektedir. Por boyutlarinin 2-4 nm arasinda
oldugu goriilmektedir. Parcaciklarin hidrodinamik boyutlarinin ortalama ¢apmnin 201 +
4.2 nm oldugu DLS analizi ile tespit edilmistir (Sekil4.3 B). Elde edilen mezoporlara

TMB raportor molekiilii fiziksel absorpsiyon yoluyla ve aptamer kapi yapilariyla
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hapsedilmistir. Hapsedilen TMB miktar1 18 nmol/g silica olarak hesaplanmistir. Ayrica

sabitlenen aptamer kap1 molekiilii miktar1 12 nmol/g silica olmustur.

Mezopordz silika nanopartikiiller Raportor TMB molekiilleri ile yiiklenilip
aptamer kap1 sekanslar1 ile kapatilarak bloke edildikten sonra, TMB salinimi
incelenmistir. Aptamer kap1 molekiilleri L. monocytogenes’in iizerindeki spesifik
antijenlere afinite gostermesinden faydalanilarak salinim yapmasi prensibi bu sekilde
incelenmistir. Aptamer kap1 formu kullanilarak yapilan deneylerde hedef hiicre yokken
4 saat icinde 11.3 nmol TMB salmimi goézlenmis durumdayken, (Sekil 4.4 Siyah ¢izgi)
L. monocytogenes varliginda (Sekil 4.4 Kirmizi1 kesikli ¢izgi) 34.2 nmol TMB
salinmistir. Benzer sekilde diger kontrol dizileri ile de hedef bakteri varliginda
karigtirilmig dizilerin kapi olarak kullanildiginda 7.8 nmol, aptamer dizisi (kap1 yapisina
dontstiiriilmeden) TMB hapsetmek i¢in kullanildiginda 13.4 nmol ve daha uzun A15
aptameri sekansi kullanildiginda 21.5 nmol TMB salinimi tespit edilmistir. Tiim
deneylerde silika nanopartikiiller ilk 2 saate ¢ok yiiksek bir TMB salinimi ve ardindan

kademeli bir salinim gostermistir (Sekil 4.4 Kirmizi kesikli ¢izgi).
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Sekil 4.4: Kapil1 ve kapisiz aptamerler ile TMB salinimi

Aptamer kapili olan nanopartikiiller kapisiz olanlara benzer bir salinim modeli
gostersede, salinim orani kapili olanlarda geride kaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.5).
Kap1 kullanilmayan TMB yiiklii silika partikiillerinde 4 saatte 53.4 nmol TMB salim1
gozlenmistir (Sekil 4.4 krmizi kesik ¢izgi). Aptamer kapi ile hazirlanan partikiiller ilk
15 dakikada L. monocytogenes varhiginda 7.8 nmol TMB salim1 yaparken hedef bakteri

yokken 0.5 nmol TMB yapmaktadir.
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Sekil 4.5: TMB’nin farkl: diziler ile salinimu,

TMB yiiklii aptamer-silika nanopartikiillerinin spesifik olarak salim yaptig
gosterildikten sonra ilk 15 dakikada strip formatinda sinyal verebilecek kadar TMB
serbest kalmasma yetip yetmedigi test edilmistir. Bu amagla striplere numune
bolgesinde serbest TMB vyiiklenilmis ve yogunluk olglimii almmustir (Sekil 4.6).
Sekildeki 1 nolu strip TMB i¢in negatif kontrol ve 2-8 nolu stripler 0.2 nmol ile 10.0
nmol aras1 TMB molekiilleri dogrudan konjugat pedine uygulanmistir. Strip deneyleri 3
tekrar seklinde denemistir ve hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 temsil etmektedir (Sekil
4.7). Kontrol i¢in kullanilan (TMB olmayan numune) peroksidaz sabitlenmis strip test
bolgesinde herhangi bir sinyal vermemistir (Sekil 4.6 strip 1). Strip 2-8 arasinda ise 10
nmolden 0.2 nmole kadar degisen oranlarda TMB eklendiginde degisen yogunlikta

goriiniir sinyal (mavi band-TMB ¢okeltisi) gozlenmistir.
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Sekil 4.6: Aptamer kapili nanopartikiiller ve sadece TMB ile strip denemeleri

Bu mavi renk bandlarin piksel yogunlugu kantitatif olrak garfik haline
getirildiginde Sekil 4.7°de verilen ve doygunluk degerinde diizlesen bir artan grafik

egrisi elde edilmistir.
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Sekil 4.7:, Strip deneylerindeki yogunluk sonuglarinin grafik gdsterimi.

