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OZET

ESCHERICHIA COLI VE SALMONELLA ENTERITIDIS TAYININE YONELIK
YATAY AKIS ANALIZ SISTEMi GELISTIRILMESI

Hasan iLHAN

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip

Tez Damsmani: Prof. Dr. Necdet SAGLAM

Haziran 2019, 120 sayfa

Son yillarda patojen bakterilerin hizli ve dogru tespiti, halk saglhigi ve gida giivenligi
acisindan oldukga giincel bir arastirma alanidir. Bu amaca yonelik etkin yontemlerden
biriside, Yiizeyde gelistirilmis Raman sagilmast (SERS) olup, duyarliligi, sinyali
cogaltma yetkinligi, taginabilirligi ve kagit tabanl yatay akis immiinoassay (LFIA)
sistem, yiiksek analiz hizi, ayn1 zamanda diisiik maliyetli olmasi nedeniyle patojen

mikroorganizma tespitinde giiclii ve etkili bir teknik olarak 6ne ¢ikmaktadirlar.

Yapilan bu ¢alismanin birinci asamasinda, yaygin patojenitesi bilinen ve segilen E. coli
ve S. enteritidis suslar1, SERS tabanli LFIA sistemi olusturmak i¢in, raman etiketi DTNB;
5,5'-Dithiobis(2-Nitrobenzoik asit) kullanild1, ikinci asamada da FesO4/Au-PEI
nanopartikiilleri ile on-zenginlestirme yapildiktan sonra, secilen patojen bakterilerin
tespiti ve kantitatif analizi gergeklestirilmistir. Bu hedefe yonelik olarak, 20 nm
boyutunda altin nanopartikiil (AuNP) ve 15 nm boyutunda FesO4/Au-PEI sentezlenmistir.
Daha sonraki asamada da kazeini parcalayan rennet enzimi kullanilarak segilen

mikroorganizmalarin tespitinde optimize kosullar arastirilmistir.

Arastirmamizin iKinci asamasinda, enzim tabanli manyetik ekstraksiyon sistemi

kullanilarak, secilen bakteri antikoru ile kapli FesO4/Au-PEI nanopartikiiller, 10%-107



kob/mL E. coli derisimleri olacak sekilde etkilestirilmistir. Daha sonra rennet yardimiyla
kazein hidroliz edildiginde, FesO4/Au-PEIl nanopartikiillerine bagli bulunan E. coli
manyetik alan yardimiyla ayrilmistir.  Serbest  bakteriler  konjugasyon ped
(AuNP+DTNB+antikor kompleksi) iizerinde altin nanopartikiillere bagli olan raman
etiket DTNB ile nitroseliiloz membran iizerinde yiiriitiilmis, ve bakteri derisimi kagit
tabanli LFIA sistem nitroseliiloz membran iizerinde bulunan test ¢izgisi ile tespit edilmesi
saglanmistir. DTNB molekiiliiniin SERS sinyallerini takip edilerek bakterinin artan
konsantrasyonuna kars1 lineer bir kalibrasyon egrisinden LOD: 0,52 ve R? degerleri de
0,98 olarak saptanmistir. Bu degerler farkli bakteri tiirlerine B. subtilis, M. luteus, S.

enteritidis suslarina kars1 sadece E.coli‘ye spesifik olarak ¢alistigi gosterilmistir.

Calismamizin ti¢iincii asamasida, biyolojik ornek olarak sentetik idrar, referans kan ve
ticari stit 6rnekleri kullanilmistir. Gelistirilen sistem ile segilen E. coli’yi ne kadar

tuttugumuzun etkinligi %86 ve lizeri olarak saptanmustir.

Yaptigimiz bu calismada patojen mikroorganizmalarin tayininde kullanilan antikorun
pahali olmas1 nedeniyle alternatif bir yontem diistiniilmiistiir. Bu amaca uygun olarak,
LFIA sistemde kullanilan antikor yerine, dogal afiniteleri ve yiiksek 0zgiilliikte konak
secicilikleri nedeniyle bakteriyofajlarin alternatif yontem olarak kullanilmasi
hedeflenmistir. Bunun igin S. enteritidis’i konak olarak secen P22 faji ve kiyaslamak
amaciyla antikoru kullanilmistir. Yapilan bakteriyofaj ¢alismasi sonucunda S. enteritidis
(10'-107 kob/mL) SERS kalibrasyon grafiklerinden LOD: 7 kob/mL ve R?: 0,98 olarak
saptamirken, antikor ¢alismamizda LOD: 6 kob/mL ve R?: 0,98 bulunmustur. Bu sonuglar
gostermistir ki patojen mikroorganizmalarin tayininde bakteriyofajin antikora kiyasla
alternatif ve ucuz bir yontem olacagi goriilmistiir. In vivo ¢alismamizda S. enteritidis ile
enfekte edilen yumurta ve tavuk eti Ornekleri, P22-bakteriyofaj tabanli yatay akis
sistemimiz kullanildiginda, %90 ve lizerinde bakteriyi tuttugu ve ayirdigi saptanmustir.
Sonugta yatay akis sistemimizin etkin calistigi ayrica bakteriyofajlarin alternatif bir

yontem olabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: SERS, LFIA, DTNB, AuNP, Rennet, Fes04/Au-PEI, Bakteriyofaj,
Antikor.
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In recent years, rapid and accurate detection of pathogenic bacteria has been a current
research area in terms of public health and food safety. One of the effective methods for
this purpose is Surface-enhanced Raman scattering (SERS), its sensitivity, signal
amplification capability, portability, and paper-based horizontal flow immunoassay
(LFIA) system; Due to their high analysis rate and low cost, they stand out as a powerful
and effective technique for the detection of pathogenic microorganisms.

In the first step of this study, E. coli and S. enteritidis strains selected and known common
pathogenicity were used to generate the SERS-based LFIA system using the raman tag
DTNB; 5,5 -Dithiobis(2-Nitrobenzoic acid). Quantitative analysis and rapid detection of
selected bacteria was performed after pre-enrichment with FesO4/Au-PEI nanoparticles.
For this purpose, 20 nm gold nanoparticle (AuNP) and 15 nm Fe3Os/Au-PEI were
synthesized. In the next stage, optimized conditions for detection of selected
microorganisms were investigated by using rennet enzyme cleaving casein.



In the second stage of our study, FesOs/Au-PEI nanoparticles coated selected bacterial
antibody were interacted with E. coli concentrations of 10%-107 cfu/mL with used of
enzyme based magnetic extraction LFIA system. Then, when the casein was hydrolyzed
with the help of rennet, E. coli bound to FesO4/Au-PEI nanoparticles was separated by
magnetic field. Free bacteria were carried out on nitrocellulose membrane with DTNB
raman label bound to AuNPs on conjugation pad (AuNP DTNB antibody complex), and
the paper-based LFIA system was then allowed to be detected bacteria concentration on
the test line of the nitrocellulose membrane. Tracking the SERS signals of DTNB
molecule, LOD: 0,52 cfu/mL and R? 0,98 values were determined from a linear
calibration curve against the increasing concentration of bacteria. These values have been
shown to work exclusively for E. coli against different bacterial species such as B. subtilis,
M. luteus, S. enteritidis strains.

In the third stage of our study, synthetic urine, reference blood and commercial milk
samples were used as biological samples. With the developed system, the efficiency of
binding of selected E. coli was determined as 86% or more.

In the last stage of our study, the effectiveness of E. coli was investigated in synthetic
urine, reference blood and commercial milk known as biological samples. Here, this study
showed that the synthetic urine, reference blood and milk, valuable nutrients especially
indicator E. coli tested as biological samples confirmed the idea that we will detect other
pathogen bacteria.

In this study, an alternative method was considered due to the expensive antibody used
in the determination of pathogen microorganisms. In accordance with this purpose,
instead of the antibody used in LFIA system, it is aimed to use bacteriophages as an
alternative method because of their natural affinity and high specificity of host selectivity.
For this reason, the P22 phage selecting S. enteritidis as the host, and its antibody were
used to compare. As a result of bacteriophage study, S. enteritidis (101-10” cfu/mL) was
determined from SERS calibration curve as LOD: 7 cfu/mL and R?: 0,98 whereas LOD:
6 cfu/mL and R% 0,98 were found in our antibody study. These results showed that
bacteriophage would be an alternative and inexpensive method compared to antibody in
the detection of pathogenic microorganisms. In our in vivo study, egg and chicken
samples infected with S. enteritidis were found to bind and separate 90% or more bacteria
when using our P22-bacteriophage-based LFIA system. As a result, it was found that our
LFIA system works effectively and also bacteriophages can be an alternative method.

Keywords: SERS, LFIA, DTNB, AuNP, Rennet enzyme, FesO4/Au-PEI, Bakteriophage.
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1. GIRIS

Patojen bakterilerin hizli ve dogru tespiti, gida giivenligi ve halk saglig1 agisindan oldukca
giincel bir arastirma alanidir. Salmonella, Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus gibi
patojen bakterilerin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar, gida giivenligi i¢in siirekli bir
zorluk teskil etmekte ve yaygin olarak, maliyetli, kiiresel bir halk sagligi sorunudur [1-
3]. ABD'de hastalik kontrol ve Onleme merkezleri (CDC), ABD'de yaklasik 6
Amerikalidan yaklasik 1'inin kontamine yiyecek veya iceceklerden hastalandigini ve
3000'in her y1l ABD'de 6ldiiglinii ve ABD’de her yil 15,6 milyar dolara mal oldugunu
tahmin ediyor [4]. Gida giivenligini ve halk sagligini temin etmek igin, patojenler igin
hizl1 ve taginabilir algilama tekniklerine acilen ihtiyag¢ vardir. Analitik profil indeksi (API)
gibi geleneksel yontemler, bitmesi giinler siiren kiiltir mikroplart igin bir dizi
biyokimyasal test gerektirmektedir [5, 6]. Hayati tehdit edici acil durumlarla kars1 karsiya
kalindiginda boyle bir gecikme kabul edilemez. Giliniimiizde gelistirilen biyo-algilama
yontemleri genellikle gelistirilmis saglamlilik ve hiz gosteren polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) veya enzim bagli immiinosorbant tahlili (ELISA) [7, 8] uygulanmaktadir [9].
Bununla birlikte, bakim noktasi (POC) tanisinda yaygin uygulamalar, diisiik hassasiyet,
ozgiilliik, hiz, maliyet etkinligi acisindan sinirlidir. Bununla birlikte, genellikle canli/6li

bakterileri ve diisiik konsantrasyonda olan patojenleri ayirt edememektedirler.

Bu nedenle, halk sagligi yararma, hazirllk zamaninin azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmasi, hassasiyet, sonuglarin yerinde yorumlanmasiyla tekrarlanabilirlik, maliyet
ve zaman etkinligi ve pek cok sartlar altinda kullanim kolaylig: ile birlikte bir algilama
yontemi gelistirmek i¢in doktora tez kapsaminda hizli ve dogru bakteri tayini igin
manyetik nanopartikiiller kullanilarak 6n zenginlestirme yapildiktan sonra kagit tabanli
yatay akis immunoassay sensor sistemi gelistirilmistir. Bu kapsamda insa edilen sensor
hedef bakteri Eschericia coli (E. coli) i¢in diisiik tayin sinir1 ve yeterli segicilige sahip

olarak optimize edilmis, analitik validasyon ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Yiizeyle gelistirilmis Raman sagilmasi (SERS), asir1 duyarlilik, yiiksek hiz, nispeten
diisiik maliyet ve ¢coklama kabiliyeti ve tasiabilirlik gibi bircok ¢ekici 6zellige sahiptir
[10-13], SERS'in kimyasal [14-16] ve biyolojik ajanin [17-22] hassas tespiti i¢in yaygin
olarak kullanmilmasmi saglamistir. Ozellikle, SERS tarafindan mikroorganizmanin
tanimlanmasi1 ve tespiti, sulu ortamda spektroskopik parmak izi ve tahribatsiz veri
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toplanmasi nedeniyle son zamanlarda biiyiik ilgi goérmistiir, ¢linkii ilk SERS bakteri
spektrumu Holt ve Cotton (1989) tarafindan bildirilmistir. SERS, Raman bakteri
sinyalini, plriizlii soy metal yiizey veya soy metal nanoparcaciklar (NP'ler) gibi SERS
aktif substratlar vasitasiyla artirir. Gilincel SERS patojen bakterilerin saptanmasi
genellikle iki strateji ile gergeklestirilir: etiket bazli (dolayli) ve etiketsiz (dogrudan) bazli

yontem.

Etiket tabanli SERS yontemi dolayli bir yaklasim olarak kabul edilir. Etiket yonteminde
SERS etiketleri olarak adlandirilan SERS-aktif nanoproblar, dis bakteri tespit modu
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [23]. SERS etiketlerinin kullanilmasi, Raman
raportor molekiillerinin spektrumlarint SERS substratina yakin bir yerde rapor ederek

bakteriyel hiicrelerin oldukca hassas bir sekilde algilanmasini saglar.

Tez kapsaminda raman etiket olarak DTNB, sentezlemis oldugumuz altin
nanopartikiillerle hedef olan Eschericia coli (E. coli), Salmonella enteritidis bakterilerine
uygun antikorlarla modifiye edilmistir. Gelistirmis oldugumuz manyetik ekstraksiyona
dayali kagit tabanli yatay akis immiinoassay (LFIA) sistem iizerinde ger¢ek oOrnek
denemeleri yapilmistir. Modifiye edilen farkli altin naopartikiiller (AUNPS) kojugasyon
boliimiine emdirilerek farkli dersimlerdeki bakterilerle etkilesmesi incelenmis ve gergcek
ornek denemeleri yapilmistir. Hedef bakteri i¢in olusturulan deneylerde istenilen SERS
sinyalleri olusturulan test seritleri lizerinden raman etiketi sayesinde elde edilmis ve
analitik validasyon calismalar gerceklestirilmistir. Ozellikle yenilikgi bir metot olarak
sundugumuz enzim tabanli manyetik ekstraksiyon yontemimizin kagit tabanli sistem
tizerindeki tiim optimizasyon basamaklar1 ve sonuclar1 detayli bir sekilde gosterilmistir.
Ozellikle giiniimiizde karsilasilan problemlerden biri olan siit, kan gibi numunelerin
matriks etkisinden dolay1 direkt sisteme verilememesini, manyetik ekstraksiyon kagit
tabanli LFIA platform sayesinde ¢ok hizli ve etkili bir sekilde hem kolorimetrik hemde

kantitatif olarak tespit ederek yontemin iyi bir potansiyele sahip oldugunu gostermis
olduk.

Son zamanlarda bakteriyofajlar, bakterilerin hizli tespiti alanindaki antikorlara ilging bir
alternatif haline gelmistir [24]. Bakteriyofajlar yalnizca bakteri hiicrelerini enfekte eden
virlislerdir. Konakg1 hiicrelere dogal afiniteleri, oldukca spesifik aracglar tasarlamak i¢in

kullanilabilir. Pek cok sekil ve 6zellige sahip farkli bakteriyofaj tipleri bol oldugu i¢in,
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neredeyse tlim bakteri suglarini tespit eden biyosensorleri tasarlamak miimkiindiir.
Fajlarin en 6nemli avantajlarindan biri, yiiksek 6zgitilliikkleridir. Bakteriyofaj, tekli tiirlere
ve hatta bakteri suslarina saldirabilecegi goz oniine alindiginda, hedef bakterileri segici
olarak tespit eden bir bakteriyofaj segmek her zaman miimkiindiir. Ek olarak, yiiksek
sicakliklara [25] ve organik ¢oziiciilere [26, 27] maruz kaldiktan sonra bile saglam ve
aktivitelerini koruyan faj tiirleri vardir. Antikorlarin aksine, fajlar biiyiikk miktarlarda
kolayca ve ucuz bir sekilde iiretilebilir. Sadece bakteriyel bir ¢ozeltiyi enfekte ederek kisi
cok sayida soy faji elde edebilir. Bu avantajlar, fajlar1 biyosensorlerde [28] ve diger
analizlerde [29, 30] popiiler biyobilisim unsurlarini yapar. Fajlarin diger uygulamalari,
cok ilaca direngli bakteriyel enfeksiyonlar, faj gosterimi, as1 dagitim sistemlerinde ve

hedeflenen gen dagitiminda faj terapileridir [31].

Tez kapsaminda Salmonella faj, kagit tabanli LFIA sistem ile birlestirilerek yeni bir
bakteri tayin yontemi gelistirilmistir. Yukaridaki genel bilgilerden de anlagilacag: iizere
antikor i¢in iyi bir alternatif olan fajlar1 sistem iizerindeki etkinligini yaptigimiz deneyler
ile gosterdik. Yapilan ¢aligmada kagit tabanli LFIA sistemi hedef bakteri S. enteritidis
icin modifiye ettikten sonra uygulamalara basladik. Deneylerde sistemin dogrulugunu,
hassasiyetini ve olusturulcak faj tabanli LFIA sistemin ¢alistigin1 gdstermek igin ilk
olarak antikor ile modifiye edilen sonuglar daha sonra kademeli olarak faj
modifikasyonlara gegilerek sonuclar degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar antikor
yerine sectigimiz bakteriyofajin kagit tabanli sistem de basarili bir sekilde

uygulanabilecegini gostermistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bakterilerin Yapisi

Bakteriler prokaryotik mikroorganizmalardir, yani bir ¢ekirdek veya mitokondri gibi zara
bagl organelleri yoktur [32]. Tipik olarak birka¢ mikrometredirler ve kiirelerden
cubuklara ve spirallere kadar degisen sekillere sahiptirler (sekil 2.1). Bakterilerde niikleus
yerine, genetik malzeme genellikle niikleoid olarak adlandirilan diizensiz sekilli bir
govdede sitoplazmada yer alan DNA'nin tek dairesel bakteriyel kromozomudur.
Bakteriyel hiicre, bir sitoplazmik membran ile ¢evrilidir. Sitoplazmik membran diginda
hiicre duvari bulunur. Hiicre duvari ve sitoplazmik membran birlikte, hiicre dis kabugunu
olusturur. Bakteriyel hiicre dis kabuk iki ana kategoriye ayrilir: Gram pozitif tip ve Gram
negatif tip. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif hiicre dis kabuk semalari, Sekil 2.2'de
gosterilmistir [33]. Gram boyama, hiicre duvarinda bulunan peptidoglikani tespit ederek
bakteri hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore farklilagtirir [34]. Sekil
2.2’de gosterildigi gibi, Gram-pozitif bakteriler kalin bir peptidoglikan katmana sahipken
Gram-negatif bakteriler ince bir katmana sahiptir. Genel olarak, Gram-pozitif hiicre
duvarinin %901 peptidoglikandan olusur [35]. Buna karsilik, Gram negatif hiicre duvari
%10-%20 peptidoglikandir. Sonu¢ olarak, Gram boyama sirasinda, Gram pozitif
bakteriler kristal menekse boyasini tutar ve menekse renkli olur [34], Gram negatif
bakteriler tutmaz ve pembe lekeli olur.

O @D Syt

Kiiresel Cubuksu Spiral

Sekil 2.1. Bakteri sekilleri.

Bakteriyel hiicre duvari, hiicreye yapisal biitiinliik saglar [35]. Peptidoglikan, hiicre
zarinin diginda gbézenekli, ag benzeri bir tabaka olusturan sekerlerden ve amino asitlerden
olusan bir polimerdir. Sekil 2.1 (B)'de gosterildigi gibi, teikoik asitler olarak bilinen
polialkoller, Gram-pozitif hiicre duvarina gomiiliidir. Bu polialkollerin bazilari,
lipoteikoik asitler olusturmak i¢in lipide baglantilidir. Bu lipoteikoik asitler, hiicre

zarindaki lipidlere kovalent olarak baglanir ve bu nedenle, peptidoglikanin hiicre



duvarina baglanmasindan sorumludur. Gram negatif bakteriyel hiicre dis kabuk, bir dis
zar, periplazmik bosluktaki peptidoglikan katmani ve bir hiicre zarindan olusan ¢ok
katmanli bir hiicre yiizeyidir (sekil 2.2 (A)) [34, 35]. Gram negatif duvarin en dis katmana,
i¢ bolgeden olusan dis membrandir: en tipk olarak lipit A, ¢ekirdek polisakarit ve O-
spesifik antijenden olusur [33]. Dis zarda, besinlerin hiicreye yayilmasini ve atiklarin
yayilmasini saglayan porinler veya gdzenek benzeri yapilar bulunur. Periplazmik bosluk,
dis membran ile i¢ sitoplazmik membran arasinda bulunur [36]. Amino asitler sekerleri,
vitaminleri, iyonlar1 ve ayrica enzimleri parcalamak ve detoksifiye etmek icin baglayici
proteinler iceren periplazma adi verilen jel benzeri bir matriks ile doldurulur. Hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif bakterilerde, hiicre zari, malzemelerin hiicre i¢indeki ve
disindaki hareketlerini kontrol eden yerlesik proteinlere sahip olan bir fosfolipid ¢ift
katmandir [37].

Hem okaryotlarda hem de prokaryotlarda adenozin trifosfat (ATP) hiicrelerde kimyasal
enerjiyi depolamak ve tasimak icin kullanilir. Okaryotik hiicrelerde ATP iiretimi
mitokondride meydana gelir. Bununla birlikte, bakteri gibi prokaryotlar mitokondriye
sahip degildir. Bunun yerine, bakterilerde ATPase ve elektron tasima zinciri, fosfolipid
membranin i¢ ve dig duvarlariin hidrofobik kuyruklari arasindaki sitoplazmik zarin
icinde bulunmaktadir [38]. Sekerin ve diger yiyeceklerin parcalanmasi, zarin digindaki
pozitif yiklii protonlarin, zarmn igindekilerden ¢ok daha yiiksek bir konsantrasyonda
birikmesine neden olur. Bu durum, zarin dis kisminda asir1 pozitif yiik ve i¢ kisimda
nispeten negatif yiik olusturur. Bu yiik farkinin sonucu H20 molekiillerinin H* ve OH"
iyonlarina ayrigmasidir. Uretilen H iyonlar1 daha sonra hiicrenin disina tasinir ve OH
iyonlari igeride kalir. Bu bir el fener pili sarj edilerek iiretilmis olana benzer potansiyel
bir enerji gradyanina neden olur. Potansiyel enerji gradyaninin iirettigi kuvvete, ADP'yi
ATP'ye doniistiirme de dahil olmak iizere ¢esitli hiicre gorevlerini basarabilecek proton
harekete gecirme kuvveti denir. Sitoplazmik membran sadece hiicrenin enerji doniisiim
ihtiyaglarinin  bakimint  yapmaz, aynm1 zamanda besinsel islemlerin, yapisal
makromolekiillerin ~ sentezlenmesi ve yasam i¢in gereken bircok enzimin
salgilanmasinida saglar. Goriilecegi iizere, tiim bu aktivite bakteriler i¢in elde edilen
SERS spektral verilerini yorumlarken ilgilidir. Baz1 bakteriler, hiicre dis katmaninin daha
disinda olan bir kapsiil icerebilir. Bakteriyel kapsiiller, yiliksek molekiiler agirlikli

polisakaritlerden ve/veya polipeptitlerden olusur viriilans ve biyofilm olusumu ile



iligkilidir [39]. Kapsiil, hiicreyi koruma ve makrofajlar tarafindan yutulmaya kars1 korur

ve bakteriyofajlarin hiicre yiizeyine baglanmasini dnler [40].
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Sekil 2.2. Bakteri membrane yapist: (A) Gram negatif bakteri, (B) Gram pozitif bakteri
[33].

2.2. Bakteriyofajlar Giris

Bakteriyofajlar (fajlar), 20. ylizyilin baslarinda Twort ve d’Hérelle'nin bagimsiz ve
neredeyse eszamanli ¢alismalart ile kesfedilmis spesifik bakterilere 6zgii virtislerdir [41].
Aragtirmacilarin her biri, fajlari, 19. ve 20. ylizyillardan kalma faj benzeri olaylarin

ipucunu izleyen bakteri patojenleri olarak nitelendirdi. 1930'arin sonlar1 ve 1940'larin



baglari, faj aragtirmalar ve “Faj Grubu” arastirmalar1 da dahil olmak iizere biyolojik
aragtirmalar tizerindeki etkisi i¢in en 6nemli donemi temsil ediyordu [42]. Bu grup, Max
Delbriick ve James Watson ve Francis Crick dahil olmak {izere diger Onemli
genetikgilerin ¢alismalarin1 igceriyordu [43]. Grup hizlica fajin faj tedavisi olarak
adlandirilan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegini belirledi ve “faj

terapi” olarak isimlendirdiler. Bakteriyofaj, bakteri yiyen anlamina karsilik gelir.

Faj biyolojisi ve faj genetigi arastirmalar ilgi ¢ekerken, faj arastirmasi i¢in birincil itici
giic olan faj terapisi ve antibakteriyel potansiyel c¢alismalaridir [44, 45]. Ancak faj
terapisi, baslangigta Oongoriilen potansiyelinin beklentisiyle eslesmedigi igin basarisiz
oldu, o6zellikle fajin kendilerini yetersiz ve zayif karakterize edildigi bir zamanda ve
1950'lerde Bati Diinyasinda kiiciik molekiillere olan ilgisinden dolayr bu yaklagim
engellendi [45, 46]. Her ne kadar faja dayali terapdtikler ilk ilgi alanlarinin beklentilerini
karsilamamis olsalar da, genetik ve molekiiler biyoloji caligmalarinda [47] fajin
kendisinden ¢ok daha karmasik organizmalarin anlagilmasina katkilarindan dolay1 ¢ok

onemli bir rol oynadilar. Faj ¢aligsmasi, tipta kendi 6liimiine zemin hazirlamis olabilir [48,

49].

Faj tedavisi alaninin 6tesinde faja ve 6zellikle faj bazli teknolojilere olan ilginin giiclii
sekilde yeniden ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir. Fajlar, gida, tarim, biyoteknoloji,
kiiresel besin dongiisii ve insan sagligi ve hastalik endiistrilerinde biiyilik potansiyel ve
etki sunmaktadir. Ayrica, genetik, bakteriyoloji ve sentetik biyolojideki ilerlemeler, faj

bazli terapotiklerin daha fazla arastirilmasi i¢in pekgok firsatlara kapt agmistir [47, 50].

2.2.1. Bakteriyofajlarin kesfi

Bakteriyofajlar veya fajlar, bakteri hiicrelerini istila eden ve litik fajlar durumunda bakteri
metabolizmasini bozan ve bakterinin parcalanmasina neden olan bakteri viriisleridir.
Bakteriyofaj kesif tarihi, dncelikli talepler {izerine bir tartisma da dahil olmak {izere uzun
tartismalara konu olmustur. ingiliz bir bakteriyolog olan Ernest Hankin, 1896'da [51]
Hindistan'daki Ganj ve Jumna nehirlerinin sularinda gézlemledigi belirgin antibakteriyel
aktivitenin (Vibrio cholerae'ye karsi) varligin1 ve tanimlanamayan bir madde oldugunu
soyledi. Ince porselen filtrelerden gecen ve 1s1ya karsi kararsiz olan) bu olaydan ve kolera
salgmlarinin  yayilmasinin  smirlandirilmasindan  sorumluydu. Iki yil sonra, Rus
bakteriyolog Gamaleya, Bacillus subtilis [52] ile calisirken benzer bir fenomen

gozlemledi ve diger bazi arastirmacilarin gozlemlerinin de bakteriyofaj fenomeniyle



iligkili oldugu diistiniiliiyor [53]. Bununla birlikte, bu arastirmacilarin higbiri bulgularini
Ingiltere'den tibbi olarak egitilmis bir bakteriyolog olan Frederick Twort, Hankin'in
gozleminden yaklasik 20 y1l sonra benzer bir olayi rapor ederek ve diger olasiliklarin yani
sira olabilecegi hipotezini ileri siirerek konuyu tekrar ortaya koymadan once viriisiin
bulgularini kesfetmedi [54]. Bununla birlikte, finansal zorluklar da dahil olmak iizere
cesitli nedenlerden dolayr Twort bu bulguyu takip etmedi ve iki yol sonunda bakterilerin,
resmi olarak Paris'teki Institut Pasteur'deki Fransiz-Kanadali bir mikrobiyolog olan Felix
d'Herelle tarafindan “resmi olarak” kesfedildi [41, 54].

D'Herelle tarafindan bakteriyofajlarin kesfi ya da yeniden kesfi, Temmuz-Agustos
1915’te Maisons-Laffitte’de gorevli Fransiz birlikleri arasinda (Paris’in eteklerinde)
siddetli hemorajik dizanteri salgini ile iliskilidir, d’Herelle goriiniiste ilk olarak 1910'da
Meksika'daki c¢ekirge epizootikini kontrol etmenin mikrobiyolojik yollarini arastirirken
bakteriyofaj fenomenini gézlemledi. Birgok asker hastaneye kaldirildi ve salginla ilgili
sorusturma yiiriitmek lizere d'Herelle atandi. Bu calismalar sirasinda, hastalarin digki
orneklerinden bakteri barindirmayan filtreler yapti ve bunlar1 hastalardan izole edilen
Shigella suslart ile karistirdi ve kulugkaladi. Karisimlarin bir kismi1 deney hayvanlarina
asilandi (dherelle’in bakteriyel dizantere kars1 bir as1 gelistirme ¢alismalarinin bir pargasi
olarak) ve bakterilerin biiylimesini gézlemlemek i¢in bir kism1 agar besiyerine yayildi.
Bu agar kiiltiirleri tizerinde durdu ve d 'Herelle, baslangicta lekeler olarak adlandirdig:
kiigiik, acik alanlarin goériiniimiinii gézlemledi, daha sonra eskilere ve daha sonra da
plaklara uyguladi [41]. D’Herelle’in bulgulari, Eylil 1917 Bilimler Akademisi
toplantisinda sunuldu ve daha sonra toplant: siirecinde yayinlandi. Hankin ve Twort’un
aksine, d’Herelle, fenomenin dogasi hakkinda ¢ok az siiphe duyuyordu ve bunun
bakterileri parazitleyebilecek bir viriisiin neden oldugunu 6ne siirdii. “Bakteriyofaj” adi,
onun hatirlamasina gére [41], 18 Ekim 1916'da en kiigiik kizlarmin dogum giiniinden bir
giin once esi Marie ile birlikte bu isme karar veren delleHerelle tarafindan 6nerildi (1916
yazinda, Maisons-Laffitte salginindan yaklasik 1 yil sonra d’Herelle, goriintise gore ilk
kez bakteriyofajlar1 izole etti). Adi “bakteriler” ve “fajlar” dan (Yunanca yemek veya
yutmak i¢in) olusturulmus ve fajlarin bakterileri “yemek” veya “yok et” anlamina geldigi

belirtildi [41].

Kendisini bakteriyofajlarin kesfeden birisi olarak kabul eden D'Herelle, Twort'un 6nceki
kesfinden haberdar oldu [55, 56], ancak Twort tarafindan tanimlanan fenomenin

kesfinden farkli oldugunu iddia etti. Bu arada, Twort’un aksine, d’Herelle aktif olarak



bakteriyofajlar arastirdi ve fajlarin canli viriisler oldugu ve arastirmacilarin ¢ogunun
diisiindiigii gibi enzimler olmadig: fikrini kuvvetle destekledi. Oncelikli anlasmazlik
sonunda sona ermisti ve bircok bilim adami bakteriyofajlarin bagimsiz kesfini kabul
ettiler ve basit¢ce “Twort-d’Herelle fenomeni” ve daha sonra “bakteriyofaj fenomeni”

olarak adlandirdilar.
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Sekil 2.3. Bakteriyofajin genel semasi.

2.2.2.Bakteriyofajlarin yapisi

Bakteriyofajlar (kisaca fajlar), konak¢i organizmalar olarak bakterileri enfekte eden
virlislerdir. Virionun ortalama biiylikligii (tek bakteriyofaj parcacigi) 50-200 nm'dir;
bununla birlikte en bilyiik bakteriyofajlarin uzunlugu > 400 nm olabilir [57]. Bilinen tiim
bakteriyofajlarin biiyiikk ¢ogunlugu (>% 95) Caudovirales diizenine aittir ve sekil 2.3 de
gosterildigi gibi ortak bir yap1 tasarimini paylasir (yani, genetik bilgi (¢ift sarmalli DNA),
elyafli bir sivri uglu tutucunun baglandigi ikosahedral bir kapide saklanir) [58]. Kuyruk
uzunlugu ve sertligi familya ile iliskilidir (uzun ve kasilma: Myoviridae (6rnegin, T4));
uzun ve biiziilmeyen: Siphoviridae (6rnegin, faj); kisa: Podoviridae (6rnegin, T7).
Kuyruk lifleri 6nemli bir pozitif yiike sahiptir ve bas-kuyruk yapis1 biiyiik bir negatif yilike
sahiptir [59]. Yapmin bu asimetrisi, virionun kalict dipol momenti ile sonuglanir.
Caudovirales'lere kiyasla ¢cok daha az yaygin olami genetik bilgilerini RNA veya tek
iplikli DNA formunda saklayabilen filamentli (6rnegin M13) veya neredeyse kiiresel
(izometrik) (6rnegin MS2) fajlaridir. Bakteriyofajlar sadece canli hiicrelerin iginde

cogalabilir. Yalnizca uygun konake1 hiicrenin taninmasi, viryonlarin ¢gogalmasini saglar,



bu yiizden ¢ogunlukla bir ¢ok asamali "tamimlama" islemi kullanilir. Ik tanima
elektrostatik etkilesimlere dayanir pozitif yiiklii kuyruk lifleri, negatif yiiklii bakteri
yiizeyine ¢ekilir. Konak tanimanin bir sonraki agsamalari, bakterilerin uygun bir konak
olup olmadigin1 ayirt eden spesifik reseptor baglayici proteinleri kullanir. Fajlar evrime
ugrarlar, bu nedenle belirli tiirler ve hatta bakteri tiirleri i¢in oldukc¢a verimli ve
spesifiktirler. Fajlar ¢ogalmak igin konakg1 hiicrelerin hiicre-i¢i makinelerini kullanir.
Tek bir bakteri hiicresinin i¢ine yiizlerce yeni viryon katlanir. Bazi 6zel durumlarin yani
sira, bir noktada bakteri bozulmakta ve fajlar serbest kalmaktadir. Bu yol litik dongiidiir.
Bazi fajlar, viral genomlarinin konak¢t DNA ile entegre oldugu lizojenik bir ¢evrime
girebilir. Profaj adi1 verilen entegre DNA bulasic1 degildir ve bakteriyel kromozomun bir
pargasi olarak cogalir. Baz1 durumlarda, profaj eksize edilir ve bakterileri litik dongilide
faj partikiilleri iiretmeye zorlar. Sadece litik dongiiye girebilen fajlara viriilan denir ve
litik ve lizojenik ¢evrimlere girebilenlere 1liman adi verilir [60]. Ayn1 zamanda konakg1
hiicrelerini lize etmeyen filamentli fajlar gibi kronik fajlar da vardir, ancak soy viryonlari

stirekli salgilanir.

2.2.3.Bakterilerin tespitinde fajlar

Bakteriyofajlar ilk once bakteriyofaj tipleme yontemlerinde bakteriyel izolat tiirlerinin
tanimlanmasinda kullanilmistir [61]. Bu teknik, belirli bir tiire veya susa 0Ozgi
bakteriyofaj enfeksiyonunun neden oldugu bakteriyel c¢imlerde (plaklar denilen)
bakteriyel yokluk lekelerinin basit bir sekilde izlenmesine dayanir. Zamanla, bu basit
yontemler yerine diger, ¢ok daha ileri teknikler uygulanmis ve fajlar yalnizca bakteri
izolat1 tiirlerinin tanimlanmasinda degil ayn1 zamanda bakteri tespit yontemlerinde de
kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, fajlar basit tanima 6geleri olarak kullanilabilir. Bu
gibi durumlarda, fajlarin varligi hedef bakterilerin tasarlanmig tahlilin diger bilesiklerine
secici olarak baglanmasini saglamistir. Fajlar, algilama katmanini olusturmak igin kati
substratlarda da biriktirilebilir. Uygun doniistiiriicii ile birlikte klasik anlamda
biyosensorler olustururlar. Ayrica, bakteriyofajlarin kendine 6zgii bir 6zelligi olan
bakterilerin enfeksiyonu, sinyal tetikleyici olaylar olarak kullanilabilir. Fajlarin
cogalmasinin ve bakteri iceriginin serbest kalmasiyla bakteriyel hiicre erimesinin bakteri
tespitinde faydali oldugu kanitlanmistir. Agiklanan tiim yaklasimlar, Sekil 2.4°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.4. Bakterilerin tespiti i¢in bakteriyofaj bazli yontemler.

2.3. Faj Enfeksiyonu ve Yasam Dongiisii

Faj enfeksiyonu, viryon, ¢ok asamali enfeksiyon igsleminin bir parcasi olarak konakg1
hiicreye (adsorpsiyon) baglandiginda baslar. Bunu kisa bir silire sonra faj DNA'sinin
konak hiicreye translokasyonu ve ardindan konake1 i¢cinde faj genomunun ekspresyonu
izlenir [62, 63]. Faj enfeksiyon sonucunda, faja, konakgiya ve enfeksiyonun kosullarina
bagli olacaktir. Basarili adsorpsiyon, dort durumdan biriyle sonuglanacaktir: (i) faj, soy
olusturmak iizere yasar ve ¢ogalir ve konak litik enfeksiyon yoluyla oliir; (i1) hem faj hem
de konak¢1 bakteri, iliman bakteriyofajlarin lizojenik donglisii tarafindan verilen
lizojeniyle yasar ve ¢ogalir; (ii1) Faj, sinirlama endoniikleazin1 kodlayan konakgilarin
enfeksiyonunun tipik bir sonucu [64] veya CRISPR-cas sistemlerinden dolay1 soylar1 [65]
ve konake1 yasamlarini tiretmez, ve (iv) hem faj hem de konak hiicere, abortif enfeksiyon

sistemi/sistemleri nedeniyle oliir [66].

2.3.1.Litik (parcalayici) faj

Cogu faj, litik faj enfeksiyonu dongiisiine maruz kalmasi sayesinde, kiz soylari, konake1
hiicre lizisi ve 6lim pahasina iretilir ve salinir. Bunlar, enfeksiyonlarin hizli bir sekilde
viral nesillerin salinimina yol a¢tig1 “iiretken enfeksiyonlar” olarak kabul edilir. Viral

genom, konak hiicreye girdiginde, faj kodlanmig genler, bakteriyel sitoplazmada eksprese
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edilir; konakg1 bakteriyel metabolizmasini iglevlerini ele gegirir [67]. Enfekte fajlar daha
sonra faj partikiillerinin toplandig1 ve esik sayist viryonlarin iiretildigi bir latent siireye
girer, faj gen triinleri "holin" ve "lizin" (klasik ¢ift sarmalli DNA fajlar1 i¢in), konakg1
hiicre duvariin tahrip edilmesinden ve faj soyunun hiicre disi matrikse ve komsu

hiicrelere birakilmasindan sorumludur [43, 66, 67].

2.3.2. Ihman Faj

Bir profaj olarak konaklarinda stabil bir sekilde barindirilma yetenegine sahip olan
bakteriyofajlar, konagin lizojenize edilmesi, iliman olarak adlandirilir. Iliman fajlar,
genellikle konak¢1 kromozomuna entegre edilmis bir profaj olarak mevcut olan, ancak
konakge1 veya diger dis tehlike sinyallerine cevap olarak litik dongiiye girme kapasitesine

sahip olan litik ve lizojenik ¢evrimler arasinda gegis yapma kabiliyetine sahiptir [68, 69].

Lisojenik ¢evrimler iki 6zellik ile tanimlanir: (i) profaj yavru konak hiicrelerinin, fajin
DNA'sinin en az bir kopyasini miras almasina izin verecek sekilde yeterince ¢ogaltilir; ve
(i1) enfeksiyonlar, yapisal viryonlarin iiretilmemesi nedeniyle iiretken degildir, aksine,

cogaltma, konakg1 replikasyon ve bolme ile dikey olarak meydana gelir.

Entegrasyon belki de daha yaygin bir lizojenik yol olsa da, bir profaj, konak¢1 genomuna
entegre olmayan stabil bir kopya plazmid olarak ekstra kromozomal olarak ortaya
cikabilir. Entegrasyon, faj ve bakteriyel DNA'nin homolog pargalarin1 baglayan bir

entegrasyon gerektirir, bu da sahaya 6zgii rekombinasyona neden olur [43].

2.3.3.Faj Enfeksiyon Asamalari

Faj enfeksiyonu islemi, bakteriler icinde faj amplifikasyonu ve daha sonra bakteriyel
hiicre parcalanmasi {izerine faj salinimi ile sonuglanir. Bu islemde salinan hiicre i¢i, cok
sayida bilesik igerir. Secicilik deneyleri bakteri varliginin bir belirteci olarak
kullanilabilir. Ornegin, Chen ve arkadaslari T7 fajlar1 ile kaplanmis manyetik boncuklarin
neden oldugu faj aracili lizis tlizerine salinan beta-galaktosidaz saptandi [70]. Beta-
galaktosidaz, klorofenol kirmizisi-beta-d-galaktopiranosidin renginin saridan kirmiziya
degismesine ve bunun sonucunda kolorimetrik analizin etkin olmasina neden olmustur.
Bu yaklasim, Escherichia coli bakterilerinin 10* kob/ml limitiyle saptanmasina neden
oldu. Bir yi1l sonra ayn1 grup tarafindan daha karmasik bir prosediir 6nerildi [71]. Serbest

birakilan beta-galaktosidaz, daha sonra altin nanopartikiiller {izerinde giimiis bir tabaka
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olusturmak iizere iyonik giimiisii indirgeyen p-aminofenol (PAP) lireten reaksiyonu
katalize etmek i¢in kullanildi. Bu, yilizey plazmon rezonans pik degerlerinde mavi bir
kaymaya neden oldu. Ne yazik ki, bu yontem algilama sinirini iyilestirmedi. Serbest
birakilan beta-galaktosidazin saptanmasi i¢in bir baska olasilik, diizenlenen fajlarin
elektrokimya ile birlestirmek olmustur [72]. Modifiye edilmis T7 fajlari, PAP tiretimini
katalize eden enfekte E. coli hiicrelerinde beta-galaktosidaz asir1 ekspresyonuna neden
oldu. PAP daha sonra voltammetri kullanilarak izlenen bir elektrokimyasal reaksiyonla
tespit edildi. Bununla birlikte, beta-galaktosidaz, faj aracili lizis iizerine salinan
bilesiklerin tespiti i¢in kullanilan tek enzim degildir. Lusiferaz [73, 74], proteaz [75] veya
alkalin fosfataz [76] kodlayan tasarlanmig fajlarinin da bu tiir testlerde faydali oldugu
kanitlanmistir. Bu yOntemlerin hepsi benzer c¢alisma prensiplerine sahiptir ve
kolorimetrik, luminesant veya kemiliiminesan iiriinler ile reaksiyonun enzimatik

katalizine dayanmaktadir.

Faj aracili bakterilerin parcalanmasit ayrica c¢evrenin kimyasal 06zelliklerinde
degisikliklere neden olur. Serbest birakilan hiicre i¢inin igerigi oldukga iletkendir.
Sonugta ortaya ¢ikan ortam iletkenlik degisiklikleri bakteri varliginin bir isareti olarak
kullanilabilir. Ornek, &zel olarak tasarlanmis bir mikroakiskan haznesi ile kombine
edilmis empedans spektroskopisi olabilir [77]. Bu yaklasimin duyarliligi diger
yontemlerden daha diisiiktii (LOD> 10° kob/mL). Bakteriyel enfeksiyonun
bakteriyofajlarla asil etkisi, birgok soy fajinin ¢evreye salinmasidir. Kirlenmis ¢ozeltiye
az miktarda faj eklenmesi, numunedeki faj konsantrasyonunun hizli bir sekilde artmasina
neden olacaktir. Faj sayisindaki bu artigin, bakterilerin tespiti i¢in bir baska miikemmel
sinyal oldugu kanitlanmistir. Ornegin, Anany ve arkadaslar1 E. coli enfeksiyonunda
yaratilan bu tiir soy fajlarinin kantitatif ger¢ek zamanli (rt) PCR ile tespit edilebilecegini
gostermistir [78]. Bu yaklasim, Brucella tiirlerinin tespitinde de faydali olmustur [79].
Rees ve grubu Protein K fajlarinin tripsin ile sindirilmesi {izerine olusan proteinlerin ve
peptitlerin tespiti i¢in LC-MS/MS'ye dayanan bir teknik gostermistir [80]. Bu yontem
ayn1 zamanda Staphylococcus aureus bakterilerinin antibiyotiklere duyarliliginin
belirlenmesi i¢in de uygundur. Bakteriyofaj amplifikasyonu antibiyotikli 6rneklerde
tespit edildiyse, ornek bu antibiyotiklere direncli olarak kabul edildi. Iki y1l sonra ayn1
grup bu yontemi hafifce degistirdi ve matris yardimli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle
spektrometrisini tespit sistemi olarak kulland1 [81]. Bununla birlikte, bu iki durumun

ikisinde de tespit limitiyle ilgili bilgi verilmedi. Martelet ve arkadaslar tarafindan daha
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karmagik bir yaklasim onerilmistir [82]. Ilk immiino-manyetik ayirma basamagmin
eklenmesi, birka¢ kob/mL araliginda (MS kullanilarak) E. coli bakteri algilama siniriin

belirlenmesini sagladi, ancak yontem 8 saatlik bir inkiibasyon siiresi gerektirdi.

2.4. Salmonella faj

Salmonella, genis bir yelpazedeki gida hayvanlarini enfekte eder veya kolonize eder ve
siklikla insan gastroenteritinde goriiliir. Bu bakteri, ¢ig siitiin yan1 sira ¢esitli etleri ve
kiimes hayvanlarini kontamine edebilir. Meyveler ve sebzeler de enfeksiyon salginlarina
neden olmuslardir ve besin zincirindeki bakterinin kontrolii zorunludur [83]. Salmonella
fajlar1, gida liretim siireci boyunca, ¢iftlikten islemeye ve ayrica gidalarin paketlenmesi
sirasinda ¢esitli asamalarda uygulanabilir. BAFASAL® adli ticari bir faj preparati,
yetistirme asamasinda kiimes hayvanlarina ¢iftlikte uygulanmasini ve SalmoFreshTM
(Intralytix) tirtinii, kirmiz1 et, kiimes hayvanlari, deniz iiriinleri, meyveler ve sebzeler i¢in

bir gida muamelesi olarak ilan edilir [84].

Salmonella'nin birincil rezervuarinin bagirsak oldugu goz oniine alindiginda, oral faj
uygulamasinin degerli bir ¢aba oldugu diistiniilmektedir. Daha 6nce belirtildigi gibi, faj
kapsiilleme, diisiik mide pH's1 boyunca ge¢is sirasinda fajin canli kalmasin1 daha ¢ok
kolaylagtirir. Buna gore, Colom ve ark. Salmonella fajlarinin etlik pili¢lere verilmesi igin
bir lipozom kapsiilleme teknigi gelistirmis ve bakterilerin bulundugu alt bagirsaklarda
salimmasini saglamistir [85]. Arastirmacilar daha sonra aljinat/CaCO3 mikrokapsiillerinin
kullanimini gostermistir [86]. Ikinci calismada, muhtemelen CaCOs'iin ilave antasit
etkisinden dolay1 kapsiillerin kapsiillenmemis fajlara kiyaslandiginda fajlarin veriminde

iistiin sonuglar elde edilmistir.

2.5. Yiizeyde Gii¢lendirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)

Raman spektroskopisi, molekiil {izerine génderilen siddetli bir 151k demetinin molekiille
etkilesmesi sonucu meydana gelen sa¢ilmanin dedektdr ile takibine dayanan bir tekniktir.
Isik sacilmasi esnasinda sacilan 15181n biiyiik bir kisminin enerjisi madde ile etkilesen
15181 enerjisine esit olur, Rayleigh sacilmasi adim1 alan bu olay bir elastik sacilma
olayidir. Elastik sagilma olayindan baska sacilan 1518in ¢ok az bir miktar1 Raman
sacilmast adini alan elastik olmayan sagilma olaymi gerceklestirir. Raman sagilmasi
spektroskopik olarak incelenebilmektedir. Sagilan 1$181n enerjisinde molekiil ile etkilesen

15181nkine gore olusan fazlalik veya azlik 1sikla etkilesmis molekiiliin titresim diizeyleri
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arasinda bilgi vermektedir. Molekiillerin titresim diizeyleri arasindaki enerji farkindan
yola ¢ikarak molekiil hakkinda inceleme yapmaya izin veren bu spektroskopik yontem

Raman spektroskopisi olarak adlandirilir.

Fleischmann ve Van Duyne grubunun [87, 88] 1970'lerde gozlemledigi SERS'ler, Raman
saciliminin bir uzantist ve c¢esitlemesidir. Nanoboyutta altin, glimiis partikiiller veya
nanoyapili metal yiizeyler, SERS'de zayif Raman sinyalini ¢esitli biiyiikliik tertipleri
sayesinde (tipik olarak 108 ila 10'*) artirmak igin kullanilir [89]. SERS tek molekiil tespiti
icin uygun substrat kullanilarak 10'*e kadar yiiksek hassasiyetle olanak saglar. SERS
etkisinin zenginlestirme faktorleri (EF) esas olarak iki mekanizmaya katkida bulunur:

elektromanyetik mekanizma (EM) ve kimyasal gelistirme (CE) (Sekil 2.5) [90, 91].