Son asamada L. monocytogenes hiicrelerinin var oldugu numunelerin tayini i¢in
konjugant ped bdlgesine aptamer kapili TMB yiikli parcaciklar ile denemeler
gerceklestirilmistir. Sekil 4.8’te dogranmis tavuk eti numunelerinde sabitlenmis
bakteriler icin TMB yiiklii aptamer kapili nanopartikiillerin degerlendirilmesini ve nicel
sonuglar1 gorsel olarak verilmistir. 3x10! ve 3x10° arasinda degisen L. monocytogenes
hiicresi barindiran numuneler 5 dakikalik deney siiresince hizli ve kolay bir sekilde
tespiti edilmesini saglayan mavi bantlar olusturmustur (Sekil 4.8, 1-5 Seritler). Sekil
4.8B’de gosterilen yogunluk i¢in Olgiilen striplerdir ve bu da yiiksek bir korelasyon
(R?=0.98) ile TMB ile L. monocytogenes arasmda bir dogrusal iliski oldugunu
gostermistir. TMB miktarlar1 Sekil 4.4 C’ye gore bantlarin yogunluklarindan
hesaplanmistir. Bu elde ettigimiz veriler 151¢gmda, aptamer kapili nanopartikiiller ile L.
monocytogenes hiicrelerinin  etkilesimine gorsel olarak tanimlayabilen veya
yogunlugunun Olgiilebilecegi, HRP da mavi cokeltiye doniisen TMB salinimi
olusturdugu ispatlanmig oldu. Seritler (Sekil 4.8 A) 1, 2 ve 3 numarali bantlardaki analiz

sonuglar1 sirasiyla 3x10¢, 3x10° ve 3x10* L. monocytogenes hiicre konsantrasyonlaridir.
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L. monocytogenes varlig1 gorsel inceleme yontemi ile belirgin sekilde tanimlanamasada
yogunluk Ol¢iimii ile tanimlanabilir olduguda gosterilmistir. Deney siirecimizde serit
(Sekil 4.8 A) 4-5 gorsel olarak ayirt edilemese de yogunluk analizi ile dlgiilebilmistir.
Bu nedenle 3x10¢ hiicrelere kadar olan 6rneklerde L. monocytogenes 'in varligini tespit
etmek i¢in, gorsel inceleme kullanilabilir ya da 3x103 hiicreden daha az m1 oldugunun

tespiti i¢in uygun stripler ve yogunluk 6l¢iimii ile tanimlanabilir.
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Sekil 4.8: Dogranmus tavuk ornekleri ile aptamer kapil silika nanopartikiiller ile bakteri varliginin tespit
edilmesi. A) L. monocytogenes igeren numuneler eklendikten 5 dakika sonra aptamer kapili silika
nanopartikiillerden TMB saliniminin strip sonuglari, B) Yogunluk analizi sonuglari, C) L. innocua ve E.
coli negatif kontrol deneyleri strip sonuglart.