CE .

I

Gelen 1;1% /('

Etkilesme

EM IxE}*

Elektromanyetik dalg

Sekil 2.5. SERS yontemine katkida bulunan iki mekanizma.

Hem uzun vadeli EM etkisinin hem de kisa siireli CE etkisinin es zamanh olarak etkili
olduguna inanilmaktadir [92]. Genellikle, EM icin EF'nin 10° ila 108 arasinda oldugu
diisiiniiliirken, kimyasal katki sadece 10? diizeyinde olabilir. Kimyasal gelistirme icin

molekiiller piiriizlii soy metal ylizeyinin belirli bolgelerinde absorbe edilir.

Molekiillerden gelen elektronlarin rezonans Raman sagilmasinda benzer bir artis etkisine
neden olan metal yilizeyinden gelen elektronlarla etkilesime girmesine olanak saglar [93].
CE'ye bagli SERS etkisi, substratlardan, adsorbe edilmis molekiillerden ve karsilikli
adsorpsiyon alanlarindan farklilik gésterir [94]. CE ile karsilastirildiginda, lokalize yiizey
plazmon rezonanslarimin (LSPR) optik olarak uyarilmasindan kaynaklanan EM artiginin

[95] SERS fenomenine dnemli bir katki oldugu diisiiniilmektedir. Iletken elektronlarin
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salinim1 soy metal nanoparcaciklarinda (NP'ler), keskin metal uglarda veya kaba metal
yiizeylerde olusabilir. Bu siirecte, lokal alanin yeniden distribiisyonu ve NP etrafindaki
belirli bir pozisyonda (“sicak nokta” olarak adlandirilan) EM alaninin biiyiik 6lciide
iyilestirilmesine neden olur [96]. Bu gelistirme, giiglii bir analit mesafe bagimliligi
ozelligine sahiptir. SERS yogunlugu I ve yerel EM kuvveti E arasindaki iliski, Io<|E[*
olarak hesaplanir ve E ile nanopartikiiller ve analitler arasindaki mesafe D, Ex(1/D)*?
olarak tanimlanir. iki denklemden, bir dakikalitk mesafenin azalmasinin, intensitenin
belirgin bir sekilde artmasina neden oldugu goriilmektedir. Sadece metal ylizeye yakin
veya ¢ok yakin olan molekiiller muazzam bir alan kuvveti saglar. Bu nedenle, basaril1 bir
SERS tespitini basarmanin anahtari, analit molekiillerinin SERS substrat ylizeyi ile
miimkiin oldugunca fazla noktaya temas etmesini ve miimkiin oldugunca yakin olmasin

saglamaktir.

2.6. Patojen bakteri tespiti icin SERS etiket yontemleri

Giiniimiizde SERS kullanilarak patojen bakterilerin belirlenmesi genellikle iki yontem ile
gerceklestirilir: raman etiketli (dolayli) ve etiketsiz (dogrudan) yontem (sekil 2.6).

. C ETIKETSIZ SERS

A ETIKETLI SERS

)*—( SERSETIKET BAKTERI O SERS SUBSTRAT

Sekil 2.6. Bakterilerin tespiti i¢in SERS etiket ve etiketsiz yonteminin sematik gosterimi.

2.6.1.SERS etiketleri

Giliniimiizde, plazmonik nanoparcaciklar (PNP'ler), gii¢lii, karakteristik Raman sinyalleri

tireten ve dolayli olarak hedef molekiilleri algilamak i¢in kullanilabilen SERS etiketlerini

16



olusturmak i¢in spesifik organik Raman raportor molekiilleri ve hedef tanima elemanlari
ile modifiye edilebilmektedir [97]. Bu tiir SERS etiketleri, organik boyalar ve kuantum
noktalar1 (QD'ler) gibi floroforlara benzer optik etiketleme fonksiyonlari sunar [19, 98,
99], ancak miiltipleks, asir1 duyarlilik, yiiksek fotostabilite ve nicel yetenekler sahip
biyoanalizler i¢in iist zellikler gerekmektedir [100, 101].

Tipik bir SERS analizinde, Raman raportér molekiilleri ve tanimlama elemanlart, yiiksek
Raman sinyali saglamak i¢in metalik NP'lerin yilizeyine dogrudan baglanir [4, 102].
Bununla birlikte, metalik NP'lerin maruz kalan yiizeyi kararsiz SERS sinyaline neden
olan biyolojik matris i¢indeki diger engelleyici molekiilleri kolayca absorbe edebilir [23].
Bu nedenle, stabiliteyi arttirmanin yani sira, SERS sinyallerinin tekrarlanabilirligi i¢in
polimerler [103], lipozom [104] yada silika tabakasi1 [105] gibi ¢esitli yiizey kaplama
malzemeleri olarak kullanilmaktadir. Bu temel yapi1 kurulduktan sonra, etiketlerin
biyouyumluluk ve 6zgiilliik ile elde edilmesi i¢in antikor veya aptamer gibi bir tanimlama
elementi eklenebilir. Bu nedenle, SERS etiketlerinin bakteri tespiti i¢in hazirlanmasi,
SERS substratinin tasarimi, raportdriin adsorpsiyonu, ylizey kaplamasi ve yiizey

ligandlarinin tasarimini i¢eren ¢ok agamali bir islem gerektirir (Sekil 2.7).

<+ Raman raportor molekiiller
J—‘ () NPs

Q Silika tabaka

Y Antikor
—7/ \\ * Bakteri

Sekil 2.7. Bakteri uygulamalar1 i¢in SERS etiketlerinin modifikasyonu.

2.6.2. Bakterilerin tespiti icin SERS etiketleri

Patojen bakteriler icin etiket bazli SERS tespitinin anahtari, iyi 6zgilinliigii olan yiiksek
performansli SERS etiketlerinde yatmaktadir. SERS etiketlerinin optik kalitesi baglh
molekiillerin tiirii ve molekiil sayilari, SERS aktif substrat gibi ¢esitli faktorlerle belirlenir

[106, 107]. Au veya AgNP'lerin, Au-AgNP'lerin ve agregatlarinin ¢esitli sekilleri [101,
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108, 109] SERS-aktif substrat olarak yaygin olarak kullanilmistir. Secilen Raman
raportdr molekiillerine bagl olarak, SERS etiketlerinin EF'si 108-10'*"de elde edilebilir
[110]. Azot veya siilfiir ieren boyalarla tipik Raman raporlayicilari, Ag ve Au substratina
yiikksek afiniteleri nedeniyle siklikla kullanilir. 4-aminotiyofenol (4-ATP), 4-
merkaptobenzoik asit (4-MBA), Rhodamin 6G (Rh6G), 4-merkaptopiridin (4-MPY) ve
5,5-ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) SERS etiketlerine dayali bakteri testlerinde
basarili bir sekilde uygulanmistir [111-113]. Ayrica, antikor, aptamer veya kiiciik
molekiillii ligand gibi tanimlama elementleri, hedeflenen patojen bakterilerin

Ozglnliigiinii saglamak i¢in SERS etiketlerine ¢capraz baglanmalidir.

a. Antikor, kovalent baglanma reaksiyon kapsaminda bakterilere 6zgiilliiglii nedeniyle
yaygin bir sekilde tanima elemani olarak kullanilir. Ag@silika ¢ekirdek kabuk NP'leri
[23], patlamis musir seklindeki AuNP'ler [114] ve tek duvarli karbon nanotiipleri
(SWCNT'ler) AuNP'leri gibi Salmonella veya ¢oklu ilaca direngli (MDR) Salmonella'nin
saptanmasi i¢in monoklonal antikor ile konjiige edilmis olan ¢esitli SERS nanoproblari
kullanilmaktadir [111]. Son derece hassas bir algilama (LOD: 10 kob/mL) elde edilebilir
[114]. Ek olarak, bu tiir SERS tahlilleri, 15 dakika igerisinde MDR Salmonella'nin
%99’unu imha etme kabiliyeti gosterir [111]. Hassas hedefli bakteri tespitini
gerceklestirmek icin yiliksek ozgiilliikli tek domainli antikor (sdAb) o6zelligine sahip
nanoagrega gomiilii boncuklar (NAEB'ler) adi verilen yeni bir SERS nanoprobe
gelistirilmistir (Sekil 4) [109, 115-117]. Bu tir NAEB'ler SERS etiketleri, yalin Ag veya
AuNP'lere kiyasla daha fazla stabilite avantaj1 saglayan az sayida AuNP'nin silika kapli,
indiiklenmis boya kiimelesmeleridir. Bir saat icinde tek bir patojen bakteriyel S. aureus'un
duyarliliginin yiiksek oldugu tespit edildi [118]. Salmonella i¢in NAEB'lerin hedefleme
spesifikligini gelistirmek i¢in [117], hiicre yiizeyindeki polisakaritlere baglanmasi ile
spesifik bir Salmonella tanimasina sahip olan bir P22 bakteriyofajindan 6zel olarak
tasarlanmis kuyruk ucu proteinlerine (TSP) etiketler konjuge edildi. Bu tiir TSP-NAEB
SERS testi, tek bir hiicre sinirina kadar yiiksek duyarlilikta ve Salmonella hiicrelerinin

spesifik tespitine olanak saglar.

b. Aptamerler, spesifik hedef i¢in yiiksek baglanma 6zelliklerine sahip, sekans tanimli
benzersiz yapisal formlar olusturan tek zincirli DNA veya RNA molekiilleridir. Aptamer
bazli SERS testi, metisiline direncli S. aureus ve MDRB Salmonella DT104'iin fototermal
aktivite tepkisini Rh6G Raman yogunlugundaki degisikliklerle g6zlemlendi [114]. Zhang
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ve ark. Tarafindan gelistirilen AuNPs-aptamer bazli SERS biyosensorii [103], S.
typhimurium ve S. aureus'un tespiti i¢in ayni anda kullanilmaktadir. Sirasiyla S. aureus
igin 35 kob/mL LOD ve S. typhimurium igin 15 kob/mL'lik yiiksek bir duyarlilik elde
edildi. Benzer sekilde, Duan ve ark. (2016), S. typhimurium'un Kkantitatif tespiti igin
Au@Ag-aptl-target-apt2-X-rodamin (ROX) bazli SERS aptasensoér yontemini
bildirmistir [119]. 15 kob/mL LOD ile 10* den 10° hiicre/mL'ye iyi bir lineer iliski elde
edildi. Boylece aptamer esasl tahlil, antikor bazli metot ile benzer yiiksek duyarlilik
gostermektedir. Aptamer kiiclik boyut, sentez ve etiketleme kolayligi, immiinojeniklik
eksikligi ve antikora kiyasla diisiik iiretim maliyeti sergilediginden, SERS biyoanalizinde

bir antikora alternatif olabilir [120-123].

C. Glutaraldehit (GA), bakteri hiicre duvarlarinda peptidoglikan ile miikemmel bir ¢apraz
baglanma 6zelligi sunan kiiglik molekiillii bir liganddir. Lin ve ark. stratejisi, GA ile
foknksiyonel hale getirilmis olan yeni bir Au@Rubpy/grafen oksit (GO) SERS etiketi S.
aureus ve E. coli’nin tespiti ve yakalanmasi i¢in tasarlanmistir [116]. Her iki bakteri,
grafen oksitin yapisal 6zellikleri kaplayan essiz tabaka benzerligi ve GA'nin ¢apraz
baglama kabiliyeti sayesinde etkili bir sekilde yakalanabilir. Sonug, her iki bakteri igin
hassas Raman goriintiilleme ve basarili fototermal 6ldiirme etkinligi oldugunu gosterdi.

Ancak, halen hi¢bir LOD degeri rapor edilmedi.

Ek olarak, manyetik nanopartikiiller (MNP'ler), SERS etiketlerinin [124-127], Matriksten
cok sayida patojen bakteinin daha verimli yakalanmasi ve dogru sekilde tespitine
yardimci olmasi i¢in kullanilmaktadir [115, 128-130]. Sonug¢ olarak, MNP'lere dayali
SERS deneyi, kompleks sistemde diisiik konsantrasyonda patojen bakteri tespitini

gerceklestirmek gelecek vaat eden bir yoldur.

Etiket tabanli SERS stratejisi, patojen bakterilerin yiiksek duyarli, multipleks tespitini
saglar. Bununla birlikte, bakteri hiicrelerinin zengin i¢sel biyolojik bilgileri kaybolur. Ek
olarak, ikincil etiket boyasinin kullanilmasi toplam analitik siireyi, reaktan hacimlerini ve
hazirlama adimlarini 6nemli Olclide arttirir. Bu dezavantajlar, dogal yerinde yiiksek

verimli bakteri tespiti i¢in uygulamay1 sinirlandirmaktadir.
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2.6.3. Bakteri tespiti icin etiketsiz yontem

Etiketsiz SERS yontemi, yliksek duyarlilik ve zengin bilgilendirici spektrum
Ozelliklerinin yani sira [131] , bakteri tespiti i¢in ¢ekici bir nokta olarak kendini gosterir

ve hiicre bazli analizlerin yeni sinirini sunar.

2.6.4.Patojen bakterilerin SERS profili

Kapsamli bir mekanizma veya SERS bant tayininde veritabanlarinin bulunmamasi,
aciklayic1 spektrumlarin siirecini, digerlerinden daha az degerli hale getirecektir. Bu
nedenle, etiketsiz SERS ¢alismalarinin ¢ogunun iizerinde durulan nokta, hem bakterilerin
SERS spektrumlarini yorumlamak hem de yeni SERS yontemlerini ve uygulamalarini
arastirmaktir. Bacillus gibi spor olusturan bakterilerin SERS tespiti, genellikle bakteri
sporlarindan kalsiyum dipikolinat (CaDPA) veya dipikolinik asit (DPA) gibi tipik
biyobelirteglere baglidir [132, 133]. Halka genlesme titresiminde saptanan yaklagik 1001
cm™ deki temel belirleme piki DPA miktar belirleme dl¢iimii i¢in kullanilmistir [134].
CaDPA formundaki spor basina 1.8x1072 ¢ DPA kiitlesi kabaca tahmin edilmistir [135].
Onceki calismayla karsilastirildiginda [7, 132], Cowcher ve ark. tarafindan ilk olarak hizli
DPA biyobelirtegini (5 ppb (29.9 nM) seviyelerinde) kantitatif 6lgmek i¢in kat1 degil
kolloidal SERS substrat kullanild1 ve buna gore B. antrasit hiicrelerini inhalasyon sarbonu
i¢in 10*iin enfektif dozunun altinda tuttu [136]. Arastirma, Bacillus bakteriyel sporlarin
tespiti i¢in portatif SERS'in ucuz kolloidal substrat ile uygulanabilirligini gostermektedir.
Bacillus tiirleri arasindaki yanlis pozitifleri elimine etmek igin Farquharson ve grubu, 15
dakika iginde 1x10° spor/mL LOD iceren Bacillus cereus’a (B. cereus) kars1 100 Kat
secicilige sahip olan Bacillus anthracis (B. anthracis)’i ayirt etmek i¢in peptit islevli
AgNP'leri kullandi [137]. Bununla birlikte, bu peptid-spor kombinasyonu i¢in baglanma

sabiti heniiz bilinmemektedir.

Cogu durumda, spor igermeyen biitiin bakteri hiicresinin SERS spektrumunun, bakteri
hiicresinin i¢ veya disindan kaynaklandigi bulundu. Jarvis ve arkadaslar1 ilk kez SERS'in,
bir bakteri hiicresinin i¢ yapisindan, i¢ hiicre zarina yakin olan sitoplazma i¢indeki Au
(III) in vivo indirgenmesi yoluyla sinyalleri oldugunu bildirmistir [6]. 1250 cm™’deki
SERS piki, hiicre zarindaki proteinlerle ve sitozolik proteinlerlede iligkilidir. Bununla
birlikte, ana SERS piklerinin, niikleik asitler, proteinler, polisakaritler, karbonhidratlar ve
lipitler ve ayrica kompleks molekiiler toplanmalar gibi bakteri hiicre ¢eperi

bilesenlerinden kaynaklandigi bulunmustur [138, 139]. SERS gelistirme mekanizmasinin
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mesafe bagimliligi bu hipotezi desteklemektedir. Tipik hiicre duvarindan elde edilen
SERS pikleri 624, 652, 735, 955, 1330 ve 1456 cm™'de gozlemlenebilir. 735 cm™ ve 1330
cm? de bulunan SERS pikleri, tipik olarak adenin veya adenozin monofosfattir [140],
adenin diizlem i¢i halka solunum moduna veya adenin igeren diger molekiillerden ve
ayrica purin grubunun farkli tirtinlerini daha kesin bir sekilde tayin edebilir (FAD, NAD,
vb.) [141].

AgNP'leri ve bakteri hiicre ¢eperi arasinda yakin baglanmay1 gosteren denatiire DNA'y1
735 cm™'de en giilii pikinin ve 1130 cm™'de bulunan pikinin en bariz goriiniimiinii
gosterdi. Tum bakteri tiirleri, belirli spektrumlar i¢in frekansta bir miktar farklilik ile
verilen 520 ve 1050 cm Y'deki spektral bolgede benzer spektrumlara sahiptir. Bakterilerin
SERS profili, farkli bakteri tiirlerini ayirt etmek veya canli ve 6lii bakterileri karakterize
etmek igin [142, 143] kullanilabilen molekiiler yapilarini, hiicresel bilesimlerini ve
fizyolojik durumlarin imzasim sunar [23, 144]. Ornegin, E. coli ve S. aureus'un belirgin
farkliliklar yaklasik olarak 1128 cm1-1388 cm ™ arasinda bulunur. Wang ve digerlerine
gore, proteindeki CH deformasyonlarindan kaynaklanan ~1330 cm™'de SERS bandh,
Gram negatif (G-) susunun hiicre duvarinin, Gram pozitif (G+) olandan daha fazla protein
icerdigini gosterdi [145]. Olii bakterilerin canl1 olanlardan farkli SERS spektrumlari, 6lii
bakteri hiicre duvarinin dis katmanmin par¢alanmasindan kaynaklanabilir [146]. Ek
olarak, SERS spektrumlarinin yorumlanmasi, cok tiirlii biyofilmlerdeki karmasik
biyomatriksi karakterize etmeye ve farkli bilyiime asamalarindaki biyofilm matriksinde
bulunan kimyasal bilesenleri degerlendirmeye yardimci olur [147-149]. Ornegin,
karbonhidratlara ve proteinlere tahsis edilen P. aeruginosa biyofilmlerinin 918, 1167,
1223 ve 1333 cm™'deki spektrumlari erken ve orta asamada ¢ok zayifti, ancak en son
asamada onemli 6l¢iide artt1. Belirgin spekrumlarin degismesiyle birlikte Feng ve ark. P.
aeruginosa biyofilmlerini farkli gelisim evrelerinde (diger bir deyisle erken, orta ve geg

evrelerinde) karakterize etme ve ayirt etme yetenegini gostermistir [150].

2.6.5.Yeni etiketsiz SERS yontemleri

Bakterilerin tespiti i¢in en etkili etiketsiz SERS yaklasimi, soy metal nanopartikiillerin
cozeltideki bakteri hiicreleri ile karigtirilmasi veya bakteriyel baglanma i¢in bir substrat
tizerinde NP lerin ince bir tabaka olusturulmasi ile miimkiindiir. SERS tarafindan basarili
bir sekilde tespit emek, ancak substratlar tekrarlanabilirse ve yliksek gelistirme saglarsa

mumkindiir.
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2.6.6. Nanoyapili metal yiizeye dayali SERS yontemi.

Wang ve dig. , ii¢ ana patojenin (E. coli 0157, S. typhiumium ve S. aureus'un basarili bir
sekilde siniflandirilmast i¢in) Ag nanokristallerin (AgNCs) bir araya gelmesi ile
olusturulan sicak noktalara sahip yeni monodispers bir Ag nano kiiresi (AgNS) SERS
substrat1 olarak gelistirdi [146] . Ayrica essiz yari-3D (Q3D) plazmonik nano yapi
dizileri, Xu grubu tarafindan SERS substrati olarak gelistirildi. Her iki ¢alisma da patojen
bakterilerin basarili bir sekilde tanimlandigini gosterdi, ancak ideal nicel sonuglarla

basarisiz oldu.

Yiizeye hiicresel yapismanin artmasinin, analitik LOD'de 6nemli iyilesmeye yol agmasi
gerektigi gosterilmistir. Bir antibiyotik olan vankomisin (Van), bakteri hiicrelerini,
bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan ile Van'in karbonil ve amin gruplar1 arasindaki
hidrojen baglar1 vasitasiyla gii¢lii sekilde baglayabilir [151]. Van, SERS substratinin
sicak birlesme noktalarina daha yakin hiicre duvarmmin bir kismii c¢ekerek SERS
sinyalinin ¢ok biiylik ve kararli bir sekilde artmasina yol agabilir [152, 153]. Van kapl
AgNR'lerin katmanlari bile G+ bakterilerini G- bakterilerden daha iyi yakaladi [154], Van
kaplamali Ag-Au hibrid substratinin hem G+ hem de G- bakterilerinde daha iyi SERS
artist gosterdigi bulundu (E. coli, S. enterica, S. epidermidis, B. megaterium ve S.
epidermidis), seftazidime hidrat kapli substratla veya kapli olmayan ile
karsilastirildiginda kan bilesenlerinden herhangi bir engel ve cakisma olmadigr goriildii
[155]. Wu'nun gosterdigi Van foknksiyonellestirilmis AgNR substratlarina dayanan
portatif ve elle kullanilan Raman sistemi, mas fasulyesi filizi i¢in 10° kob/g LOD degerine

ulasabilir.

Wu ve ark.'nin gosterdigi Van islevli AgNR substratlarina dayanan portatif ve elle
kullanilan Raman sistemi. , mas fasulyesi filizi icin 10° kob/g LOD degerine ulasabilir
[156]. Her ne kadar nanoyapili metal yiizey bazli yontem goreceli olarak stabil ve tekrar
tretilebilir bir SERS sinyali saglayabilse de, karmasik sentez ve yiiksek maliyet

uygulamay1 sinirlandirmaktadir.

2.6.7.Soy metal NP'lerine dayalh SERS yontemi.

Soy metal NP'leri basit bir sekilde sentezlenir ve daha sonra SERS biyoanalizinde
yukaridaki nanoyapili metal yiizeye kiyasla daha yaygin olarak kullanilir. Popiiler etiket

icermeyen SERS bazli bakteri analizinde genellikle, bakteri hiicreleri ile basitce
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karistirtlarak inorganik tuzun indiikledigi AuNPs veya AgNP'lerin kolloidal veya
parcacik agregalari kullanilmigtir [139, 157, 158]. Basitge karistirma stratejisi daha ucuz,
daha kolay ve daha hizli deteksiyon yapmasina ragmen, iiretilen karisim her zaman
homojen degildir, bu da NP'lerin patojen hiicrelerin ylizeyinde rasgele dagilimina ve
ardindan tekrar edilemeyen SERS spektrumuna yol agar. NP'lere dayali SERS yonteminin
temel amaci, NP'lerin bakteri yiizeyiyle miimkiin oldugunca fazla noktaya temas etmesini
ve mimkiin oldugunca yakin olmasim1 saglamaktir. AgNP'ler, {istin SERS
gelistirmelerinden dolay1 bakterilerin saptanmasi icin aktif bir SERS substrati olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir [159]. Bu inkiibasyon, elektrostatik etkilesim, NP'lerin in

situ sentezi gibi ¢esitli stratejiler bu amaca ulagsmak i¢in kabul edildi.

Bu makaleler kapsaminda, bakteri hiicre duvarindaki NP'leri verimli ve kesin bir sekilde
iiretmek i¢in benimsenen elektrostatik ¢cekim kuvveti stratejisi ¢ok dikkat ¢ekmektedir.
Aslinda dis zar lipopolisakaritleri veya teikoik asit varligindan dolay1 negatif yiiklii olan
G- veya G+ bakterilerinin hiicre duvarindan kaynaklanmaktadir. Ornegin, Kahraman ve
ark., tek bir hiicrenin SERS tespiti i¢in elektrostatik etkilesim yoluyla bakteri hiicresi
duvarinda yiiksek verimli ve hassas bir tortuya izin veren bir poli (alillamin hidrokloriir)
(PAH)/AuNP/PAH tabaka katman yapiy1 bildirmistir [160]. Bununla birlikte, prosediir
cok karmagik ve miktar Olglimii gergeklestirilmemistir. In situ yaklasimi, NP'lerin
bakteriyel hiicre duvarlarina homojen temasini saglar. Zhou ve grubu, i¢gme suyunda
bakterilerin daha iyi SERS tespiti icin elektrostatik etkilesimle bakterilerin hiicre
duvarinda AgNP'lerin in situ sentezini sunmustur [161]. Bu stratejiyi kullanarak
bakterilerin Raman sinyalinin arttirilmasi, basit bir sekilde karistirilmis kolloid-bakteriyel
siispansiyon (30 kat) veya ko-inkiibasyon stratejisi durumunda olandan ¢ok daha
yiiksektir [162]. Elde edilen LOD 2,5x10? hiicre/mL idi. Ek olarak, esas olarak hiicre
duvarinin zeta potansiyeline bagli olarak AgNP sentezinden sonra bakterinin SERS sinyal
yogunlugunu bulduk. Dahasi, dogal suslar1 ve antibiyotige direncli mutant suslarini ayirt
etmek ve ayrica SERS haritalamasi ile canli ve 6li bakterileri sayimini bu yaklagimin
mekanizmasint i¢in arastirdik [143]. Sonug, yiikiin yalnizca AgNP'lerin bakteri
yiizeyindeki denovo sentezi ile ilgili oldugunu ve siirekli baglanmalariyla ilgili

olmadigini gostermistir.

Burada sunulan yontemimiz, basit kullanim, diisiik reaktant hacimleri, yiliksek hassasiyet

ve seciciligin yani sira iyi tekrarlanabilirlik gibi bir¢ok avantaj sunar, gida veya kan
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Ornegi gibi daha karmasik 6rneklerde kullanilmak iizere devam etttirilebilir. Ek olarak,
filtre benzeri AuUNPs@mesoporous NP'ler [116], patlamis misir seklindeki manyetik
¢ekirdek-kabuk AuNPs'i [163] gibi ¢ok islevli hibrit SERS NP'leri ayirmak, konsantre
etmek i¢in ¢ok hassas SERS bakteri tespiti i¢in gelistirilmistir. Fan ve arkadaslari, MRSA
bakterileri i¢in 10 kob/mL'lik bir LOD ile SERS sinyalinin milkemmel bir sekilde
tekrarlanabilirligini sergileyen, hibrit GO bazli patlamis misir seklindeki AuNPs SERS
probunu bildirmistir [163] . Ondera ve Hamme, E. coli 49979'un 1,0x10? kob/mL'lik bir
LOD'de hizli bir sekilde saptanmasini saglamak i¢in hibrid AuNPs-SWNT'leri kulland1
[164]. Ek olarak, ¢ok fonksiyonlu hibrit SERS NP'leri klinik numunelerde MDRB’nin

fototermal tahribat1 vardir.

2.7. Bakterilerin tespiti icin ¢cok fonksiyonlu SERS platformu

Bakterilerin tespitinde gergek kompleks orneklerde bulunan safsizliklar ve yabanci
maddeler ayrica biyolojik nesnelerle ilgili diisiik sinyal/giiriiltii oran1 SERS teknolojisinin
avantajlarini sinirlamaktadir. Patojenlerin karisik numunelerden ger¢ek zamanli tespitini
gerceklestirmek icin basarinin anahtari, sadece yiikksek SERS aktivitesine sahip olan bir
platform olusturmak degil, ayn1 zamanda matriksten bakterileri giiglii bir sekilde
yakalama yetenegine sahip bir sistem olusturmak gerekmektedir [165]. Immiinoassay
mikrogip bazli etiket icermeyen SERS platformlarinin, sulu ortamdaki [166] ve
santimetre kiip basina 144 partikiil LOD'li aerosolden bakterileri yakaladigi ve tespit
ettigi bildirildi [167]. Mikro-dizi tabanl1 SERS yontemi, SERS aktif ortam ve bakteriler
arasinda stabil bir etkilesim saglar. Knauer ve grubu suda daha iyi bakteri miktarini elde
etmek i¢in Onceki sabit mikro-dizi SERS cipine [166] dayanan bir akis sistemi
gelistirmistir [168]. SERS haritalama ile 4,3x10% ila 4,3x10° hiicre/mL arasinda dogrusal
dagilim aralig1 elde edildi. Ancak ger¢ek diinyadaki durumunu gosteremeyen algilanan
bakteriler olidir. Zhou ve grubu, in situ AgNP'leri dogrudan bakterileri mikrodizi
yiizeyinde sentezledi ve dnceki ¢aligmadan 10 kat daha yiiksek canli bakteriyi hassas
belirleme yontemi gelistirdi [166]. Mikroarray'in duyarliligr yiikksek olmasina ragmen,
sayma istatistikleri nedeniyle dinamik aralik sinirlidir. Ayrica, antikorlar gibi ortak

reseptorler sus seviyesinde secicilik saglamaz.

Filtrasyon, konsantrasyon, yakalama, tespit ve bakterilerin etkisiz hale getirilmesi gibi
coklu ozelliklere entegre olan SERS platformlari, ger¢ek numunelerde eszamanli

uygulamalarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir [129, 169]. Ornegin, Wang ve
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grubu, insan kanindaki E. coli ve S. aureus i¢in 4-merkaptofenil-boronik asit (4-MPBA)
ile modifiye edilmis ve AgNP'ler ile dekore edilmis olan bir silikon levhadan yapilan ¢ok
islevli bir SERS ¢ip modeli bildirmistir [129]. Cip, mitkemmel tekrarlanabilirlik (goreceli
standart sapma (RSD) <%11,0), diisiik konsantrasyonlarda (500-2000 kob/mL), bakteri
yakalama verimliligi (yaklasik %60), yiiksek hassasiyet (1.0x10? hiicre/mL'ye kadar) ) ve
yiiksek antibakteriyel aktivite (yaklasik %97 oraninda bir antibakteriyel orani) gibi
ozellikleri gostermektedir. Kaminska [170] tarafindan gelistirilen bir polimer mata dayali
yeni bir SERS substratinin, beyin-sivi numunelerinde bulunan {i¢ menenjit patojenlerini
ve N. meningitidis'in tek bakteriyel hiicrelerinin es zamanli olarak filtrasyon,

immobilizasyon ve tespitine olanak sagladigi gosterilmistir.

Mikroakigkanlarin, SERS'in gida kaynakli farkli bakteri tiirlerini, E. coli suslarin1 ve
ayrica ilaca direngli veya hassas bakterileri hizli bir sekilde ayirt etmelerine yardimci
oldugu gosterilmistir [171-174]. Dielektroforez (DEP), uygulanan elektrik alanin yani
sira nesnelerin ve akigkani g¢evreleyen elektriksel ozellikleri nedeniyle nesnelerin
hareketinden dolay1r diizensiz elektrik alanlarmin kullanimina dayanmaktadir [175].
Biyolojik numunelerdeki hiicreleri, bakterileri ve DNA'y1 ayirmak ve konsantre etmek
i¢cin mikroakigkan sistemler ile entegre etmek i¢in kullanilmistir [132, 133, 176]. DEP'in
idrardan bakterileri sadece 35 dakika igerisinde tanimlamasinda ramana yardimci oldugu
bildirilmistir [177]. Cheng grubu, herhangi bir antikor/kimyasal immobilizasyon ve
reaksiyon islemi kullanilmadan bakteri konsantrasyonu ve tespiti i¢cin DEP SERS
mikroakiskan platformlarmi bildirdi [178, 179]. Ornegin, Cheng ve ark., 5x10° kob/mL
lik diisiik bakteri konsantrasyonu sahip olan insan kaninda ender goriilen patojenleri
dairesel bir DEP mikroakiskan sistem ile konsantre etti [178]. S. aureus, E. coli ve P.
aeruginosa bir dakikadan daha kisa bir siirede basariyla tanimlandi. Ek olarak,
hastanedeki mevcut yontemle karsilastirildiginda, dairesel bir metalik tabakali DEP
SERS platformuna sahip yeni dortlii elektrotlar, bakteri tespit oranini seyreltik kandan 2
giinden birkag dakikaya kadar hizlandirabilir [179].

Madiyar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan DEP tabanli nano etiket ile isaretli SERS
platformunun sadece ~50s yakalama siiresi ile, 210 kob/mL lik daha disiik bir
konsantrasyona sahip LOD degeri bulunmustur [180]. ELISA ile karsilastirildiginda, Lin
ve arkadaglar1 tarafindan bildirilen NAEB-DEP-SERS bazli analiz daha yiiksek
hassasiyet (SERS i¢in 70 kob/mL LOD ve 2x10’ kob/mL ELISA) ve testte daha diisiik
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miktarda antikor gerektiren (100 kat daha az) avantajlar saglar [116]. S. Choleraesuis ve
N. lactamica'nin tiim tani siiresi 2 saatten az olarak tespit edildi. Sonuglar, patojenlerin
online, dogru ve yiiksek hassasiyetli tespiti i¢in kompakt DEP-SERS tasinabilir

sisteminin umut verici potansiyelini géstermektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Maddeler

Tezde nanopartikiil sentezi ve tiim deney prosediirii i¢in santrifiij cihaz1 (Eppendorf),
deiyonize su cihazi (Millipore Simplicity 185), ultrasonik banyo cihazi (Bandelin
Sonorex), hassas terazi (Shimadzu), pH metre (SX-610 Pen Type) kullaniimistir.
Deneylerde kullanilan Cetyltrimetilamonyumbromiir (CTAB), benzalkonyum klortir,
altin kloriir, HAuCl4.3H20, giimiis nitrat, askorbik asit, demirkloriir (FeCls), demir siilfat
hepta hidrat (FeSO4.7H.0), sodyum hidroksit (NaOH), perklorik asit (HC104), etanol,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), merkaptoundekanoik asit (11-MUA), N-
hidroksisiiksinimid (NHS), (3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC),
MES, PBS igerigi, hidroksilaminkloriir, 4-aminotiyofenol (4-ATP), 5,5-ditiyo-bis-(2-
nitrobenzoik asit (DTNB), tween 20, etanolamin, sukroz, bovin serum albumini (BSA),
kazein Sigma-Aldrich (St. Lois, MO, A.B.D.) tarafindan, trehaloz ¢ozeltisi ise Life
Sciences Advances tarafindan, SpeedBeads™ manyetik altin nanopartikiiller ise GE
Healthcare tarafindan saglanmistir. Monoklonal E. coli antikoru, biyotinli poliklonal
E.coli antikoru, biyotinli poliklonal Streptococcus grup A antikoru, monoklonal
Streptococcus group A antikoru, sekonder antikorlar Fitzgerald (MA, A.B.D.)
araciligiyla elde edilmisti. SERONORM™ PAEDIATRIC 6X3 mL, SERO AS,
(Billingstad, Norway).

3.2. Kullanilan Cihazlar

Deneyler sirasinda, SERS o6l¢iimleri i¢in Raman spektrofotometre (DELTA NU
REPORTER PORTABLE RAMAN SPECTROSCOPY), UV spektroskopisi cihazi
(SPECTRONIC GENESYS), santrifiij cihazi (EPPENDORF), deiyonize su cihazi
(MILLIPORE SIMPLICITY 185), SEM analiz cihaz1 (JSM-6400), TEM Analiz Cihazi
(Jeol), ultrasonik banyo cihazt (BANDELIN SONOREX), hassas terazi (SHIMADZU),
pH metre (SX-610 PEN TYPE) ve Zetasizer cihazi (Malvern) kullanilmistir.

3.3. Kullanilan Diger Malzemeler

Ornek pedi, konjugasyon pedi, nitroseliioz membran (MILLIPORE HIFLOW), absorbant
pedi, mikropipet (1-10,10-100,100-1000ul) deneyler esnasinda kullanilmistir.
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3.4. Kullanilan Yontemler
3.4.1. Cozeltiler

PBS (100 mM, pH 7.4), NazHPO4, KH2PO4, NaCl kullanilarak ve pH'1 HCI veya NaOH
ile ayarlayarak hazirlandi. Borat tamponu (100 mM, pH 8.8) H3B0s3, sodyum tetra borat
kullanilarak ve pH'1 HCI veya NaOH ile ayarlanarak hazirlandi. MES tamponu (50 mM,
pH 6.5), pH'1 NaOH ile ayarlanarak hazirlandi. EDC / NHS ¢ozeltisi (200 mM EDC ve
50 mM NHS), 50 mM MES tamponu (pH 6.5) ile hazirlandi. 100 mM PBS tamponu ile
BSA ¢ozeltisi (50 mg/mL) hazirlandi. Tiim ¢6zeltiler, istenen konsantrasyon seviyelerine

ulagmak i¢in Milli-Q Kkalitesinde su (18 MQ cm) ile hazirlandi.

3.4.2. Benzalkonyum Kloriir Kullamlarak Altin Nanopartikiil Sentezi

Altin nanopartikiillerin (AUNPS) sentez yontemi ¢ogunlukla iki tiir indirgenme yolu ile
gerceklestirilmektedir: altin kloriiriin  sodyum sitrat ve sodyum bor hidriir gibi
kimyasallarin kullanilmasi sonucu sentezlenmektedir. Sentez yontemlerinin yontemine
gore partikiillerin boyutu etkilenmektedir, mesela sodyum sitrat ile indirgeme
reaksiyonunda 10-100 nm boyutlar1 arasinda kiiresel nanopartikiiller meydana gelirken,
indirgeyici ajan sodyum bor hidriir 2-10 nm boyutunda kiiresel nanopartikiiller elde
edilmektedir. Kimyasal yontemle ¢ubuk sekilli nanopartikiil sentezleyebilmek miimkiin,
oncelikle ¢ekirdek ¢ozeltisi hazirlanmakta, daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltisi vasitasi ile
kiiresel nanopartikiiller biiytitiilerek anisotropik (cubuk, kiip vb) nanopartikiiller elde
edilmektedir.

Daha yiiksek verimlilikte, tekrarlanabilir ve homojen monodispers dagilimli altin
nanopartikiil sentezlemek ic¢in tohum (seed) biiylitme ydntemi kullanilmistir. Bu
yontemde belirli bir boyuta sahip kiiresel yapida nanopartikiiller tohum olarak
kullanilarak, misel igerisinde indirgenme reaksiyon sonucu farkli boyutlarda
nanopartikiiller sentezlenir. Hizl1 ve tekrarlanabilir sonuglarin alinmasi, yiiksek verimde
ve homojen iiriin dagilimi olusturmasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve misel boyutunun ve
partikiil boyutunun kolayca kontrol edilebilmesi gibi avantajlarindan dolayr bu tez
kapsaminda sitrat temelli AUNPS’in sentezi ve seed biiyiitme metodu tercih edilmistir.
Nanopartikiil sentezinde kullanilan diger bir yontem ise elektrokimyasal yontemdir. Bu
yontemin yiiksek verimli olmasina ragmen zaman alict olmasi ve maliyetinin yliksek

olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemlerden farkli olarak kalip kullanma
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metotu ile nanoporoz alimuna yada poli karbonat membranlart kalip materyal olarak
kullanilarak yapilarinda bulunan gozenekler icinde nanopartikiiller
sentezlenebilmektedir. Bu yoOntemin membranlarin gézenek c¢ap1 ayarlanmasi ile
nanopartikiil boyunun kolayca kontrol edilebilme gibi avantaji olmasina ragmen diistik
verimli olmas1 ve homojen olmayan {iriin dagilimi vermesi gibi dezavantajlar1 olmasindan

dolay1 tercih edilmedi.

Raman sagilmasi deneylerinde yiiksek hassasiyet elde edilmesinde siklikla
cetyltrimetilamonyumbromiir (CTAB) yiizey aktif maddesi kullanilarak sentezlenen
anizotropik altin veya giimiis nanopartikiiller tercih edilmektedir. Fakat CTAB
maddesinin toksik 0Ozelliklerinden dolayr alternatif altin nanopartikiil sentezleri
yapilmaktadir. Bu sebeple sitrat bazli ve benzalkonyum kloriir (BAC) yiizey aktif
maddesinin kullanimi1 ile altin nanopartikiiller sentezlenmis ve karakterizasyon

calismalar1 yapilmistir.

Benzalkonyum kloriir ile altin nanopartikiil sentezlemek icin ilk olarak tohum olarak
kullanilacak kiiresel altin nanopartikiilleri soguk ortamda NaBHa ile indirgenerek elde
edilmistir. ki saatlik bekleme siiresi sonrasinda elde edilen nanokiireler tohum olarak
kullanilarak yatay akis immiinoassay (LFIA) striplerinde kullanilacak altin
nanopartikiiller sentezlenmistir. Temiz bir vial igerisine 4.75 mL %10 benzalkonyum
kloriir konulduktan sonra iizerine 0.01 M HAuCl4.3H20 ¢ozeltisi ilave edilerek portakal
rengine sahip ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti tizerine 60 uL 0.01 M AgNOgilavesinden
sonra 250 pL 0.1 M askorbik asit (vitamin C) ilave edilmis ve seffaf renkli ¢cozelti elde
edilmistir. Bu ¢ozelti iizerine kiiresel sekle sahip altin nanopartikiil ¢ozeltisinden ilave
edilmis ve hafifce 10 saniye boyunca karistirilmistir. Bu islem sonrasinda en az 3 saat
beklenmis ve bu siirenin sonunda kirmizi renkli ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti 10
dakika boyunca 12,500 rpm hizinda ii¢ defa santrifiijlenerek ortamdaki asir1 miktarda
bulunan yiizey aktif maddeden (benzalkonyum kloriir) uzaklagsmasi saglanmistir. Daha
sonra elde edilen kalint1 deiyonize su igerisinde siispanse edilerek oda sicakliginda

saklanmustir.

Sentez sonucunda sentezlenen altin nanopartikiillerin karakterizasyonu G6nem
tasimaktadir. Bu sebeple altin nanopartikiillerin boyutu ve sekli optimize edilmistir. TEM
fotograflarinda gézlenen bu nanopartikiil olusumlar1 UV spektrumlari alinarak konfirme

edilmistir.
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3.4.3.Etiket Olarak Kullanilacak Kiiresel Sitrath Altin Nanopartikiil Sentezi ve
Yiizey Modifikasyonu

Kiiresel yapida altin nanopartikiilleri (AuNP) Turkevich metoduna gore sentezlemek igin
oncelikle kuvvetli bir sekilde karistirilarak 18 uL % 30 luk HAUCls ¢6zeltisi 50 mL’ye
distile su ile seyreltilir. Bu ¢ozelti 250 mL lik balonda geri sogutucu altinda kaynayana
kadar 1s1tilir. Daha sonra, sabit kaynama ile ¢ozeltiye 5 mL 40 mM sodyum sitrat ¢ozeltisi
eklenir ve renk sarap kirmizisina déndiikten sonra 10 dk. daha karistirma islemi devam
eder. Daha sonra ¢ozelti sicak yag banyosundan ¢ikarilip, oda sicakliginda biraz daha
olgunlasmasi i¢in 15 dk daha karistirma islemine devam edilir ve 4 °C’de karanlikta
muhafaza edilir. Sentezlenen altin nanopartikiillerin boyutlar1 Malvern Zetasizer cihazi
ile dlgtlilerek karakterize edilmistir. Sitrat ile ger¢eklestirilen nanopartikiillerin deneysel

caligmalar1 sematik olarak sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1. Sitrat bazli altin nanopartikiillerin deneysel ¢aligmalarinin sematik gosterimi.

Sentezlenen sitratli bazli AuNP’ler raman etiket olarak kullanilmak tizere DTNB (5,5’-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) ile modifiye edilmistir. Bu amagla AuNP ¢6zeltisinin 1
mL’sine 20 pL, 20 mM DTNB (5,5’-dityobis (2-nitrobenzoik asit)) ¢ozeltisi ilave edilir,
650 rpm hizda 1 giin boyunca karistirilarak DTNB molekiillerinin nanopartikiil yiizeyine
baglanmasi saglanir. Modifiye partikiiller 13000 rpm’de santrifiij edilerek baglanmayan
DTNB molekiilleri uzaklagtirilir. 1 ml partikiil ¢ozeltisine 100 pl, 35 pg/mL monoklonal
E.coli antikoru ilave edilir ve 650 rpm’de 15 dk karigtirilarak antikorlarin baglanmasi
saglanir (Sekil 3.2). Daha sonra spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in antikor
bagli nanopartikiiller 100 pL, 1 mg/mL BSA ¢ozeltisi ile 15 dk etkilestirilir. 14000
rpm’de 20 dk santrifiij edilir ve fazla BSA uzaklastirilir. Antikor baglh etiketli AuNP’ler
2 mM PBS tamponuna (pH 7.4, %10 sukroz igeren) alinarak konjugasyon pede
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yiiklenerek oda sicakliginda kurumaya birakilir. Daha sonra yatay akis test seritleri
“Yatay Akis Immunoassay (LFIA) Platformunun Hazirlanis1® béliimiinde agiklandig
sekilde olusturulmustur. Seritler tamamen kuruduktan sonra yiizeyde giiclendirilmis
Raman spektroskopisi ile dlgiimler alinmistir (150 mW lazer giicii, 20x objektif, 30 s.

uygulama stiresi).

E.eoli Antikoro

- - DTNB \
Sitrat hazh AuNP S .g b’

Sekil 3.2. Sitrat kapli altin nanopartikiiliiniin ylizey modifikasyon isleminin sematik

gosterimi.
3.4.4.Sentezlenen Altin Nanopartikiillerin SERS Etkileri

Yeni tip nanopargaciklarin iiretimi bu parcaciklarin yiizey plazmon rezonanslarimin farklh
olmas1 ve pargaciklardaki topaklanma bu parcaciklarin yakininda bulunan molekiillerin
SERS sinyallerini etkilemektedir. Yapilan ¢aligmalar farkli optik 6zelliklere ve yiizey
plazmon rezonanslarina sahip nanoparcgaciklarin SERS etkilerinin farkli oldugunu
gostermistir. Ozellikle de anizotropik altin nanogubuklar, keskin koselerinden yayilan
giiclii elektromanyetik alan nedeniyle buralara yaklasan molekiillerin SERS sinyallerini
giiclii bir sekilde artirmaktadir. Ancak hedeflenen kantitatif bir analiz oldugunda sadece
duyarliligin artirnllmas1 yeterli olmaz. Bu durumda kolloidal kararliliktan tekrar
edilebilirlige kadar ¢esitli parametrelerin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu nedenle
yeni sentezledigimiz ve parametrelerini optimize ettigimiz altin nanopargaciklar
arasindan, SERS sinyallerini yiiksek analitik performansla (yliksek duyarlilik, tekrar
tiretilebilirlik, dogruluk ve kesinlik gibi analitik parametrelerde) gili¢lendirebilecegini
diislindiiglimiiz altin nanopartikiiller kullanilmistir. Sentezlenen altin partikiillerin SERS

etkileri siklikla kullanilan bir Raman etiketi (DTNB) lizerinde test edilmistir.
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3.4.5.Altin Kaph Demir Oksit Manyetik Nanopartikiil Sentezi Ve Yiizey
Modifikasyonu

Altin kapli manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Oncelikle demir (Fes3Oa)
nanopartikiiller hazirlanir. Bu amagla 1.28 M demir-3-kloriir (FeCl3) ve 0.64 M demir
stilfat heptahidrat (FeSO4.7H20) ¢ozeltileri 5’er mL deiyonize su igerisinde ¢oziilerek oda
sicakliginda karistirilir ve bir siire bekletilir. Bu ¢6zelti tizerine 125 mL 0.1 M sodyum
hidroksit (NaOH) bir biiret yardimiyla yavas yavas eklenerek titrasyon yapilir ve renk
doniistimii gézlemlendikten sonra en az 40 dakika daha oda sicakliginda iyice karistirilir.
Bu siire sonunda olusan siyah ¢okelek bir miknatis yardimiyla toplanir ve ¢okelek ii¢ kez
deiyonize su ile yikanir. Elde edilen siyah kalinti tizerine 2M perklorik asit (HCIO4)
¢ozeltisinden eklenerek oda sicakliginda 24 saat karistiricida karigtirilir. Elde edilen bu
cokelek cozelti santrifiijlenerek demir nanopartikiiller ti¢ kez etanol ile yikanir ve

kurutulur.

Demir nanopartikiilleri altin ile yiizeyini ince bir kaplama yapmak i¢in dncelikle 10 mg
demir nanopartikiilii 5 mL deiyonize suda sonike edilir ve sonikatorde karigtirma islemi
devam ederken iizerine 5 mL 0.27 M EDTA ilave edilerek 2 dakika beklenir.
Nanopartikiiller bir magnet yardimiyla toplanarak iist faz atilir. Daha sonra bu partikiiller
tizerine sirastyla 7 mL 0,1 M CTAB, 3 mL 0.01 M HAuCls ve 300 pL 1M NaOH ilave
edilir. Cozelti sonikatorde karistirilirken tizerine 150 mg kat1 hidroksilaminklortir eklenir
ve 1yice karigmasi beklenir. Bu siire sonunda ¢dzeltinin renginin koyu kirmiziya donmesi
istenir. Altin kapli manyetik nanopartikiillerin (FesOs@Au) olugmas: ic¢in oda
sicakliginda 24 saat beklenir ve siire sonunda kullanmadan dnce deiyonize su ile ii¢ kez

yikanir.