Strip testler ayrica iki ayri tiir bakteri ile daha denenmistir. Bunlardan biri L.
monocytogenes ile yakin bir tlir olan L. innocua, (Gram pozitif) ve E. coli (Gram
negatif) bakterileri ile denenmistir. 3x10° L. innocua ve 3x10° E.coli hiicreleri 1 ml

dogranmis tavuk Orneginin igine karistirildi. Strip test hedef bakteri olan L.
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monocytogenes’e ¢ok benzer olan L. innocua ve farkli bir gruptan olan E.coli
hiicrelerine kars1 hi¢bir bant olusturmadigi gdzlemlenmistir (Sekil 4.8 7 ve 9 numaral
stripler). Bu durum strip testimizin yiiksek 6zgiillik ve spesifite ile ¢alistigini ispat
etmektedir. Bu durumla birlikte mikroorganizma sayis1 yikseltildiginde 3x10° L.
innocua ve E.coli iceren numunelerin analizlerinde beklenildigi gibi sinyal iretmis
durumdaydi (Sekil 4.8, 6 ve 8 numarali stripler). Tespit sinir1 ( LOD degeri) sifir hiicreli
kontrol seritlerine dayanarak (Sekil 4.8 B) 3o yontemiyle 53 hiicre olarak tespit
edilmistir. Bu miktar yemeye hazir gidalar i¢in 6nerilen tespit smirinin (100 CFU/g)

altinda kalmaktadir (Taylor vd., 2019).
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6.TARTISMA ve SONUC

Aptamer kapili silika nanopartikiiller kullanilarak gelistirilen yeni yanal akish
strip format1 ilk olarak aptamer kapilarin elde edilmesi ve karakterize edilmesi ile
baslamustir. 11k olarak gelistirilen aptamer kapi molekiillerinin L. monocytogenes’e olan
afinitileri SPR metotu ile c¢alisgilmistir. SPR yilizey plazmonu i1s1ma yapmayan
elektromanyetik bir yiizey dalgasidir ve yiizeyde olusan molekiiler diizeyde degisiklere
hassastir. Bu yontemle A15 ve A15HP aptamerleri i¢in afinite sabiti (Kp) sirasiyla 42 +
11 hiicre ve 4000 + 2000 hiicre olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1 C) (Sekil 4.2). Aptamer
kap1 formunun afinitede diislise sebep olmasi daha onceki ¢alismalar da g6z Oniine
alindiginda beklenilen bir durum olarak degerlendirilmistir (Nielsen vd., 2010).
Aptamer kapili diziler 3x10° ml hiicre konsantrasyonlu denemelerde L. innocua ve
E.coli’ye kars1 diisiik sinyal elde edilmesi spesifite de herhangi bir diismenin olmadigini
gostermistir (Sekil4.2). Aptamer kapisinin 6zgiilliigii, orijinal aptamer dizisininkine
benzer oldugu ¢alismada gozlemlenmistir. Fakat yiiksek hiicre sayilarinda (3x107) L.
monocytogenes, L. innocua veya E. coli ile benzer diizeyde sinyal elde edilmesi

spesifikligin 3x10° hiicre konsantrasyonuna kadar miimkiin oldugunu gdstermistir.

Bir sonraki asamada mezoporlu silika nanopartikiilleri sol-jel yontemiyle
raportdr molekiillerin igerisine yiiklenmesine ve aptamer kapilarla hapsedilmesine
uygun olarak sentezlenmistir. Mezoporlu silika nanopartikiilleri (MSN) ila¢ tasima
sistemleri gelistirmede siklikla kullanilan bir nanomateryaldir. Ayrica mesopor kontrolii
ile gelistirilmis biyosensOr sistemleri de mevcuttur. Yiiksek hacim ve yiizey alani,
diizenli ve bagmmsiz nanokonteyner icermesi nedeniyle MSN’ler yiiksek yiikleme

kapasitesine sahiptir (Narayan, 2018). Sentez kosullar1 bu Onemli 6zellikleri
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belirlemektedir. Bu nedenle yeni sentezlenen partikiilerin boyut, mezopor agikligi ve
kapasitesi gibi 0zelliklerinin belirlenmesi, daha sonraki asamalarin verimli bir sekilde
basarilabilmesi i¢cin gereklidir. Bu calismada sentezlenen partikiillerin 201 nm de ve
diizgiin hexogonal mezopor yapilara 2.3 nm aciklikta sahip oldugu TEM ve DLS analizi
ile belirlenmistir. Boylece yanal akislh sistemin gelistirilmesine uygun 6zellikte oldugu

gorilmiistiir.