Manyetik FesOs@Au partikiillerin modifikasyonu igin 6ncelikle 1 mL partikiil alkol
(etanol) igerisine alinarak bir defa yikanir. Etanol icindeki partikiillerin ylizeyinin 11-
merkaptoundekanoik asit (11-MUA) baglanmasi i¢in 20 mM derisimde 1 mL ¢ozeltisi
hazirlanir ve karistirildiktan sonra tiyol ile FesOs@Au arasinda kovalent bag olusmasi
icin 24 saat bekletilir. Siire sonunda 11-MUA’nin asirisinin uzaklastirilmasi i¢in pH 6.5
MES tamponu ile iki kez yikama yapilarak {ist faz atilir. Bu islem sonucunda manyetik
nanopartikiiller tekrar ayni hacimde pH 6,5 MES tamponuna alinir. Daha sonra 1 mL
hacimde 0.05 M NHS ve 0.1 M EDC olacak sekilde belirtilen kimyasallar sirastyla
tartilarak ¢ozelti hazirlanir ve 45 dakika c¢alkalanarak 11-MUA’nin karboksilik asit
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uclarinin aktive edilmesi saglanir. Daha sonra ¢ozelti santrifiij islemi ile uzaklastirilarak
500 puL pH 6.5 MES tamponda hazirlanmis 1 mg/mL avidin ¢dzeltisi eklenir ve 1 saat
siireyle bekletilir. Bu siire boyunca avidin karboksilik asit {izerinden kovalent bag
gerceklestirmektedir.  Calismamizda  avidin  kullanilmasinin =~ sebebi  antikor
oryantasyonunu saglamak ve antikor iizerindeki biotin ile avidin-biotin etkilesimini
saglamaktir. Manyetik nanopartikiiller yikandiktan sonra iizerine 400 uL, 1 mM biyotinli
tavsan antibadisi ilave edilir ve 1 saat siireyle bekletilir. Manyetik nanopartikiiller
yiizeylerindeki olusabilecek nonspesifik etkilesimlerin engellenmesi amaciyla 1% (v/v)
etanolamin ile 45 dakika muamele edilir. Yikama isleminden sonra nanopartikiiller

bakteri tayinine hazirdir.
3.4.6.Demir Manyetik Nanopartikiillerin Altin ve Polietilen imin ile Kaplanmasi:

Hazirlanan manyetik nanopartikiiller yliksek derecede yiik yogunluguna sahip bir polimer
olan polietilenimin (PEI) kullanilarak altin kaplanacaktir. Burada PEI kullanilmasinin
amact hem Au*®’{in indirgenerek Fe3Os nanopartikiillerin yiizeyine kaplanmasina hem de
yapisindaki amin gruplari ile antikor immobilizasyona olanak saglamaktir. Fe3O4/Au-PEI
nanopartikiilleri hazirlamak i¢in, 1,5 ml 0.5 g/ml PEI ¢6zeltisi 2, 5, 7, 10 mg/ml manyetik
nanopartikiil ¢ozeltileri ve 6 ml distile su ¢ozeltileri ile beraber sicak su banyosuna
yerlestirilir. Sicaklik tam 90 °C olana kadar 1sitilir. Sicaklik 90 °C de sabit oldugunu
gdzlemledikten sonra 102 M HAUCIls cozeltisinden 0.2 mL eklenir ve 15 dakika
reaksiyonun olugmasi igin beklenir. HAuCl4 eklendikten sonra rengin biraz seffaflasip
yaklagik 20 dk sonra partikiillerin kirmizi renge dondiikten sonra oda sicakligina kadar
sogutulan silispansiyon halindeki partikiiller birka¢ defa su ve etanol ile yikanmustir..

Yikama isleminden sonra nanopartikiiller bakteri tayinine hazirdir.

3.4.7.Farkh Raman Etiketlerinin AuNP Konjugasyonunda Optimizasyonu

Sentezlenen AuNP lar iki farkli Raman etiketiyle modifiye edilmistir ve en iyi sonug
veren etiketler kullanilmistir. Kullanilan Raman etiketleri AuNP ¢ozeltisinde
agregasyona neden olmamalar1 ve en iyi sinyali vermeleri agisindan kiyaslanmiglardir.
Calismada suda ¢oziinen glutatyon ve etanolde ¢6ziinen DTNB karsilastirilmistir. Tablo
2.1’de altin nanopartikiillerin Raman etiketleriyle modifikasyonuna iligkin yontemler

asagida detayl1 olarak agiklanmistir.
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Cizelge 3.1. Karsilastirilan Raman etiketleri ve 6zellikleri

Kullamlan Raman etiketi Coziicii Konsantrasyon (mM)
DTNB Etanol 1, 10, 20, 50
Glutatyon Su 1, 10, 20, 50

DTNB i¢in; 1,5 mL AuNP ¢ozeltisi iizerine 15 pL farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan
DTNB ¢ozeltisi eklenmis ve 4 °C’de 4 saat boyunca (500 rpm) karigtirilmistir. Bu siire
sonunda 100 pug/mL 100 uL. monoklonal antikor ¢dzeltisi eklenmis ve bir gece boyunca
500 rpm de karisitirilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra 13300 rpm de 4 °C’de 20 dk
santrifiij edilerek stizinti uzaklastirilmis ve ¢oOkeleklerin iizerine nonspesifik
etkilesimleri azaltmak i¢in 1,5 mL %10 luk BSA ¢ozeltisi eklenmistir. 500 rpm’de 4
°C’de 2 saat karigtirtldiktan sonra tekrar 13300 rpm de 4 °C’de 20 dk santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirilmistir. Cokelekler tizerine 300 puL %10 sukroz igeren 2 mM borat
tamponu (pH:7,4) eklenmis ve konjugasyon ¢ozeltisi olarak kullanimina kadar 4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Glutatyon i¢in; 1,5 mL AuNP ¢ozeltisi lizerine 15 pL farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan glutatyon ¢ozeltisi eklenmis ve 4 °C’de 4 saat boyunca (200 rpm)
karistirtlmistir. Bu siire sonunda 100 pg/mL 100 pL monoklonal antikor ¢ozeltisi
eklenmis ve bir gece boyunca 200 rpm de inkiibe edilmistir. Siire sonunda 13300 rpm de
4 °C’de 20 dk santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirilarak tizerine 1,5 mL %10 luk BSA
¢ozeltisi eklenmis ve 200 rpm de 4 °C’de 2 saat karistirtlmistir. Daha sonra 13300 rpm de
4 °C’de 20 dk santrifiij edilerek siiziintli uzaklastirilmis ve ¢okelekler tizerine 300’er pL
%10 sukroz i¢eren 2 mM borat tamponu (pH 7,4) eklenmis ve konjugasyon ¢ozeltisi

olarak kullanimina kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3. DTNB ile modifiye edilen konjugasyon ¢ozeltilerinin (a) ve konjugasyon

pedine emdirilen ¢ozeltilerin (b) goriiniimleri.

3.4.8. Yatay akish immunoassay striplerinin insasi

Tipik bir yatay akishh immunoassay yapist (sekil 4.3) incelendiginde birbirinden farkli
malzemelerden olusan ve farkli amaglart olan bdolgeler goriilecektir. Numune stripin
yakin ucu numunenin damlatildig1 fiber glass yapidaki 6rnek pedi olmak tizere, ilgili
bakteriyi yakalamak i¢in modifiye nanopartikiillerin emdirildigi fiber glass yapisindaki
konjugasyon pedi, kapiler akisin gergeklestigi ve antikor ¢izgilerinin olusturularak
sonucun gozlemlendigi nitroseliilloz membran kullanilmistir. Son boliim ise stripin son
kismi artan 6rnegin ve ¢ozeltilerin emildigi absorpsiyon pedidir. Yatay akigl bir sistemde
uygulanan ornek ornek pedi araciligiyla partikiil konjuge edilmis konjugasyon pedine
gelmektedir. Konjugasyon pedinde yaklasik 20 nm boyutunda sentezlemis oldugumuz
altin nanokiire partikiiller bulunmaktadir. Numune (bakteri ¢ozeltisi) kurutulmus
konjugat1 harekete gegirir ve bakteri ile etkilesime gecen bu partikiiller stripin bir sonraki
test bolgesine gelirler. Test bolgesi lizerinde antikor immobilize edilmis test seridi ve
kontrol seridi bulunmaktadir. Bu seritlerin test kisminda ilgili analiti yakalamak i¢in
antikorlar, kontrol kisminda ise sistemin ¢alistigini dogrulamak igin anti-antikorlar
immobilize edilmistir. Sonuglar partikiillerden gelen renk degisimi ile hem kolorimetrik

hem de etiket i¢ceren modifiye altin kiireler ile SERS sinyali takibi ile yorumlanmistir.
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Sekil 3.4. Yatay akigli immuno assay strip yapisi ve SERS 6l¢iimii

3.4.9. Yatay akis immunoassay platformu icin test membram belirlenmesi

Yatay akis immunoassay seritlerinde kullanilacak en uygun test membranini (nitroseliiloz
membran) belirlemek i¢in farkli gozenek boyutlarina sahip membranlar kullanilarak
optimizasyon c¢aligmalari yapilmistir. Bu amagla; 5, 8, 10 ve 15 pm gozenek biiyiikliigiine
sahip nitroseliilloz membranlar kullanilmistir. Daha 6nce en uygun AuNP olarak
belirlenmis olan %0.01 HAuCls kullanilarak sentezlenen pargaciklar kullanilmistir. Bahsi
gecen sitratlt AuNP’lerden 1’er mL alinarak iizerlerine 20 mM DTNB ¢ozeltisi eklenmis
ve 1 gece inkiibe edilmistir. Daha sonra 13000 rpm’de santrifiij edilerek baglanmayan
DTNB uzaklastirilmistir. Cozeltiler cam viyallere alinarak tizerlerine 100°er uL 15 pg/mL
monoklonal E. coli antikoru (pH 9 borat tamponu igerisinde hazirlanan) ilave edilmis ve
650 rpm’de karistiricida 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda iizerlerine spesifik
olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in 1 mg/mL BSA ¢ozeltisinden 100°er pL ilave
edilip tekrar inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda 14000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilmis ve silipernatant uzaklastirilmistir. Cokelekler iizerine 2 mM borat
tamponu (pH:7.4, %10 sukroz igceren) eklenerek konjugasyon i¢in kullanilmistir. Elde
edilen bu konjugasyon ¢ozeltisi konjugasyon pedlerine emdirilerek oda sicakliginda

kurumaya birakilmigtir.
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3.4.10. Altin nanopartikiillerin agregasyon testi

Yatay akis immunoassay deneyi i¢in kullanilacak en uygun antikor miktarinin
belirlenebilmesi icin AuNP agregasyon testi yapilmigtir. Bu amagla, 5’er mL’lik altin
nanopargacik c¢ozeltileri ii¢ degisik pH degerine 10 mM borat tamponu (pH: 7) ve 100
mM borat tamponlar1 (pH: 8 ve 9) eklenerek pH’lar1 7, 8 ve 9’a ayarlanmistir. Antikor
¢ozeltisi (75’er uL) 20, 17,5, 15, 12,5, 10, 8, 6, 4, 0 pg/mL olacak sekilde degisik
konsantrasyonlarda suda hazirlanmistir. Bir 96’lik well plate igerisine degisik pH’larda
hazirlanmis olan AuNP c¢ozeltilerinden 150°ser puL. eklenmis (iki tekrarli) ve iizerlerine
her bir kolon, bir konsantrasyonlardaki antikor ¢ozeltisinden igerecek sekilde 10’ar uLL
antikor ¢Ozeltisi eklenmistir. Well-plate galkalayiciya koyulup 300 rpm de 20 dk boyunca
calkalanmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga (0 pg/mL antikor kolonu harig) 20 pL
%10’luk NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dk daha ¢alkalayicida yiliksek hizda galkalanmaistir.
Daha sonra 400-600 nm araligindaki absorpsiyon spektrumlari 6l¢iilmiis ve 520 nm ve
580 nm deki degerler alinmistir. 580 nm’deki absorpsiyon degeri 520 nm’deki degerden
cikartlmis ve elde edilen en yiiksek fark, en verimli konjugasyon olarak

degerlendirilmistir.

Sentezlenen AUNPs Raman etiketiyle modifiye edilmistir. Raman etiketi olarak 5,5-
ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit (DTNB) kullanilmistir. Bu amagla 1 mL AuNP ¢ozeltisi
tizerien 10 uL. ImM DTNB c¢o6zeltisi eklenmis ve 1 gece boyunca karistiricida (300 rpm)
bekletilmistir. Bu siire sonunda ¢ozelti 13000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis, iistte kalan
siipernatant atilarak c¢okelek tlizerine 1 mL ultradistile su ilave edilmistir. Elde edilen
cozelti cam bir viyale aktarilip {izerine agregasyon testinde belirlenmis olan
konsantrasyonda (15 pg/mL) 100 pL antikor ¢ozeltisi (suda hazirlanan) siirekli
karistirilarak eklenmis ve 20 dk boyunca 300 rpm de inkiibe edilmistir. Daha sonra
tizerine 100 pL Img/mL sigir serum albliimin (BSA) ¢ozeltisi siirekli karistirilarak
¢ozeltiye eklenmis ve 300 rpm de 20 dk karistirilmaya devam edilmistir. Bu siire sonunda
cozelti 14000 rpm de 20 dk santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilarak c¢okelek
tizerine 200 pL 2 mM borat tamponu (pH: 7.4, %10 sukroz igeren) eklenmistir. Elde

edilen ¢ozelti konjugasyon pedine emdirilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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3.4.11. Kagit tabanh yatay akis immunoassay sisteminin insa cahismalari

E. coli bakterisini daha etkin yiiriitebilmek amaciyla, bu deneyler 1s18inda 6rnek pedi
4x18 mm, konjugasyon pedi 4x7 mm, nitroseliiloz membran 4x25 mm ve absorpsiyon
pedi 4x30 mm veya 4x15 mm Olgiilerde (sekil 2.2) hazirlanmistir. Daha sonra bu
malzemeler bir araya gelmeden once hazirlanan 6rnek pedleri % 0.5 bovine serum
albumin (BSA) ve % 0.05 Tween 20 igeren 10 mM fosfat tamponu (PBS) (pH: 7.4) ile

muamele edilmis ve 60 °C’de 2 saat kurumaya birakilmistir.

Tost girgisi Foantrol cizgisi Absorpsiyon pedi (15 x 4 mum)

Konjugasyon pedi (7 x 4 mm) Q

Milroseliilo: mebran

Ornek pedi 25 x 4 mm)

(18% 4 mm}

Sekil 3.5. Kagit tabanli yatay akis sisteminin hazirlanmasi

Tez kapsaminda belirtilen antikorlarin test seritlerine immobolize edilmesi esnasinda
antikorlarin serbest haldeki aktifliklerini saglamak dnemlidir. Buna ek olarak nitroseliiloz
membran tizerinde antikorlarin sik bir sekilde dizilmis olmasi sistemin hassasiyetini
artiracaktir. Ayrica test ¢izgisinde bakteri-antikor etkilesmesi i¢in belli bir zamana ihtiyag
duyulmaktadir. Test ¢izgisindeki bu etkilesme zamanini artirmak amaci ile dopamin
molekiiliiniin alkali ortamda okstidatif, kendiliginden polimerlesmesi 6zelligi kullanarak
nitroseliiloz membranlar polimerler ile kaplanmistir. Bu kapsamda 20 mg agirliginda
nitroseliilloz membran kagit kesilmis ve kagit agirligi ile 1:1 oranda dopamin tartilarak 10
mM Tris-HCI tamponunda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kesilen kagit bu ¢ozelti igerisinde 24
saat slireyle polimerizasyon reaksiyonu i¢in birakildi. Kagit yiizeyinde renk olusumu
dopaminin  nitroseliloz membran {izerinde tutundugunu gostemistir fakat
gerceklestirilen polimerizasyonun sonucu arzu edilmeyen koyu renk olusumu nedeniyle

test ¢izgisinin polidopamin ile modifikasyon igleminden vazge¢ilmistir.

Test bolgesindeki antikorlarin immobilize edilmesi i¢in nitroseliiloz membranlar

kullanilmaktadir. On calismalarda test ¢izgileri pipet kullanilarak olusturulmustur. Fakat
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yapilan caligmalarda en 6nemli sorunun test ¢izgisinin akis yoniine dogru kaymasi
goriilmistiir. Bu nedenle laboratuvarda pipet kullanilarak test ¢izgisi olusturmak yerine
siringa pompalart kullanilarak mikrodispenser inga edilmistir (sekil 3.6). Pompalardan
biri siringasiz olarak sadece dikey eksende hareket saglarken diger pompa istenen antikor
cozeltisinin bir siringa yardimiyla nitroselilloz membran {izerine ¢izilmesi i¢in
kullanilmistir. Siringasiz pompa diizenegi {izerine nitroseliilloz membranin sabitlenmesi
icin bir platform yapilmis ve dikey yonde seritlerin ¢izilmesi i¢in hareket 6zelligi
kullanilmistir. ikinci pompa bir sirmga icermektedir ve yiizeye immobilize edilecek
antikor ¢ozeltileri bu siringa yardimiyla akitilmaktadir. Siringa bagli pompanin akis hizi
ve akis hacmi optimize edilmistir. Optimisazyon sonucu birinci pompa hiz: 5 pL/dk ve
cap: 2 mm, ikinci pompa: hiz 975 mL/dk ve ¢ap: 100 mm olarak belirlenmistir. Boylelikle
dikey test ve kontrol seritleri nitroseliloz membranlar {izerine 12 mm ve 14 mm
uzakliklarda E. coli antikoru ile test gizgileri ¢izilmistir (Sekil 3.6). Daha sonra 10 mM
PBS (% 0.5 BSA ve % 0.05 Tween 20 igceren) tamponunda 5 dk bekletilerek spesifik

olmayan baglanmalar bloke edilmistir. Membranlarin kesim iglemi bahsedilen ¢izim ve

bloklama iglemlerinden sonra yapilmistir.

Sekil 3.6. Nitroseliiloz membran iizerine antikor ¢izgilerinin olusturulmasi i¢in kullanilan

ikili enjektor siringa sistemi.
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Absorpsiyon pedleri ise % 0.5 (BSA) ve % 0.05 Tween 20 igeren 10 mM fosfat tamponu
(PBS) (pH: 7.4) ile muamele edilmis ve 60 °C’de 2 saat kurumaya birakilmistir.
Bahsedilen tiim hazirlik iglemleri tamamlandiktan sonra E. coli tayini igin farkli
derisimlerde bakteri slispansiyonlari steril olarak hazirlanmistir. Bunun i¢in bir gecelik
taze bakteri kiltiirleri kullanilmis ve seyreltmeler PBS (pH: 7.4) tamponu igerisinde
yapilmistir. Bu amagla, ilk olarak bakteri yogunlugu 0.5 McFarland bulaniklik
standardina gére ayarlanmis (bu deger yaklasik 1-2x108 kob/mL’ye karsilik gelmektedir)
ve 10! kob/mL’ye kadar diliisyonlar yapilmistir. Hazirlanan bakteri diliisyonlar: (antijen)
150 pL olacak sekilde sisteme verilmistir. Bu antijenler konjugasyon pedine emdirilmis
olan alt1 nanopartikiil-antikor kompleksiyle birleserek nitroseliiloz membran iizerine
¢izilmis olan sabit antikorlarla sandvi¢ modelinde birlesmistir. Olusan antikor-antijen-
konjugat kompleksi test bolgesi iizerinde kirmizi-pembe renkte bir bant seklinde gorsel

olarak belirlenebilmistir (sekil 3.7).

Sekil 3.7. Test bolgesinde olusan antikor-bakteri-antijen kompleks bolgesi (kirmizi
cizgiler)

Elde edilen kirmiz1 ¢izgilerde bakteri varligimi kanitlamak amaciyla bos ylizeyler ve

antikor ¢izilmis test bolgesiyle karsilagtirilmali SEM goriintiileri alinmistir.

3.4.12. Yatay akis immunoassay platformunun E. coli tayininde yapay idrar,

referans kan ve ticari siit orneklerinde uygulanmasi

Gelistirilen yatay akis immunoassay platformlarinin ger¢ek drnek uygulamasi i¢in yapay

idrar, kan ve siit 6rnekleri kullanilmistir. Bu amagla 900 uL 6rnek iizerine 100 pL E. coli
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stoklarindan farkli konsantrasyonlarda eklenmistir. Kor ¢ozeltisi igin ise yine 900 pL
ornek tlizerine 100 pL. PBS tamponu eklenmistir. Hazirlanan 6rneklerden sisteme 75’er
pL verilmis (Sekil 16) ve stripler tamamen kuruduktan sonra test ¢izgileri Raman
spektrometresi ile 300 mW lazer giicii, 10x objektif, 30 s. uygulama siiresi kullanilarak
Olciilmiistiir. Raman oOlgiimleri i¢in aksi belirtilmedik¢e her zaman bu parametreler
kullanilmistir. Her bir 6l¢iim i¢in en az 5 noktadan 10 farkli noktaya kadar tekrarli olarak

alinmustir.

3.4.13. Manyetik nanoekstraksiyon sonras1 E. coli icin Yatay Akis Immunoassay

Yontemi

Yatay akis immunoassay yonteminin daha yiiksek performansla E. coli analizinde
kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle numuneden E. coli antikoru ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikiiller kullanilarak ekstrakte edilmesi, ardindan ekstraksiyon agsamasinda bakteri
ile manyetik parcaciklarin baglantisinin kesilerek ¢ikarilmasi, son olarak da yatay akis
immunoassay seritlerinde analiz edilmesi hedeflenmistir (sekil 3.8). Bunun i¢in 6ncelikle
altin ve PEI iceren demir manyetik nanopartikiillerin {izerine kazeinin kovalent
immobilizasyonu icin karboksilik asit gruplart EDC/NHS ile aktiflestirilmistir. Bu
amagla 5 mg/mL Fe3O4/Au-PEI nanopartikiil ¢6zeltisine 0.1 g EDC ve 0.3 g NHS ilave
edilmis ve karisim oda sicakliginda minimum 2 saat boyunca karistirilmistir. Bu siire
sonunda Fe3O4/Au-PEI partikiiller miknatis yardimiyla toplandiktan sonra ii¢ kez PBS
tamponu (pH 7.4) ile yikanmistir ve tekrar PBS tamponu igerisinde dagitilmistir. Daha
sonra bu ¢ozeltiye farkli konsantrasyonlarda kazein ¢ozeltisi eklenmis ve karisim 24 saat
+4 °C’de karanlikta karistirilmistir. Bu siire sonunda FesO4/Au-PE| partikiiller miknatisla
toplandiktan sonra fazla kazeini uzaklagtirmak i¢in PBS tamponu ile yikanmistir. Daha
sonra bakteri ile etkilesimi saglamak i¢in E. coli antibadisi yine EDC/NHS aktivasyonu
ile kovalent olarak kazein proteinine baglanmistir. Yikamalar PBS tampon ile yapildiktan
sonra FesO4/Au-PEI partikiiller bakteri ile etkilesime hazir hale getirilmistir. Modifiye
manyetik partikiiller farkli konsantrasyonlardaki bakteri numuneleri ile etkilestirilmistir.
Bir miknatis yardimiyla modifiye olmus Fe3O4/Au-PEI partikiiller ve etkilesen bakteriler
deney tiip iginde toplanmis ve ardindan Fe3Os/Au-PEI partikiiller yikanarak numune
ortamindaki diger bilesenler uzaklastirilmistir. Optimum kosullar1 ve bunlarin SERS
siddetleri tizerindeki etkilerini bulmak ve E. coli tespiti igin DTNB etiketli AuNP'ler,
Fe3O4/Au-PEI nanopartikiiller, kazein ve enzim gibi ¢esitli parametrelerin optimum
miktarlar tespit edildi. DTNB etiketli AuNP miktarlarinin (5-30 pL) SERS siddetleri
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tizerindeki etkisi arastirildi. Kagit tabanli yatay akig sisteminin konjugasyon pedinde
farkli miktarlarda AuNP'ler immobilize edildi ve test ¢izgisinde SERS sinyalleri 6lgiildii.
Fe304/Au-PEI nanopargacik miktarlarinin (50-500 puL) SERS siddetleri tizerindeki etkisi
incelenmistir. Optimum Fe3O4/Au-PEI nanopargacik miktar1 SERS olgtimleri ile tespit
edildi. Kazein miktarlarmin (1-15 mg/mL) SERS siddetleri tizerindeki etkisi de
incelenmistir. Kazein Fe3O4/AuU-PEIl nanopartikiillerinin yiizeyindeki spesifik hedef
bakterileri yakalamak i¢in bir baglayici olarak kullanilmistir. Kazein, Rennet enzimi
(1/16000 6l¢ekli mikrobiyal peynir mayasi) ile Phel05-Met106 peptid baginda spesifik
olarak pargalanir. Rennet enzimi E. coli'yi manyetik nanopargaciktan ayirmak i¢in kazeini
keserek, serbest bakterilerin manyetik bir alanla kazein i¢eren manyetik parcaciktan
ayrilmas1 ve bir SERS bazli kagit test seritleri ile tespit edilmesi saglanmistir. Rennet
enzim miktarlarinin (1-10 uL) SERS siddetleri tizerindeki etkisi arastirildi. Fe3O4/Au-PEI
nanopartikiilleri bakteri konjugatlarina farkli miktarlarda enzim hedef bakterilerden
manyetik nanopargaciklart ayirmak i¢in eklenmistir. Bakteriler yatay akis immiin
sisteminde test ¢izgisi tizerindeki hedef antibadi ile etkilestikten sonra olusan kirmizi

cizgilerden SERS spektrumlar1 kaydedildi.

Yontemin segiciligi igin E. coli K12 ile birlikte Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus gibi gesitli bakterileri manyetik nanoekstraksiyon uygulandiktan
sonra test seritlerinde analiz edilerek test edilmis ve SERS spektrumlar1 dl¢iilmiistiir.
Ardindan farkli derisimlerde E. coli igeren 6rnekler yukarida anlatildig: sekilde manyetik
nanoekstraksiyon metodu ile ekstrakte edilmis ve test seritlerine uygulanmistir. Optimum
degerler belirlendikten sonra farkli konsantrasyonlardaki (10'-10" kob/mL) bakteri
orneklerine  yontem uygulanmis SERS  spektrumlari dlglilmistir. E.  coli
konsantrasyonlar1 ile 1335 cm™deki pik siddeti arasindaki iliski dogrusalligmn
ongoriilmesinde ve determinasyon katsayist1 (R2) hesaplanmasinda kullanilmistir.
Algilama Sinir1 (Limit of Detection, LOD) ve Kantitatif Olgme Smir1 (Limit of
Quantitative Measurement, LOQ) degerleri lineerligi tanimlayan kalibrasyon
egrilerinden hesaplandi. Kalibrasyon i¢in kullanilacak bu deney ii¢ farkli giinde farkli
ornekler kullanilarak tekrarlanmustir. Son olarak 6rnekler icerisine 104, 10° ve 108
kob/mL E. coli eklenerek yontemin uygulanmasi gergeklestirilmistir. E. coli
konsantrasyonlart ile 1335 cm™deki pik siddeti arasindaki iliskiyi gostermek icin test

cizgisi lizerinden en az 5 spektrum alinarak haritalandirma yapildi.
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Sekil 3.8. Fes04/Au-PEI partikiillerinin E. coli i¢in nanoekstraksiyon basamaklari.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Manyetik ekstraksiyona dayah kagit tabanh LFIA sistem

Manyetik nanopartikiiller kullanilarak ilgili bakteriyi ortamdan ekstraksiyon ederek kagit
tabanli sistem lizerinde uygulanmasi sonucunda kolorimetrik ve kantitatif analiz yontemi
gelistirildi. Tiim optimizayon, validasyon ve gercek ornek denemeleri asagida detayl

olarak verildi.

4.1.1.Benzalkonyum Kloriir temelli altin nanopartikiil karakterizasyonu

Kagit tabanli yatay akishi immnunoassay sistemlerin konjugasyon etkilesiminde rol
oynamak tizere ilk olarak benzalkonyum kloriir ile nanopartikiiller sentezlenmistir. Bu
partikiillerin sentezinde ilk olarak benzalkonyum kloriir miktar1 optimize edilmistir.
Benzalkonyum ile sentezlenen altin nanopartikiillerinin TEM fotograflar1 ve UV

spektrumlari sekil 4.1’de verilmistir.

Benzalkonyum kloriir farkli miktarlar1 kullanildiginda kiip, kiire ve ¢ubuk seklinde
partikiil olusumlar1 gdzlenmistir. Tohum olgunlasma esnasinda kullanilan sufaktan
madde miktar1 partikiiliin seklini etkilemektedir. Seed nanopartikiillerin gelismesi
sirasinda tohum altin nanopartikiiller ¢ekirdeklesme merkezi olarak davranmakta ve
ortamda serbest olarak bulunan altin iyonlar1 bu ¢ekirdeklesme merkezine yaklasarak
indirgenmekte kiip, kiire ve gubuk yapisina sahip nanopartikiiller elde edilmektedir. Kagit
tabanl yatay akis sisteminde kiiresel sekilli AuNP’ler kullanilarak test striplerinde
kolorimetrik olarak (sekil 4.2) basarili bir bakteri algilama gozlemlenmesine ragmen
raman etiketi olarak kullanilan DTNB ile yapilan calismalarda kantitatif olarak uygun

kalibrasyon grafigi elde edilememistir.
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Sekil 4.1. Benzalyum kloriir AuNP’lerin A) TEM ve B) UV sonuglari.

Kalibrasyon grafiginin basarili olmamasindaki etken yiiksek intensite degerleri elde
edilemedigi icin bakterilerde yiiksek konsantrasyondan diisiikk konsantrasyona dogru
gidildik¢e duyarliligin diisiik olmasi elde edilen piklerin ¢akismasina neden oldu (sekil
4.3).

Sekil 4.2. Benzalkonyum kloriir ile sentezlenen altin nanopartikiillerin yatay akish

immunoassay sistemi.
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Sekil 4.3. DTNB ile modifiye edilen benzalkonyum temelli AuNPs’in NO2 gerilme
piklerinden elde edilen SERS kalibrasyon grafigi.

4.1.2.Sitrat varh@inda AuNP sentezi ve optimizasyon ¢alismalar:

Au nanopargaciklar Turkevich metoduna gore sentezlenmistir. Bu amagla oncelikle 18
uL stok HAUCI; soliisyonu 50 mL distile su igerisinde siirekli karistirilarak, 250 mL lik
balonda geri sogutucu altinda kaynayana kadar isitilmistir. Kaynadiktan sonra 5 mL 40
mM sodyum sitrat ¢ozeltisi eklenmis ve renk kirmiziya dondiikten sonra 10 dk. daha
kaynatilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler siirekli karistirilarak oda sicakligina sogutulmus ve
4 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir. Sitrath ortamda sentezlenen sitratli AuNP’lerin
yaklasik olarak 20 nm boyutunda ve monodispers dagilimli olarak elde edilen
partikiillerin TEM gorintiiler1 sekil 4.4’de ve UV-goriiniir bolge absorpsiyon

spektrumunun 525 nm plazmon bandi igerdigi sekil 4.5’de goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Sitrath Altin nanopartikiillerin TEM goriintiisii.
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Sekil 4.5. Sitratli Altin nanopartikiillerin UV-vis spektrumu.

4.1.3.Fe3O4/Au-PEI partikiillerinin sentez ve karakterizasyonu

FesOs nanopartikiiller manyetik 6zelliklere sahip olup, Fe?* ve Fe*' iyonlarinin oran
alkali ¢ozelti icerisinde 1/2 oraninda tutularak, bu iyonlarin termal olarak birlikte

¢oktirme yontemi ile sentezi yapilmistir. Reaksiyonlar argon atmosferinde
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gerceklestirilmistir bdylece Fe?* ve Fe3* iyonlarinin oksidasyonunu ve yan reaksiyonlarin
olusumu engellenmistir. Sekil 4.6’da sentezlenen FesO4 nanopartikiiller ve FesO4/Au-PEI
partikiillerinin goriintiileri gosterilmistir ve sekil 4.7°de elde edilen nanopartikiillerin
TEM goriintiileri bulunmaktadir. FesO4/Au-PEI partikiillerinin ortalama biiyiiklikleri
yaklasik olarak 20 nm boyutunda monodipers dagilim gostermislerdir. Farkli FesO4
nanopartikiil derisimlerinde yapilan sentez ¢alismalarinda en iyi sonu¢ 5 mg/mL olarak
belirlendi. 2 mg/mL konsantrasyonda yapilan denemede renk siyah olarak gozlemlendi,

10 mg/mL derisimdeki partikiillerin TEM sonuclarinda agregasyon ¢ok fazla olmasindan

dolay1 tercih edilmedi.

Sekil 4.6. A) FesO4 nanopartikiiller B) FesO4/Au-PEI NPs.

e Y

Sekil 4.7. TEM sonuglari: A) FesOs B) FesO4/Au-PEI nanopartikiilleri.
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Sekil 4.8’de Fe3O4/Au-PEI partikiillere ait UV-Vis spektrumlar1 goriilmektedir. UV-Vis
spektruma bakildiginda altin kapli PEI igeren manyetik nanopartikiiliniin 530 nm
civarinda tipik kiiresel nanopartikiillerine ait absorpsiyondan kaynaklanmakta olan bir

plazmon bandina sahip oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.8. Fes04/Au-PEI partikiillerinin UV-Vis spektrumu.

Cizelge 4.1°de referans [mendeles] olarak verilen 50 %’lik (agirlik / hacim) saf PEI
¢ozeltisinin yapilan titresim bantlarinin temel ana bant degerleri verilmistir. % 50 (w/v)
PEI spektrumlari: -CH>-CH2- 788 ve 877 cm™'de sallanma titresim hareketleri; 1067,
1112 ve 1305 cm™'de CH; sallanma ve biikiilme hareketleri; 1456 cm™'de CHj biikiilme
modu; 1602 cm™'de NH> biikiilme band1; 2854 ve 2923 cm™'de CH simetrik / asimetrik
gerilme modlar; ve 3309 cm¥de NH germe bandi oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismada sentezlenen Fe3Os, FesOs@AuU, ve FesOs/Au-PEI nanopartikiiller arasindaki
baglanma bilgilerini aragtirmak i¢in SERS kullanilmistir. Sekil 4.9’da SERS spektrumlari
gosterilmistir. SERS molekiiler titresimler hakkinda bilgi verdigi icin elde edilen
partikiillerin tanimlanmasinda biiyiik rol oynamaktadir. Saf PEI i¢in verilen raman
spektrumlar 1456, 1305 ve 788 cm™de ortaya ¢ikan bantlar yukaridaki bilgiler
kapsaminda CH: biikiilmesi (CHz), metilen grubunun (CH.) sallanma ve titresim
bantlaridir. 1600 ve 1080 cm™'deki diger bantlar, amin biikiilmesine (NHz) ve amin
gerilmesine (NCs) baglandi. FesOg partikiillerin SERS sonucunda giiriiltii tarzinda bir
spektrum elde edilmistir. FesOs@Au partikiilleri 240 cm™’de tek bir spektrum
gostermektedir muhtemelene demir partikiillerin  ylizeyini kaplayan altindan
kaynaklanmaktadir. Fe3O4/Au-PEI nanopartikiillerin SERS sonuglar1 yukarida verilen
temel spektrum bilgileri ile ortiismektedir. Ozellikle 1456 cm™1’de CH; biikiilmesinden
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kaynakli spektrum ve ayrica 1608 ve 1040 cm™de NH: biikiilme titresimsel
hareketlerinden kaynaklanan pikler elde edilmistir. 789 ve 862 cm™’de sallanma titresim
hareketleri; 1040, 1108 ve 1348 cm™’de CH; sallanma ve biikiilme hareketlerinden
kaynakli elde ettigimiz spektrumlar {list kisimda verilen degerler ile karsilastirildiginda
spektrum degerlerinde kaymalar goriilmiistiir. SERS piklerinde goriilen kaymalarin
altinda yatan sebep altin metal yiizeyi ve lizerini kaplayan PEI’nin etkilesiminden dolayi

NH: gruplariin olusturdugu protonasyon durumundan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.1. PEI ¢6zeltisinin raman spektrumunun titresimsel modlar1 [181].

PEI (cm™) Titresimsel modlari
788 -CH2-CH:- sallanma
877 -CH,-CH,- sallanma
1034 NH; diizlem i¢i sallanma
1067 CHj> sallanma ve biikme
1112 CHj> sallanma ve biikme
1383 C-N gerilme

1456 CH biikiilme

1601 NH: biikiilme

2854 CH simetrik gerilme
2923 CH asimetrik gerilme
3309 NH gerilme
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Sekil 4.9. Fe3s04/Au-PEI, Fe30s@Au, ve FesO4 nanopartikiillerinin SERS grafikleri.

Polietilenimin altin kapli manyetik partikiillerinin zeta potansiyel sonuclart sekil 4.10 da
gosterilmistir. Zeta potansiyel Ol¢iimlerinin temel mantiginda partikiillerin birbirlerini
itme ve ¢cekme degerlerinin belirlendigi ve bdylece elektrostatik olarak partikiil yiizey
dagilim hakkinda bilgi vermektedir. Sentezelenen partikiillerimizin kademeli olarak
yapilan zeta potansiyel denemelerinde ilk olarak FesOs partikiillerinin davranisindan
baslayarak diger partikiillerin yiizeyde olusan yiizey dagilimlarim gozlemledik. flk olarak
FesOg partikiillerinin kayma yiizeylerindeki zeta potansiyel dl¢limleri negatif yiiklii (-25
mV) bir dagilim olusturdu. ikinci olarak, altin kapli demir partikiillerinin dlgiimleri
yapildi ve zeta potansiyel degeri pozitif yone dogru bir etkilesim olusturdu. Son olarak
polietilen iminin yapisinda ihtiva ettigi amin gruplarinin etkisi ile elde edilen partikiiliin
zeta potansiyel yiizey dagilim pozitif yiikten dolay1 art1 zeta potansiyel degerlerini elde
etti. Olgiilen zeta potansiyel degerleri sentezlenen FesOs/Au-PEI NPs’inin yiizeyinde
olusan NH gruplan karakterizasyon sonuclar1 kapsaminda elde edilen partikiillerin

basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Fe304/Au-PEI, Fes0s@Au, FesO4nanopartikiillerinin zeta potansiyel degisim

degerleri.

4.1.4.Nitroseleliioz membranda gozenek biiyiikliik etkilesimleri

Yatay akis immunoassay seritlerinde kullanialacak en uygun test membranini
(nitroseliiloz membran) belirlemek icin farkli gbzenek boyutlarina sahip membranlar
kullanilarak optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagcla; 5, 8, 10 ve 15 um gézenek
biiyiikliigiine sahip nitroseliilloz membranlar kullanilmistir. Daha sonra yatay akis test
seritleri ‘Yatay Akis Immunoassay Platformunun Hazirlanis1’ bdliimiinde agiklandig
sekilde olusturulmustur. Her bir test seridi icin 10% E. coli konsantrasyonu kullanilarak
bakteri ornekleri (100°er pL) sisteme verilmistir. Seritler tamamen kuruduktan sonra
SERS olctimleri alinmistir. Elde edilen veriler 1518inda en uygun membranin 10 pm
gozenek biiyiikliigiine sahip olan membran oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.11). Sekil

4.12’de kagit tabanli sistemde yiiriitiilen altin nanopartikiillerin goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.11. Nitroseliiloz membran optimizasyonundan elde edilen SERS siddetleri.

Sekil 4.12. Nitroseliiloz membran optimizasyonu deneylerinden elde edilen goriintiiler.

4.1.5. Altin nanopartikiil agregasyon testi

Konjugasyon pedinde kullanilacak altin nanopartikiil iizerindeki en uygun antikor
miktarini saptamak i¢in agregasyon testi gergeklestirilmistir (Sekil 4.13). Bu amagla, 5’er

mL’lik altin nanoparcacik ¢ozeltileri ti¢ degisik pH degerine 10 mM borat tamponu (pH:
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7) ve 100 mM borat tamponlari (pH: 8 ve 9) eklenerek pH lar1 7, 8 ve 9’a ayarlanmstir.
Antikor ¢ozeltisi (75’er puL) 20, 17,5, 15, 12,5, 10, 8, 6, 4, ve 0 ug/mL olacak sekilde
degisik konsantrasyonlarda suda hazirlanmistir. Bir 96’lik plaka (well plate) igerisine
degisik pH larda hazirlanmis olan AuNP ¢ozeltilerinden 150°ser pL eklenmis (iki tekrarli)
ve lizerlerine her bir kolon, bir konsantrasyonlardaki antikor ¢dzeltisinden icerecek
sekilde 10’ar pL antikor ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler calkalayiciya koyulup 300 rpm
de 20 dk boyunca calkalanmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga (0 pg/mL antikor
kolonu hari¢) 20 pL %10 luk NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dk daha calkalayicida yiliksek
hizda c¢alkalanmistir. Daha sonra 400-600 nm aralifindaki absorpsiyon spektrumlari
Ol¢iilmiis ve 520 nm ve 580 nm deki degerler alinmistir. 580 nm’deki absorpsiyon degeri
520 nm’deki degerden ¢ikarilmis ve elde edilen en yliksek fark, en verimli konjugasyon
olarak degerlendirilmistir. Ydriitilen deney sonucunda en uygun pH 9, antikor
konsantrasyonu ise 15 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.14). Tiim deney boyunca elde
edilen bu pH daki AuNP ve belirlenen konsantrasyondaki antikor konjugasyon icin

kullanilmistir.

Antikor konsantrasyonu (pg/mL)

20 17.5 15 12.5 10 8 6 4 0

pH

Sekil 4.13. AuNP agregasyon denemeler sonunda elde edilen kolorimetrik goriintii.
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Sekil 4.14. Agregasyon pH bagimli test sonuglar1 [182].

4.1.6.Farklh Raman Etiketleri ile altin nanopartikiil modifikasyonu

Hazirlanan konjugasyon c¢ozeltileri konjugasyon pedlerine 5 sn emdirilmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Yatay akis immunoassay platformlari hazirlanip
E.coli ornekleri sisteme verilmis ve Raman spektroskopisi (SERS) ile test ¢izgileri
Olciilmistiir. Elde edilen veriler dogrultusunda 20 ve 50 mM DTNB igeren ¢ozeltilerde
agregasyon goézlemlenmis, 1 ve 10 mM DTNB iceren cozeltilerde ise agregasyon
gozlemlenmemistir. Glutatyon kullanilan ¢ozeltilerin ise higbirinde agregasyon
gozlemlenmemistir. Ancak glutatyon ile hazirlanan konjugasyonlarin kullanildigi
orneklerde tiim konsantrasyonlardaki SERS sinyalleri ¢ok diisiik ¢ikmistir. Bunun nedeni
glutatyonun  Raman  sinyallerinin  DTNB’ye  kiyasla  diisik  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle etiket olarak DTNB kullanimina karar verilmistir. | mM
DTNB igen konjugasyon ¢ozeltisi kullanilan Orneklerde sinyallerin yeterince yiliksek

olmasi ve daha az madde sarfiyati i¢in 1 mM DTNB konsantrasyonu tercih edilmistir.
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4.1.7.Manyetik ekstraksiyona dayal yatay akis immiinoassay ¢calismalar:

Yatay akis immiinoassay yonteminin daha yiiksek performansla E. coli tayininde
kullanilabilmesi i¢in Oncelikle nanoekstraksiyon yontemi ile manyetik nanopargaciklar
kullanilarak numuneden E. coli’nin se¢imli bir sekilde yakalanmasimi saglayan bir
yontem gelistirilmistir Bu amagla kazein modifiye manyetik nanopargaciklara E. coli
antibadisi EDC/NHS prodesiirii ile kovalent olarak baglanir ve bu manyetik partikiiller
numuneden hedef bakterinin yakalanmasi i¢in kullanilmistir. E. coli antikoruna bagli
manyetik nanopargaciklar farkli konsantrasyonlarda E. coli iceren Ornekler ile
etkilestirilir ve miknatis yardimi ile 6rnek igerisinden hedef bakteri toplanir. Ardindan
borat tampon ortamina alinan manyetik partikiilleri bakteriden ayirmak igin rennet enzimi
(mikrobiyal peynir mayasi (1/15000)) kullanilir. Béylece manyetik partikiiller kesilerek
miknatis yardimiyla toplanir. Manyetik partikiiller uzaklastirildiktan sonra bakteri
ornekleri yatay akis immunoassay striplerine uygulanir ve analitik membran boyunca
ilerleyip test ve kontrol hatlar1 ile etkilesmeleri igin beklenir. Immiinoreaksiyon
gerceklestikten sonra, yatay akis immiinoassay striplerinin okumasi hatlarda olusan
partikiil yogunluguna dayali olarak kolorimetrik olarak gézlemlenmistir. ikinci bir okuma
yontemi ise AuNP’lere baglanmis olan DTNB etiket iizerinden SERS sinyalinin takibi ile
yapilmistir. Manyetik ekstraksiyonun kolayligi ve yliksek performansi sayesinde yatay
akis sistem ile E. coli analizinin analitik performansinin artirilmasi hedeflenmistir. Bu
yontem ile gerceklestirilen galismalar miktar optimizasyonlari, segicilik, kalibrasyon
calismasi, test ¢izgilerinde raman etiket kullanarak haritalandirma ve gergek ornek
denemeleri yapilmistir. Yontemin optimizasyonu calismalarinda ilk olarak ayni
derisimdeki E. coli (10° kob/mL) &rnekleri kullanilarak analiz ve optimizasyon
basamaklar1 gerceklestirilmistir. Asagida kademeli olarak manyetik ekstraksiyon

yonteminin biitiin optimizasyon ve uygulama safhalar1 detayli bir sekilde gosterilmistir.

4.1.8. Kuantum noktaciklarin E. coli antikoru ile modifikasyonu ve enzim ile

boliitnmesi

Manyetik nano ekstraksiyon yonteminde ilk olarak kazein kapli modifiye manyetik
nanopartikiillerin kesme iglemi i¢in rennet enzimi yardimiyla hedef bakteri ile E. coli
antibadi ile modifiye olmus olan kuantum noktaciklar kullanilarak kolorimetrik olarak
sistemin calistig1 gosterilmistir. Ik olarak; sentezlemis oldugumuz FesOs/Au-PEI

partikiillerini kademeli olarak kazein ve E. coli antikorunun kovalent immobilizasyonu
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icin EDC/NHS ile aktiflestirilip baglanma islemi gerceklestirilmistir. Ikinci asamada bir
eppendorf tiip igerisinde 10° (kob/mL) bakteri konsantrasyonu, kazein bagl FesOs/Au-
PEINP’leri ile oda sicakliginda minimum 30 dk boyunca karistirildi. Daha sonra bakteri
antibadisi ile modifiye edilmis olan kuantum noktaciklar ¢ozelti ortamina eklenerek
bakteri ile etkilesip sandvig¢ yapisi olusturulmustur. Miknatis yardimi ile toplanarak ii¢
kez fosfat tamponu ile yikandiktan sonra tekrar fosfat tampon ortamina alinmistir (sekil
4.15). Elde edilen sandvi¢ kompleks ¢ozeltisi daha sonra bir cam lamel {izerine alinarak
UV 1sik altinda etkilestirmis oldugumuz ¢ozeltinin enzim varliginda ve yoklugunda
kuantum noktaciklarin etkisi ile vermis oldugu kolorimetrik tepkiyi gozlemledik (Sekil
4.16 ve 4.17). ilk olarak sandvic yapi igeren ¢ozelti cam lamel iizerine alnip miknatis
yardimiyla manyetik alan olusturulup bakteri ile etkilesen partikiiller bir noktada
toplandi. Partikiillere ¢iplak g6z ile baktigimizda sandvi¢ yap1 manyetik partikiillerden
dolay1 siyah renkli goriiniirken, UV 151k altinda bakildiginda manyetik partikiillerin
lizerinde bakteriye bagli olan kuantum noktaciklardan dolay1 yesilimsi bir renk
gbzlemledik. En son asamada sandvi¢ yap1 dispers edilip karistirildi ve igerisine rennet
enzimi ilave edilip oda sicakliginda 20 dk karistirildi. Karistirma islemi tamamlandiktan
sonra enzim manyetik partikiillerin kazein kismindan keserek manyetik partikiilleri
bakteri ve ona kovalent bagli olan kuantum noktaciklardan ayirdi. Tampon ortamina
gecen bakteri ve kuantum noktaciklar tekrar cam lamel {izerine konulup manyetik alan
ile tekrar tek bir noktada toplandi. Ciplak goz ile baktigimizda partikiiller siyah renkli
goriiniirken, UV 151k altinda manyetik partikiiller kuantum noktaciklardan ayrildigi igin
siyah renk gozlenirken, s1v1 kisim bakteri ve kuantum noktaciklardan dolay1 parlak renkte
goriindii. Bu yapilan 6n deneme ile manyetik ekstraksiyon sisteminde enzimin gayet iyi

calistig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.15. Manyetik nanoekstraksiyon yontemi ile kuantum noktaciklarin bakteri

etkilesim metodu.

Sekil 4.16. A) Kuantum noktaciklar ile sandvig kompleks olusturmus bakteri ve manyetik

partikiil etkilesimi. B) UV 11k altindaki goriintiisii.
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Sekil 4.17. A) Rennet enzim varliginda elde edilen sandvi¢ yapist ve B) UV lamba

altindaki goriintiisii.