Biyosensor gelistirilmesinde 6nemli olan parametrelerden biri de hapsedilen
TMB’nin hedef hiicre varliginda ne kadar ve ne oranda salim yaptigidir. Bu salimm kisa
siirede tespit edilebilir diizeyde olmasi1 onemlidir. Fakat biyosensor gelistirmek icin
ozellikle ilk 15 dakikada ne kadar TMB salimi yapildig1 daha kritiktir. Aptamer kapi ile
hazirlanan partikiiller ilk 15 dakikada L. monocytogenes varliginda 7.8 nmol TMB
salimi1 yaparken hedef bakteri yokken 0.5 nmol (%6 kadar) TMB yapmaktadir. Bu
sonuglar sentezlenen TMB kapl silika nanopartikiillerin sadece L. monocytogenes

varliginda salim yaptigin1 géstermektedir.

Salinim deneyleri ve strip denemeleri L. monocytogenes nin 5 dakika gibi bir kisa
siirede raportor molekiil olan TMB’nin hizli salinimin1 tetikleyebilecegini gostermis, bu
da gorsel tespiti miimkiin kilmak i¢in LFA bantlarinin olusmasmi ve kantitatif sonug
alinmas: icin yeterli olacagi sonucuna varilmistir (Sekil 4.4 A). TMB yiiklii aptamer-
silika nanopartikiilleri konjugat pad bolgesine dnceden eklendiginde ve belli sayida L.
monocytogenes veya kontrol suslarindan hiicrelerin eklendigi ve tavuk eti matrisinde
hazirlanan numunelerin stripe uygulanmasi ile yapilan denemelerde 53 hiicre/ml LOD

degeri ile basarili bir strip gelistirildigi gosterilmistir. Literatiirde farkli formatlarda
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yapilan calisamlarla karsilastirildiginda bu degerin 15 dakikada ve strip formatinda

oldugu gozoniine alinirsa {istiin oldugu anlagilmaktadir.

Radhakrishnan ve Poltronieri (2017) L. monocytogenes’in floresansiz tespiti
tizerine bir sistem gelistirmistir. Bu ¢alismalar genellikle, SPR ve EIS (electrochemical
impedance spectroscopy) lizerinde yapilan ¢alismalardir ve L. monocytogenes’i diisiik
konsantrasyonlarda (1 log CFU/ml) tespit edebildigi gosterilmistir. Bu analizler ile ¢ok
diisiik sayidaki bakteriyi tespit edebilmesine ragmen uzman kullanicit ve laboratuvar

sartlar1 testin yapilabilmesi i¢in zorunludur.

Wang vd., (2007) yaptiklar1 calismada L. monocytogenes tespiti i¢in floresan
isaretli kuantum dot ve L. monocytogenes’e 6zgiil biyotin ile baglanmis antikorlar ve
streptavidin ~ baglanmis  kuantum tanecikleri (kuantum dot) kullanmistir. L.
monocytogenes’in immiinomanyetik olarak tutulmasi ve tespiti i¢in caligilmastir.
Toplamda 1.5 saatlik test siiresi sonunda 2-3 CFU/ml’ye kadar saf kiiltiirden tespit

edebildigi gosterilmistir.

Ohk vd., (2009) yaptiklar1 ¢alismada L. monocytogenes’in tespiti i¢in antikor ve
aptamer ile fonksiyonellestirilmis fiber optik bir biyosensor lizerinde ¢alismislardir. L.
monocytogenes’e 0zgii proteinlerden biri olan internalin A ‘ya spesifik olarak secilen
aptamer (Aptamer-A8) biyotinli poliklonal antikorla (P66) sandvi¢ formatinda
kullanildig1 bildirilmistir. L. monocytogenes’in secilimi icin streptavidin kapli optik
ylizeye immobilize edilmis ve biyosensor patojenik mikroorganizmalarin oldugu bakteri

karigiminda L. monocytogenes ‘i tespit edebildigi bildirilmistir. Ayrica optik biyosensor
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L. monocytogenes ile in vitro kontamine olmus tiiketime hazir gidalarda da 18 saatlik 6n
zenginlestirme islemlerinden sonra L. monocytogenes’i (10°CFU/g) tespit limiti ile
tespit edebildigi bildirilmistir. Bu ¢aliymada diisiik tespit sinirina olsa da 6n hazirhik

kisminda laboratuvar ve uzman personel ihtiyaci duyulmakdir.