Sekil 4.18’de modifiye kuantum noktaciklar kullanilarak kagit tabanli yatay akis
sistemleri lizerinde bakteri uygulamasi yapilmistir. Konjugasyon pedinde bulunan
modifiye edilmis kuantum noktaciklar numune pedine damlatilan bakteri ile nitroseliiloz
membran iizerinde yiiriitiildiikkten sonra, UV 1sik altinda numune ped kismina
bakildiginda sari-yesil arasinda bir renk olarak goriilmektedir. Test ¢izgisi iizerinde ¢ok
hafif bir yesilimsi bir renk olmasma ragmen sekil 4.13’de ¢ok zayif bir renk olarak
goriilmektedir. Hem kuantum noktaciklarinin sentez ve verim asamalariin zorlugu,
hemde bakteri antikor ile kuantum noktaciklarin modifikasyon asamasinda yikama
yapilirken 300.000 rpm gibi yiiksek santrifiij degerlerinde ¢okmesinden dolay1 kagit

tabanli kuantum nokta-bakteri ¢calismalarindan vazgecilmistir.
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Sekil 4.18. Kuantum noktacik kullanilarak elde edilen yatay akis Sistem resmi.

4.1.9. Manyetik nanopartikiillerin E. coli antikoru ile modifikasyonu ve enzim ile

boliinmesi

Kazein modifiye Fe3Os/Au-PEI nanopartikiillerinin hazirlanmasi ve E. coli'ye 6zgii
nanopartikiillerin uygun ylizey modifikasyonu, kagit bazli test seritlerinde bakterilerin
saptanmasi igin gelistirilmistir. TEM goriintiileri FesO4/Au-PEI nanopartikiillerinin hedef

bakteri ile konjuge oldugunu dogruladi (sekil 4.19).
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Sekil 4.19. FesO4/Au-PEI@Casein partikiillerinin bakteri ile etkilesim TEM goriintiisii
[183].
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Sekil 4.20. Fe304/Au-PEI@Casein partikiillerinin enzim kesim isleminden sonra bakteri

etkilesim TEM goriintiisii [183].

Daha sonra, FesO4/Au-PEI nanopargaciklari, test seridi iizerinde bakteri hareketini
saglamak i¢in ekstraksiyon igleminden sonra E. coli'den ayrildi. Bu islem i¢in kazein ve
bag parcalama i¢in rennet enzimi kullanilmistir. Modifiye FesO4/Au-PEI nanopartikiilleri
tizerindeki kazeinin amid baglari, E. coli'yi manyetik partikiilden salmak i¢in enzim ile
ayrildi (sekil 4.20). Fe3O4/Au-PEI nanopargaciklari ¢ozeltiden bir miknatisla ¢ikarildi ve
cozelti icindeki hedef bakteri, test seritlerinde SERS Olc¢limleri alinabilmesi i¢in kagit
bazli immiinoassay sistemde verimli bir sekilde tespit edilebilecek duruma getirilmis

oldu.

4.1.10. Manyetik ekstraksiyon ile gelistirilmis kagit bazh LFIA parametrelerinin

optimizasyonu

Yontemin optimizasyonu calismalarinda diger bir asama olarak konjugasyon pedindeki
AuNP miktar1 optimize edilmistir. DTNB etiketli AuNP'ler, hedef bakterilerin kantitatif
hesaplamalari i¢in hem renk maddesi hem de SERS tespit problari olarak kullanildi. Bu
amacla LFIA sisteminin konjugasyon pedinde farkli miktarlarda AuNP emdirildi,
konjugasyon pedlerine 5-30 pL araliginda AuNP'ler konjugasyon pedlerine uygulandi
ve aym bakteri konsantrasyonu (10° kob/mL) icin analiz edildi. 1 mL nanopargacik
¢ozeltisindeki AuNP sayisi, 8.25 x 10 olarak hesaplandi. Daha sonra, nanopartikiiller

sisteme 4.13x10%-2.48x10% partikiil/mL (5 uL-30 pL) miktarlarinda uygulandi. Olusan
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AuNP-E. coli konjugatlari, test hattinda nitroselilloz zar1 iizerinde immobilize olan
antikorlar tarafindan yakalandi ve test hattinda kirmizi renk gozlemlendi. Elde edilen
sonuglara gore konjugasyon pedine emdirilen AuNP arttikca SERS sinyalleri de artmustir.
SERS sonuglarindan en yiiksek 2.06 x 10 partikiil/mL (Sekil 4.21'de 25 pL'ye karsilik
gelir) optimum AuNP sayisi olarak tanimlandi. SERS siddeti, beklendigi gibi modifiye

AuNP'lerin konsantrasyonundaki artisla orantili olarak artmistir.
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Sekil 4.21. DTNB etiketli AuNPs hacmi (a) 5 uL, (b) 10 uL, (¢) 15 uL, (d) 20 uL, (e) 25
uL, (f) 30 uL [183].

=

1 mL nanopargacik ¢dzeltisindeki FesO4/Au-PEI nanopartikiillerinin sayis1 4.52x10
olarak hesaplandi. Daha sonra nanopartikiiller kagit tabanli LFIA sisteme partikiil sayisi
2.26x10'3-2.26x10 partikiil/mL (50 nL-500 pL) olacak sekilde uyguland: (sekil 4.16).
SERS sonuglarindan optimum Fe3O4/Au-PEI nanopartikiil sayis1 olarak en yiiksek
verimin elde edildigi 1.28x10' partikiil/mL (Sekil 4.23’de 250 pL’ye karsilik

gelmektedir) olarak belirlendi.
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Sekil 4.22. FesO4/Au-PEI nanopartikiillerin hacmi (a) 50 pL, (b) 100 uL, (c) 150 uL, (d)
200 pL, (e) 250 pL, (f) 500 uL [183].

Kazein miktari, FesO4/Au-PEl nanopartikiillerinin yiizeyi tizerinde spesifik hedef
bakterileri yakalamak i¢in substrat olarak kovalent olarak baglanan kazein i¢in optimize
edildi. Rennet enzimi E. coli'nin manyetik nanopartikiilden serbest kalmasi igin kazeini
kestiginde, serbest bakteriler FesO4/Au-PEI nanopartikiillerinden manyetik alanla ayrilir
ve SERS bazli yatay akis immiinoassay sistemin test seritleri ile tespit edilir. Farkli
kazein ¢ozeltilerin konsantrasyonlarinin SERS spektrumlar1 (1-15 mg/mL) sekil 4.23'de
gosterilmistir. Kazein konsantrasyonu arttikga, DTNB sinyalinin siddetide de artis
gostermektedir. Tiim konsantrasyonlarda kaydedilen SERS siddeti 7 mg/mL kazein
miktarindan sonra 6nemli 6l¢iide degismedi ve bu konsantrasyon optimum konsantrasyon

olarak secildi.
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Sekil 4.23. Kazein konsantrasyonu (a) 1 mg/mL, (b) 3 mg/mL, (c) 5 mg/mL, (d) 7 mg/mL,

(e) 10 mg/mL, (f) 15 mg/mL [183].

Sekil 4.24. Yatay akis immiinoassay seritlerine farkli enzim konsantrasyonlarinda E. coli

ornekleri verildikten sonra goriintimleri.

Manyetik nanopartikiil-bakteri konjugatlarina manyetik nanoparcaciklart hedef
bakterilerden ayirmak igin farkli miktarlarda enzim eklenmistir. Enzim varliginda
manyetik alan uygulayarak bakteriler manyetik partikiillerden ayrilmasi saglandiktan
sonra, bagka tampon ortamina alinan bakterilerin SERS spektrumlarini elde etmek igin
kagit tabanli LFIA sistemine yiiklenmistir. 2 pL 1/16000 o6lgekli rennet enzimi
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eklendikten sonra SERS sinyallerinin daha belirgin ve anlamli hale geldigi goriilmiistiir
(sekil 4.26). LFIA sisteminde uygulanan farkli enzim konsantrasyonlarin sonucunda en

iyi optimum deger 5 puL rennet enzimi olarak belirlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Rennet enzim hacmi (a) 1.0 uL, (b) 1.5 uL, (c) 2.0 puL, (d) 2.5 uL, (e) 5 puL,
(f) 7.5 uL, (g) 10 uL [183].

4.1.11. Manyetik ekstraksiyona dayah yontem icin kalibrasyon calismasi

Kagit bazli LFIA optimizasyon ¢aligmalarmin tamamlanmasindan sonra, 10* ile 10’
kob/mL E. coli igeren 6rnekler kullanilarak test edilmistir (Sekil 4.26 (A)). Tampon
¢ozelti icerisindeki farkli derigsimlerdeki E. coli orneklerine uygulanarak gelistirilen
yontemin kantitatif performansi test edilmistir. Bunun i¢in daha 6nce anlatildig: sekilde
yatay akis immiinoassay platformu olusturulmus ve 75 uL fosfat (pH: 7.4) tamponunda
10den 107 kob/mL’ye degisen konsantrasyonlarda hazirlanan E. coli 6rnekleri

uygulanmigtir.
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Sekil 4.26. A) Kagit bazli1 LFIA seritlerinin fotografi ve B) kalibrasyon egrisi ve SERS
grafigi [183].

AuNP'lerden yapilmig bir Raman etiketi DTNB kullanilarak gergeklestirilen E. coli
deneyleri i¢in SERS spektrumu, farkli E. coli konsantrasyonlarinin ilavesinden sonra
immiinoassay sisteminin tipik bir SERS tepkisini gdsteren SERS kalibrasyon grafigi sekil
4.26 (B) kisminda gosterilmistir. Manyetik nanopartikiiller ile yapilan zenginlestirme
isleminden sonra SERS olgiimleri test seridinde olusan kirmizi renkli ¢izgilerden elde
edilmistir. Kalibrasyon grafikleri ¢izilirken DTNB ye ait olan simetrik NO2 gerilme
bandmin 1335 cm™’deki keskin ve siddetli pikin verileri ile elde edilmistir. DTNB etiketi

iceren AuNPs farkli konsantrasyonlardaki bakterilerin eklnemesine bagli olarak raman
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sinyalinde dogrusal bir artis oldugu elde edilen kalibrasyon grafiginde goriilmektedir.
Kalibrasyon egrisi, DTNB'nin pik siddetlerinin farkli E. coli konsantrasyonlarindaki (10*-
107 kob/mL) degisimleriyle ¢izildi. DTNB pik siddetine gére ¢izilen kalibrasyon egrisi
grafiginde farkli derisimler (10%-107 kob/mL) arasinda dogrusallik 0,984 korelasyon kat
sayist (R?) elde edilmistir. Yapilan deneylerin dogrulugunu géstermek igin hi¢ bakteri
kullanilmadan yapilan kor denemelerinde yatay akis immiinoassay sistemde kolorimetrik
olarak sekil 4.26 (A)’da gosterilen resimde test seridinde gozle goriilemeyecek kadar ¢ok
zayif ince bir ¢izgi olusurken, kontrol ¢izgisinde daha kalin bir kirmizi ¢izginin belirmesi
sistemin calistigini ve kagit tabanli LFIA sistem iizerinde olusma ihtimali olan

nonspesifik etkilesimlerin minimize edildigini gostermektedir (sekil 4.26 (A)).
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Sekil 4.27. Farkli konsantrasyonlardaki (10'-107 kob/mL) E. coli igin test ¢izgisi
tizerinden elde edilen raman haritalandirma (a) kor, (b) 10 kob/mL, (c) 102 kob/mL, (d)
10% kob/mL, (e) 10* kob/mL, (f) 10° kob/mL, (g) 10® kob/mL, (h) 10 kob/mL [183].

Tez kapsaminda yapilan diger bir yontemimiz AuNPs’de bulunan raman etiketini
(DTNB) referans alarak farkli konsantrasyonlarda bulunan bakterilerin test ¢izgisinde
bulunanan spesifk antikorlardan dolayr yakalanmasindan yola ¢ikarak kirmizi renkli
yiizeyin haritalandirmasini spesifik nitro titresim band1 (1335 cm™) ile tespit ettik. SERS
spektrumlari, test ¢izgisindeki (4 mm) 5 farkli esit noktadan, her noktada farkliliklari
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ortaya ¢ikaran haritalandirma yoluyla gosterildi. Sekil 4.27°de haritalandirma kalibrasyon
grafigine bakildiginda kor deneme igin test ¢izgisindeki yiizeyinin diisiik SERS siddetine
sahip olan mavi renk ile bir dagilim gosterirken, artan bakteri konsantrasyonuna bagli
olarak yiiksek derisimlerdeki bakterilerin test seridindeki yiizey haritalandirma yiiksek
SERS siddetinin gostergesi olan kirmizi renge dogru 1335 cm™’de bulunan bandin
siddetinden dolay1 gecis yapmaktadir.

Elde edilen test seritlerinde E. coli varligin1 géstermek i¢in nitroseliiloz membran yiizeyi

ve antibadi ¢izilmis test bolgesiyle karsilastirilmali SEM goriintiileri alinmstir.

Sekil 4.28. A) Konjugasyon pedindeki AUNPs SEM goriintiisii, B) Nitroseliiloz membran
SEM goriintiisii, C) Nitroseliiz membran test bolgesinde E. coli etkilesiminin SEM

goriintiisii [182].

Sekil 28 (A)’da konjugasyon pedinin i¢ kisimlarinda bulunan AuNPs goriilmektedir.
Sekil 28 (B)’de nitroseliiloz membranin bos yapisi1 goriilmektedir. Sekil 28 (C)’de ise test
seridinde etkilesen E. coli goriilmektedir. Gelistirilen yatay akis immunoassay

platformunun E. coli igin ¢alistigi kanitlanmigtir.

4.1.12. Gelistirilen kagit tabanh LFIA sisteminin 6rnek denemeleri

Gelistirilmis kagit tabanli immiinoassay platformunda, farkli E. coli konsantrasyonlarini
artirarak idrar, kan ve siite uygulanmistir. Sekil 4.29'da manyetik zenginlestirme sonrasi
idrar, kan ve siit numunelerinin test seritlerinden elde edilen SERS spektrumlari.
Yontemin dogrulugunu kontrollii bir sekilde gergeklestirmek igin gercek numune
ornekleri klasik sayma yontemiyle desteklenmistir (cizelge 4.2). Gergek Ornek
denemeleri idrar, kan ve siit gelistirilen manyetik ekstraksiyon yonteminden tayin
edilmis, E. coli i¢in ¢izilen kalibrasyon garfiginden SERS spektrumlarini kullanarak

orneklerdeki bakteri konsantrasyonlari kantitatif olarak tayin edilmistir. Bu sonuglar
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klasik sayma yontemin sonuglari ile desteklenmistir. Yiizde yakalama etkisini arastirmak
icin idrar, siit ve kanda sirastyla 10* kob/mL igin % 86, % 89 ve % 87; 10° kob/mL i¢in%
95, % 96 ve % 97; 10° kob/mL i¢in% 90, % 95 ve % 108 olarak bulundu (gizelge 4.2).
Elde edilen sonuglar, E. coli icermeyen idrar, kan ve siit orneklerinin SERS pikleri
icermedigini, ancak E. coli i¢eren idrar, kan ve siit 6rneklerinin DTNB'den kaynaklanan
giicliic: SERS piklerini  gostermistir. Ek olarak, numunelere ekilen bakteri
konsantrasyonundaki artistan dolayr SERS sinyal siddetinde bir artis oldu. Yontem, bagil

standart sapma agisindan oldukga tatmin edici sonuglar verdi.

120
— 100 < R
< g0 NN NN
= 7] - T LR >
5 | N NN N NN
= T SN SO NN
w 604 L \\::\\Q‘ N O SN
v SO O ) -
1. 1 e ::\\\ A \\\\ Q\?\t\ H \ﬁl
o 404 oo NN N i ml\ RN\ S0
— \ .
O RN NETEN WY NS
i ] ™
s e
Mo 20— \\“‘:\\\\ x\\\ NN RN DR \\\g\\\
| :‘:\\\ \\\“‘:\ R \\\“: LAY \‘:\\\
S N BN
SRR
D \ I T \\ I T 1 \
a b C

Log E. colfi {kob/mL}
Sekil 4.29. Bagil SERS spektrumlar sirasiyla (I) yapay idrar (II) referans kan (III) siit
konsantrasyonlar a) 4.23 log E. coli, (b) 5.23 log E. coli, (c) 6.23 log E. coli [183].

Cizelge 4.2. Idrar, siit ve kan drnekleri igin yapilan klasik bakteri sayim sonuglari.

Ornekler Eklenen E. coli miktar: (log kob/mL) Bulunan E. coli miktar1 (log kob/mL)

4.00 3.64+0.21

Sentetik idrar 5.00 4.97+0.12
6.00 6.40+0.80

4.00 3.7240.18

Siit 5.00 5.03+0.20

6.00 5.94+0.49

4.00 4.07+0.43

Referans Kan 5.00 5.06+0.22
6.00 6.77+1.08
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4.1.13. Manyetik ekstraksiyona dayal yontem icin secicilik ¢alismlari

Yontemde analit segici ajan olarak E. coli bakterisine se¢ici antikor kullanilsa da spesifik
olmayan etkilesimlerin yonteme etkisini gormek igin segicilik caligsmasi yapilmistir.
Sistemin 6zgilligl, ayn1 manyetik zenginlestirme prosediiriiniin farkli bakteri tiirlerine
uygulanmasiyla; B. subtilis, M. luteus, S. enteritidis test edildi. Manyetik ekstraksiyon
kagit tabanli immiinoassay platformunda E. coli tayini i¢in uygulanan tiim adimlar tiim
detaylar1 ile birlikte farkli bakteri tiirlerine de uygulanmis ve SERS spektrumlari
belirlenmistir. Segicilik i¢in belirlenen bakterilerin yatay akis immiinoassay nitroseliiloz

membran yiizeyde olusan test ¢izgileri ve kontrol ¢izgileri gosterilmistir (sekil 4.30).

Kontrol ¢izgj

AkKag yonii

Sekil 4.30. Yatay akis immunoassay seritlerine farkli bakteri ornekleri uygulandiktan

sonra elde edilen goriintiiler.

Validasyon denemeleri igin belirlenen bakterilerden elde edilen bagil SERS siddetleri es
zamanli olarak yapilan E. coli sonuglarinin farkliliklar1 Sekil 4.31°de gésterilmistir. Test
cizgilerinden aliman SERS spektrumlari diger bakterilerin sinyallerinin E.coli’den elde
edilenlere gore oldukea diisiiktii ve sonuglar bakteri olmayan kér denemenin sonuglarina
¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar E. coli igin gelistirilen immiinoassay

sisteminin yiiksek 6zgiilliigiinli gostermektedir.
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Sekil 4.31. Farkl1 bakteri tiirlerinden elde edilen bagil SERS siddetleri [183].

Yapilan ¢aligmada spesifik bakterinin yiirliylip yiiriimediginin daha iyi anlasilabilmesi
icin uygulanan yonteme farkli boyutlardaki hedef bakteri uygulanmistir. Elde edilen
veriler direkt olarak verilen bakterinin daha iyi sistemde hareket ettigini pargalanmis ve
kiigiik boyutlardaki bakterinin ¢ok iyi raman intensitesi gostermedigi goriilmiistiir. Yatay
akis sistem iizerinde kolorimetrik deney sonuglarida direkt olarak verilen bakterinin daha

kalin test ¢izgisine sahip oldugu goriilmiistiir (sekil 4.32).

Intensity / a.u.

1120 1250 1380 1510 1640
Wavenumber / cm™*

Sekil 4.32. (a) Yatay akiskan sistemin goriintiisii. E. coli direkt olarak sisteme verilmesi
(A), 1:3 konsantrasyonunda lizozim enzim ile E. coli etkilesimi (B), 1:1 oraninda lizozim
ile E. coli etkilesimi (C), Utrasonik sistemde bakterinin pargalanmasi (D). (b) Farkli
yontemler uygulanarak sisteme verilen E. coli SERS grafigi [182].
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4.1.14. Manyetik ekstraksiyona dayalh yontem icin farkh tiirdeki manyetik

partikiillerin kullanilmasi

Manyetik zenginlestirme icin olusturmus oldugumuz enzime dayali ekstraksiyon
yontemini farkli boyutlardaki ve fonksiyonel gruplara sahip olan manyetik
nanopartikiilleri kullanarak test ettik. Bu amag igin ticari olarak satin aldigimiz boyutu 10
um olan karboksil gruplarla yilizeyi modifiye edilmis olan manyetik nanopartikiiller
(Fe304-COOH) ve yine sentezlemis oldugumuz FesOs@Au nanopartikiillerini kullandik.
Kullanilan manyetik nanopartikiiller olusturmus oldugumuz yontemin tiim basamaklarini
birebir uygulayarak yontemin hem farkli manyetik partikiillerdeki etkisini hemde
tekrarlanabilirligini g6zlemlemis olduk. Sekil 4.33’de ticari olarak kullandigimiz Fe3Os-
COOH nanopartikiillerinin farkli E. coli konsantrasyonlarinin eklenmesinden sonra
immiinoassay sistemin SERS siddetini gdsteren kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Sekil
4.34’de Fe3Os@Au nanopartikiillerini kullanarak farkli bakteri konsantrasyonlarina bagli
olarak elde edilen kalibrasyon egrisi gosterilmistir. Her iki kalibrsyon garfiginden yola
¢ikarak DTNB etiketi ile modifiye edilmis olan AuNPs farkli derigsimlerdeki bakteriler ile
etkilesmesine bagli olarak SERS siddetlerinde lineer bir artis oldugu her iki grafiktede
acikca goriilmektedir. Raman etiketinin pik siddetine gore elde edilen kalibrasyon
grafiklerinde farkli bakteri derisimler (10'-107 kob/mL) arasinda dogrusallik sirasiyla
0,905 ve 0,873 R? degerleri grafikten elde edilmistir.
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Sekil 4.33. Ticari Fe304-COOH partikiillerinin bakteri kalibrasyon grafigi
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Bu sonuglarin 1s181nda iyi tekrarlanabilirlik ve ger¢cek numunelerde bakteri tespitinin daha
genis uygulanmasi i¢in yeni ¢ok fonksiyonlu kagit tabanli SERS platformlari

olusturabilmesine imkan saglamaktadir.
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Sekil 4.34. Fe30s@AuU nanopartikiillerinin farkli derisimlerdeki bakteriler ile SERS
kalibrasyon grafigi.

4.2. Bakteriyofaja dayal kagit tabanh LFIA sistem

S. enteritidis tespiti i¢in bakteriyofaj tabanli kagit sistem gelistirlmigtir. Salmonella faj
LFIA platformun antikor ile yapilan kagit tabanli sistemlerin karsilastirilmasi yapilarak
bakteriyofajin antikor yerine kullanilabilece§i gosterilmistir. Yapilan ¢alismanin tiim

detaylar1 asagida basliklar halinde verilmistir.

4.2.1.Bakteriyofaj bazh kagit tabanh yatay akis immiinoassay ¢calismalar:

Tez arastirma kapsaminda alternatif bir strateji olarak hizli ve hassas bakteri tayin
yontemi icin bakteriyofaj ¢aligmalar1 yapilmistir. Caligmalar kagit tabanli yatay akis
immiinoassay iizerinde belirlemis oldugumuz optimum degerler (AuNP miktari, antikor
konsantrasyonu vb.) bu yontem {izerinde uygulandi. Bakteriyofaj ¢alismalarinda hedef
bakteri tayini i¢in Salmonella enteritidis kullanilmistir. Hedef bakterinin belirlenmesi igin
Salmonella faj, antikor yerine kullanilarak kagit tabanli yatay akis immiinoassay sistem
tizerinde uygulanmistir. Bu uygulanan yeni yontemde nano manyetik ekstraksiyon 6n

zenginlestirme islemi yapilmadan analitin direkt olarak sisteme verilmesi ile
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gerceklestirilmistir. SERS etiket olarak DTNB AuNP’lere baglanarak degisen bakteri

konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen sinyaller takip edilmistir.

Bu yontemle yapilan deneysel ¢alismalar farkli SERS subsratlar kullanilarak analitin
belirlenmesindeki etkinligi, secicilik, kalibrasyon ve gergek 6rnek denemeleri yapilmistir.
Gelistirilen yontemin ilk olarak modifiye edilmis manyetik partikiiller kullanilarak
bakteri yakalanmig, raman etiket ihitiva eden AuNPs ile sandvi¢ molekiil yap1
olusturulduktan sonra faj tabanli bakteri tayin yontemlerine baslanmistir. Asagida verilen
verilerin sonucunda en iyi yontemin kagit tabanli yatay akis immiinoassay oldugu

belirlenmistir.