Pisamayarom vd., (2017) calismalarinda L. monocytogenes’in hizl1 ve kolay tespit
edilebilmesi i¢in floresan analizine dayali bir strip test {izerine bir ¢alisma yapmislardir.
Yaptiklar1 ¢alismada L. monocytogenes’in hly genini tespit edebilmek icin, bu gen
bolgesi izotermal DNA amplifikasyonu (LAMP) yontemiyle ¢cogaltilmis ve strip tizerine
SYBR GoldTM floresan immobilizasyonu ile strip gelistirilerek tasarlanan
biyosensoriin test sonuglar1 yaymlanmistir. On zenginlestirme islemleri dahil 4.5 saatte
mini santrifiij, su banyosu ve UV LED cihazlar1 kullanarak sonug¢ verebilen strip testinin
kullanilabildigi bildirilmistir. Calismada 50g tiiketime hazir balik numunelerinde hly
genini 100 kopya tespit edebildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada diisiik tespit sinir1 elde

edilmis olsa da 6n hazirlik kisminda laboratuvar ve uzman personel ihtiyaci vardir.

Wang vd., (2017) yaptiklar1 calismada L. monocytogenes’in hizli ve kolay tespiti
icin yanal akish biyosensor sistemi tasarladiklarini bildirmislerdir. Calismalarinda ¢oklu
capraz yer degistirmeli (MCDA) etiket kullanarak altin nanopartikiiller ile bir yanal
akiglt strip testi calismast bildirmiglerdir. Calismada 20 dakikalik 1sitic1 ile
amplifikasyon iglemi sonrasi strip test ile sonuglar 6l¢iilmiis ve tiim prosediir 1 saat
icinde tamamlandig1 bildirilmistir. L. monocytogenes’in saf kiiltiir bakterileri icinde

10fg kadar tespit edilebildigi bildirilmistir.
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Bu calismanin temel amaclarindan biri hizli sonu¢ veren bir strip biyosensor
tasarlamak oldugu i¢in nanopartikiillerin erken salinim profiline odaklanilmigstir. Erken
salmim profili i¢in 5 dakikalik test siiresi on goriilmiis ve bu 5 dakikalik siirenin
aptamer kap1 etkisini gostererek sonuglarin algilanmasi i¢in yeterli bir zaman olacagi

diistiniilmiistiir (Sekil 4.4 A ek grafik).

Bu calismada dogranmis tavuk O6rneklerindeki L. monocytogenes’in kantitatif ve
gorsel varligi belirlemek i¢in aptamer kapili raportor TMB ile yiiklii mezoporoz silika
nanopartikiiller kullanarak calisan bir strip test modeli gelistirmeyi hedeflenmistir. Bu
strip test modelinde TMB molekiiliiniin hedef varliginda salinim1 aptamer kap1 ve hedef
bakteri olan L. monocytogenes’in spesifik etkilesimi ile saglanmaktadir. TMB salmimi
test ve kontrol bolgelerindeki mavi ¢okelti olusumu ile gorsel ve yogunluk analizleri ile
Olciilmiistiir. Calismamizda aptamer kapih TMB yiikli mezopordoz silika
nanopartikiillerin 53 hiicre LOD degerine kadar tespit edilebilmesin yanal akis strip
deneyleri ile 5 dakikalik strip analiz siireci ile miimkiin kilmaktadir. Aptamerler hedefe
spesifik sentezlenebildigi i¢in bu yanal akig strip modelinin bircok farkli hedefe
(mikroorganizmalar, proteinler, kiiciik molekiiller) yonelik iiretilebilir ve bu sistem

farkli molekiillerin hizli ve kolay tespiti i¢in kullanilabilecektir.
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