4.2.2. immiinomanyetik ayirim ile S. enteritidis tespiti

1 mL karboksil grup igeren manyetik partikiiller (0.04 mg/mL) Salmonella faj kapsid
kismindan kovalent olarak baglanma yontemi yukaridaki metodlarda anlatildig: tizere
EDC/NHS ile foknksiyonel gruplar aktif hale getirildikten sonra baglanmistir. Ortamda
bulunan serbest fajlarin uzaklastirilmasi i¢in miknatis yardimiyla manyetik alan
uygulanarak partikiiller bir yerde biriktirilerek 0.1 M PBS (pH 7.4) tamponu ile yikama
islemleri en az ii¢ kez yapilir. Son asamada ilk kez uygulayacagimiz faj bakteri tayinin
caligip ¢alismadigini kontrol edebilmek i¢in SERS ile farkli derisimlerdeki S. enteritidis
bakteri tayini yapabilmek i¢cin DTNB etiket iceren AuNPs antikor ile baglanip sandvig
kompleks sistemi olusturulmustur. Ortamda etkilesime girmeyen bakterilerin ve diger
asamada serbest antikor ile modifiye edilmis AuNPs’in uzaklastirilmasi i¢in miknatis
yardimiyla manyetik alan uygulanarak yikama iglemlerin tamamlanmasindan sonra hazir
hale gelmis olan sandvi¢ kompleks yapi ince tabaka kromotografisi (TLC) yiizey iizerine
damlatilarak SERS okumalar1 yapilmistir. Sekil 4.35°de farkli konsantrasyonlardaki
bakterinin SERS okumalarindan sonra DTNB etiketine ait olan 1336 cm™ deki nitro
gerilme bandina bagli olarak elde edilen spektrumlarin kalibrasyon grafigi gosterilmistir.
Kalibrasyon grafik sonuglari faj ile yapilan bu ¢aligmanin bakteri derisimine bagli olarak
SERS sinyallerinde artis gostermesi sistemin basarili oldugunu ve antikora alternatif bir

yontem oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.35. Salmonella enteritidis SERS kalibrasyon resim ve grafigi.

4.2.3.Farkh yiizey modifikasyonlari ile S. enteritidis tespiti

Bakteriyofaj caligmalarinda daha iyi yontem belirlemek ve fajin alternatif bir antikor
olarak kulllanilabilmesi i¢in farkli yiizeyler Salmonella faj ve antikorla beraber modifiye
edilmistir. Au yilizey ¢alismalarinda ilk olarak yiizeyde karboksil gruplari olusturmak igin
MUA (MerkaptoUndekonoik asit) saf etanol ¢6zeltisi igerisinde dispers edildikten sonra
gece boyunca karistiricida Au ylizey ile bekletilerek gerceklestirildi. Ardindan yiizeyler
PBS tampon ile yikanarak faj ile kovalent baglanma asamasina hazir hale getirildi.
Yiizeyler yukaridaki ayni prosediirler kullanilarak EDC/NHS aktivasyon ile kovalent
olarak yiizeye baglanmistir. Altin nanopartikiiller SERS aktif molekiilii olan DTNB ile
etkilestirilip bakteri antikoru ile modifiye edilmistir. Ik olarak faj bagh Au yiizeyler 30
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dk boyunca hedef bakteri ile etkilestirilip daha sonra yikamalar1 yapilmistir. Ayni islemler
AuNPs i¢inde uygulanmis ve yiizey lizerinden SERS okumalar1 yapilmaistir.
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Sekil 4.36. Faj temelli altin yiizey ile Salmonella enteritidis SERS kalibrasyon grafigi.

Sekil 4.36’da elde edilen sonuglara baktigimizda diisiik bakteri konsantrasyonlarda faj
temelli altin ylizey calismalarinda lineer bir artis gézlemlenmedi. SERS spektrum
verilerine gore ¢izilen grafikteki kalibrasyon egrisi 10° kob/mL bakteri derisiminden
sonra dogrusal bir artis gdstermekte ve korelasyon kat sayis1 (R?) 0,985 elde edilmistir.
Elde edilen kalibrasyon grafiklerdeki egimler degerlendirildiginde olusturmus
oldugumuz yontem 10° kob/mL derisimdeki bakteri konsantrasyonlarindan sonra hassas

ve giiclii SERS sinyallerini elde edilmesini saglamistir.
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Sekil 4.37. Bakteriyofaj temelli altin elektrot yiizey ile bakteri SERS sinyalleri.

Sekil 4.37°de elektrokimyasal calismalarda biyosensor olarak kullanilan ticari altin
elektrotlar kullanilmistir. Ticari iiretilen bu sistemin yiizeyinde dikdortgen seklinde kiigiik
boyutlarda ii¢ altin yiizey bulunmaktadir. Ozellikle bilimsel calismalarda biyolojik
orneklerin algilanmasinda kullanilmasi ve altin yiizeyin az alan kaplamasindan dolay1
daha az sarfiyat ve hassas sonuglar elde edebilmek i¢in bu altin elektrotun yiizeyi tercih
edilmistir. Altin elektrotun yiizeyi yukardaki prosediirle ayn1 sekilde modifiye edilerek
SERS sonuglar1 raman etiketi ile takip edildi. Yiizeyde ii¢ altin yiizey bulundugu i¢in
yiiksek konsantrasyon 107 kob/mL ve diisiik konsantrasyon 10% kob/mL olarak secildi,
diger yiizey bakteri icermeyen kor calisma yapilmast icin tercih edildi. Ug noktadan elde
edilen SERS piklerine baktigimizda bakteri konsantrasyonuna bagli olarak artis
goriilmektedir. Ama sekil 4.36°daki kalibrasyon grafigindeki bakteri konsantrasyonu (10’
kob/mL) altin elektrot yiizeydeki konsantrasyondan (107 kob/mL) daha yiiksek SERS
sinyal siddetine sahip oldugu goriilmektedir. Bu nedenle faj temelli Au yiizeylerden dogru
ve hassas bakteri tayini yapmanin ideal olmadigini 6zellikle diisiik derisimlerde bakteri

tayininin yapilmasinin olduk¢a zor oldugu anlasiimistir.

4.2.4.Faj bazh ELISA plaka ile bakteri tayini

ELISA 96 kuyucuklu plaka tizerine Salmonella faj kuyucuklardan 8 tanesine eklenerek
plaka yiizeyinde bulunan polisitren polimeri ile fiziksel adsorbsiyon ile baglanarak
modifiye edilmistir. Yiizeye tutunan bakteriyofajlarin ortamda adsorbe olamayan

fajlardan ayirmak i¢in ii¢ kez PBS tampon ile yikama islemi yapilmistir. Hedef bakteri
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ile 30 dk boyunca etkilestirilip tekrar yikama islemi yapilmistir. Son agamada raman

etiketli antikor ile bagli olan AuNPs eklenerek sandvi¢c kompleks yapisi olusturulmustur.
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Sekil 4.38. Faj bazli ELISA plaka yiizey ile bakteri SERS kalibrasyon grafigi.

Sistemin kolaylig1 ve kolorimetrik ¢alismalarda daha kullanigh olmasindan dolayi tercih
edildi. Ama yapilan kalibrasyon calismalarinda artan bakteri derisimine bagli olarak
SERS sinyallerinde dogrusal bir artis goriilmedi (sekil 4.38). Hatta tiim bakteri
konsantrasyonlarindan elde edilen SERS pikleri birbirine ¢ok yakin degerler olarak
goriildi.

4.2.5.Bakteriyofaj bazh kagit tabanh LFIA sistem

Salmonella faj temelli kagit tabanli LFIA yonteminin daha hassas ve yiiksek performansla
S. enteritidis tayininde kullanilabilmesi igin oncelikle yontemin temel taslarindan biri
olan konjugasyon ve test ¢izgisi ilk olarak antikor ile modifiye edildikten sonra kademeli
olarak faj kullanilarak numuneden S. enteritidis’in se¢imli bir sekilde yakalanmasini
saglayan hizli ve hassas bir yontem gelistirilmistir. Bu amagla AuNPs S. enteritidis
antikor EDC/NHS aktivasyon yontemiyle kovalent baglanir ve test ¢izgisi avidin-biotinli
S. enteritidis antibadi ile nitroseliiloz yiizey {izerine ¢izilerek kalibrasyon g¢alismalari
yapilmigtir. Farkli derisimlerdeki (10* kob/mL-107 kob/mL) hedef bakteri kagit tabanli
yiizey tizerinden yiiriitiilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir (sekil 4.39).
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Sekil 4.39. S. enteritidis tayini icin SERS kalibrasyon grafigi (test ¢izgisi:antikor,

konjugasyon:antikor ile modifiye edilen AuNPSs).

Bakteriyofaj tabanli LFIA sistemi insa etmek icin kalibrasyon galismalarinda ikinci
optimizasyon asamasi olarak, test ¢izgisi sekil 4.32 deki gibi avidin-biotinli S. enteritidis
antibadi ile yiizeye g¢izilirken konjugasyon ped boliimiinde AuNPs Salmonella faj ile
kovalent olarak baglandi, raman sinyallerinin takibi i¢in DTNB SERS etiketi kullanildi.
Farkl1 derisimlerdeki hedef bakteri nitroseliilloz membran ylizeyinde yiiriitiildiikten sonra

SERS sinyallerine gore kalibrasyon grafigi sekil 4.40°da gosterilmistir.
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Sekil 4.40. S. enteritidis tayini i¢in SERS kalibrasyon grafigi (test ¢izgisi:antikor,
konjugasyon:faj ile modifiye edilen AuNPs)

Son agamada artik tamamen Salmonella faj tabanli kagit LFIA sistem insa etmek i¢in
modifikasyonlar yapilmistir. Bu asamada diger kalibrasyon garfiklerin sonuglarina gore
kiyas yapabilmek ve sistemin calistigin1 analayabilmek i¢in test ¢izgisi ve konjugasyon
kisimlar1 tamamen Salmonella faj ile kovalent olarak baglandi. Elde edilen SERS
piklerinin S. enteritidis bakterisinin derisimine bagli olarak kalibrasyon grafigi sekil
4.41°de gosterilmistir. Kalibrasyon grafiklerinin i¢ kismima DTNB raman aktif maddenin
SERS spektrumlarindan olusturulan grafikleri eklenmistir. Elde edilen sonuglarin
varliginda farkli antikor ve faj modifikasyonlar ile olusturulan SERS kalibrasyon
grafikleri gbz oniinde bulunduruldugunda sekil 4.40 (test ¢izgisi: antikor, konjugasyon
ped: faj) ve sekil 4.42°de (test ¢izgisi: faj, konjugasyon ped: faj) olusturulan kalibrasyon
grafikleri hedeflenen S. enteritidis bakterisini belirlenmesi igin ideal bir yontem oldugunu
gostermektedir. Tiim optimizasyon basamaklarinin bakteri antibadisi ile yapilan
calismalarda kalibrasyon egrisinden elde edilen korelasyon kat sayisi (R?) diger
kalibrasyon grafiklerden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. R? degerleri yukardan asagiya
verilen kalibrasyon grafiklerde sirasiyla 0,944, 0,984 ve 0,980 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar bakteriyofaj bazli kagit LFIA sisteminin hedef bakteri tayini i¢in etkili bir

yontem oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.41. S. enteritidis tayini i¢cin SERS kalibrasyon resim ve grafigi (test ¢izgisi:faj,
konjugasyon:faj ile modifiye edilen AuNPs).

4.2.6.Bakteriyofaj tabanh LFIA sistemin secicilik ¢alismlar:

Salmonella faj tabanli sistemde analit segici ajan olarak S. enteritidis bakterisine segici
antikor ve faj kullanilarak baska bakteri tiirlerinin (B. subtilis, M. luteus, E. coli, S.
typhimurium) ve spesifik olmayan etkilesimlerin olusturmus oldugumuz yeni yonteme
etkisini belirleyebilmek i¢in validasyon denemeleri yapilmistir. Sistemin basaril
kalibrasyon verilerinden yola ¢ikarak ozellikle sekil 4.33 ve sekil 4.34’deki optimize

edilen sartlar secicilik deneylerinde de uygulanmustir.
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Faj tabanli LFIA sistemde hedef bakterinin belirlenmesi i¢in yapilan tiim adimlar ayni
sekilde diger bakteri tiirlerine de uygulanarak SERS degerleri elde edilmistir (sekil 4.35-
sekil 4.41). Sekil 4.42°de test ¢izgisi (antikor) ve konjugasyon ped kisminda bakteriyofaj
ile immobilize edildikten sonra elde edilen SERS spektrum sonuglarina gore olusturulan
sistem hedef bakteriye 0zgiil oldugu grafikten anlasilmaktadir. Tiim immobilizasyon
asamalarinin faj ile insa edilen LFIA sistemin (sekil 4.43) SERS sonuglarida diger
sistemin sonuglar1 ile paralel oldugu goriilmiistiir. Ayrica bakteriyofaj tabanli LFIA
sistemin 6zgilliigiiniin daha iyi anlasilmasi ig¢in S. typhimurium bakterisi kullanilarak

sistemin dogrulugu SERS spektrum verileri ile dogrulanmistir (sekil 4.43 i¢ kisimda).
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Sekil 4.42. S. enteritidis segicilik tayini i¢in SERS sonuglart (test ¢izgisi:antikor,
konjugasyon:faj ile modifiye edilen AuNPs).
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Sekil 4.43. Belirlenen bakteri segicilik tayini igin bagil SERS sonuglar1 (test ¢izgisi:faj,
konjugasyon:faj).

Secicilik tespit denemeleri i¢in kullanilan bakterilerin yukaridaki grafiklerdeki
sonuglarina bakildiginda bagil SERS siddet degerleri S. enteritidis’den elde edilen
degerin altinda ve bakteri igermeyen kor ¢alismasida ¢ok diisiik SERS pikleri igermesi

gelistirilen faj tabanali LFIA platformun yiiksek 6zgiilliiglinii gdstermektedir.

4.2.7.Bakteriyofaj tabanh sistemin gercek ornek denemeleri

Faj tabanli sistemin kalibrasyon ve secicilik ¢alismalarindan elde edilen verilerden sonra
sistemin uygulanabilirligi ve dogrulugunu kontrol edebilmek igin gergek Ornek
denemeleri yumurta (sekil 4.44 (A)) ve tavuk eti (sekil 4.45 (B)) ticari olarak marketten
almarak gelistirmis oldugumuz sistem iizerinde hedef bakteri tayini yapilmis ve
olusturulan kalibrasyon egrilerinden SERS sinyal verileri kullanilarak gergek ornekten
hedef bakterinin derisimi ve yiizde geri kazanimi1 hesaplanmistir. Yapilan tavuk eti ve
yumurta ¢alismalarinda toplam 1 mL PBS tamponunda hedef bakteri ortama enfekte
edilerek belirlenen konsantrasyonlar tampon ¢ozeltisi ile seyreltme yapilarak
ayarlandi.Kalibrasyon grafik R? degerleri tavuk igin 0,981 ve yumurta igin 0,978 olarak
hesapland1. Ayrica gergek rnek denemelerin yiizde geri kazanimlar1 10% kob/mL ile 10°
kob/mL arasindaki konsantrasyonlar i¢in sirasiyla tavuk calismasi igin: %109, %93,

%104, %102 (Cizelge 4.3);
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yumurta deneyleri i¢in: %97, %116, %94, %98 olarak tespit edildi (Cizelge 4.4). Boylece
gercek Ornek denemelerinde hedef bakterinin tespiti i¢in faj tabanli LFIA sistemin

uygulanabilir ve hassas bir metot oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.3. Tavuk 6rneklerinden elde edilen bakteri sayim sonuglari.

Eklenen S. enteritidis Bulunan S. enteritidis % Baglanma
miktar1 (kob/ml) miktar1 (kob/ml)
2 2,18 109,03
3 2,79 93,09
4 4,17 104,32
5 512 102,33

Cizelge 4.4. Yumurta orneklerinden elde edilen bakteri sayim sonuglari.

Eklenen S. enteritidis Bulunan S. enteritidis % Baglanma
miktar1 (kob/ml) miktar1 (kob/ml)
2 1,95 97,72
3 3,49 116,48
4 3,76 93,98
5 4,91 98,28

Canli S. enteritidis bakteri sayim1 deneyleri i¢in antikor ve faj ile kovalent olarak bagh
AuNPs kullanilarak uygun besi ortamina ekilerek olusan kolonilerden diliisyon hesabi
yapilarak klasik sayim islemleri yapilmistir. Sekil 4.45’de verilen S. enteritidis
konsantrasyonuna karsilik etkilesimlerden sonra elde edilen yani bulunan bakteri sayisi
hesaplanmistir. Grafikteki verilere gore sisteme verilen bakteri sayisi ile bulunan bakteri
konsantrasyonuna birbirine ¢ok yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Ayrica S. enteritidis
antikor ve faj ile yapilan caligmalarda antikor ile gergeklestirilen islemlerin faj ile
yapilanlara kiyaslandiginda birbirlerine ¢ok yakin ve paralel sonuglar oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.5°de 10%-10° kob/mL S. enteritidis miktarlar1 kullanilarak
yapilan klasik sayim sonuglarina bakildiginda antikor ve bakteriyofaj ile modifiye edilmis
olan partikiillerin bakteriyi yaklama yiizdeleri 10* kob/mL derisimi i¢in sirasiyla %84,
%66; 10° kob/mL i¢in %90, %69; 10° kob/mL igin %94, %75 degerleri elde edilmistir.
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Sekil 4.45. Klasik bakteri sayim metodu ile antikor ve faj modifiye S. enteritidis bakteri

miktarlarinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.5. Antikor ve bakteriyofaj ile modifiye edilmis olan AuNPs’in klasik bakteri

sayim sonugclari.

Eklenen Orijinal  Bulunan Bulunan Blank 1 Blank2
Bakteri (Antikor+AuNP) Bakteriyofaj+AuNP AuNP + . .
Bakteriyofaj kaph o/ p.s1anma
. Bakteri Tampon &
(logso kob/mL) Bakteri AuNP+Tampon

(logso kob/mL) (logso kob/mL)

Antikor  Faj
4,63+0,12 3,92+0,12 2,95+0,05 0 0 %84 %66
5,63+0,12 5,07+0,09 3,78+0,01 0 <10 %90 %69
6,63+0,12 6,25+0,18 4,73+0,12 0 10 %94 %75

Bakteriyofaj kapli manyetik partikiillerin ilgili bakteri ile etkilesiminin TEM goriintiileri
sekil 4.46’da verilmistir. Karboksil grup ile modifiye edilmis olan demir partikiiller
EDC/NHS ile aktive edildikten sonra S. enteritidis fajina kovalent olarak baglanmasi
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gerceklestirildi. S. enteritidis bakterisi faj modifiye manyetik partikiiller ile 30 dk
boyunca 650 rpm’de karistiricida etkilestirildi. Daha sonra tampon ¢ozelti ile ii¢ kez
yikamasi yapildiktan sonra TEM goriintiileri alindi. TEM sonuglarina bakildiginda faj ile
fonksiyonel hale getirilmis olan demir partikiiller hedef bakteriyi yakalarken,
bakteriyofajlarin boyutlarindan ve biyolojik bir 6rnek olmasindan dolay1 goriintiilenmesi
saglanamamistir. Sekil 4.47 (A) Salmonella faj yiizeye tutturulduktan sonra elde edilen
TEM goriintiisii ve (B) yiizeye daha yakin acidan yapilan TEM calismasindaki

Salmonella fajin goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 4.46. Salmonella faj ile yiizeyi kapli olan manyetik partikiillerin TEM resmi.
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Sekil 4.47. A) Salmonella faj B) Salmonella fajin yakinlastirilmig agidan goriintiisi.
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5. YORUM

Bu c¢alismada benzalkonyum kloriir ve sitrat varlifinda altin nanopartikiiller
sentezlenmistir. Sentez parametreleri optimize edilmis olan bu altin nanopargaciklarin
bakteri etkilesiminden sonra Raman sagilimini gli¢lendirici etkileri incelenmistir.
Sentezledigimiz altin naopartikiiller arasindan, SERS sinyallerini yiiksek analitik
performansla (yiiksek duyarlilik, dogruluk, tekrar tretilebilirlik) giiclendirebilecegini
diislindiiglimiiz altin nanopartikiiller kullanilmistir. Kagit tabanli LFIA sistemlerin
konjugasyon boliimiinde kullanilmak {izere benzalkonyum kloriir ile sitrat bazli AuNPs
sentezlenmistir. Kagit tabanli sistemlerde ve SERS o6l¢iimlerinde dogru sonuglar elde
etmek i¢in altin nanopartikiiller kullanilmaktadir. Benzalkonyum AuUNPs’nin SERS
etiketi DTNB iizerindeki sinyal gii¢lendirici etkilerini incelemek ve kantitatif analizde
etkinligi izlemek igin kagit tabanli sistemin konjugasyon pedinde immobilize edildikten
sonra E. coli tayini i¢in 10*-10" kob/mL miktarlarina uygulanarak kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Sekil 4.3’de verilen kalibrasyon grafigi incelendiginde benzalkonyum
AuNPs’in diisiik E. coli derisimlerindeki SERS siddetleri konsantrasyona bagli olarak
degismezken, 10° kob/mL ve iizeri bakteri miktarlarindan sonra SERS siddeti artis
gdstermistir. Bu sonug 1s13inda kullanilan partikiiliin tespit limiti 10° kob/mL olarak
belirlenmistir. Elde edilen SERS spektrum sonuglarina gore en duyarli sonug veren
partikiillerin %0.01 HAUCI4 kullanilarak sitrat varliginda sentezlenen yaklagik 20 nm
boyutundaki pargacik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu pargacigin kolay agrege
olmadigi, konjugasyon pedine emdirildikten sonra da rengini korudugu ve yatay akis
seritlerinde akisinin kolay saglandigi gozlemlenmistir. Sentezlenen AuNPs iki farkli
Raman etiketiyle modifiye edilmistir ve en iyi sonug¢ veren etiket kullanilmistir.
Kullanilan Raman etiketleri AuNP ¢ozeltisinde agregasyona neden olmamalar1 ve en iyi
sinyali vermeleri acisindan kiyaslanmiglardir. Calismada AUNPS suda ¢oziinen glutatyon
ve etanolde ¢oziinen DTNB karsilastirilmistir. Hazirlanan konjugasyon ¢ozeltileri
konjugasyon pedlerine emdirilmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Yatay akis
immunoassay platformlart hazirlanip E. coli ornekleri sisteme verilmis ve Raman
spektroskopisi (SERS) ile test ¢izgileri 6l¢lilmiistiir. Elde edilen veriler dogrultusunda 20
ve 50 mM DTNB igeren ¢ozeltilerde agregasyon gozlemlenmis, 1 ve 10 mM DTNB
iceren cozeltilerde ise agregasyon gozlemlenmemistir. Glutatyon kullanilan ¢ozeltilerin
ise higbirinde agregasyon gozlemlenmemistir. Ancak glutatyon ile hazirlanan

konjugasyonlarin kullanildig1 6rneklerde tiim konsantrasyonlardaki SERS sinyalleri ¢cok
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diisiik ¢itkmistir. Bu nedenle etiket olarak DTNB kullanimina karar verilmistir. 1 mM
DTNB igen konjugasyon c¢ozeltisi kullanilan 6rneklerde sinyallerin yeterince yliksek

olmas1 ve daha az madde sarfiyati i¢in 1| mM DTNB konsantrasyonu tercih edilmistir.

Kagit tabanli LFIA platformunun E. coli érneklerine uygulanmasi sirasinda platformun
hazirlanmas1 biiyiik onem tagimaktadir. Oncelikle kullanilacak olan nitroseliiloz
membranlar Sekil 3.5’de belirtilen 6l¢iilerde hazirlanmistir. Daha sonra konjugasyon pedi
olarak kullanilacak olan glass fiber membrana hazirlanmis olan Raman etiketli AuNP
konjugasyon ¢dzeltisinden 25 uL emdirilmis ve kurumaya birakilmistir. Ornek pedi igin
yine aynt membran kullanilmis ve %5 BSA, % 0.05 Tween 20 iceren PBS (pH: 7.4)
tamponuna daldirilip kurumaya birakilmistir. Test membrani olarak nitro seliiloz
membran kullanilmistir ve test ¢izgisi i¢in 100 pg/mL biyotinli antikor ¢ozeltisi ile 1000
pg/mL avidin cozeltisi esit oranda karistirildiktan sonra membran {izerine ¢izilmis,
kontrol ¢izgisi i¢in ise 100 ug/mL anti fare IgG ayni membran {izerine ¢izilmistir. Emis
pedi herhangi bir 6n islemden gegirilmemistir. Tiim membranlar kuruduktan sonra
platform olusturulmus ve 100 uL PBS (pH: 7.4) tamponunda 10*’den 10%’¢ degisen

konsantrasyonlarda hazirlanan E. coli 6rneklerine verilmek igin hazir hale getirilmistir.

Yaptigimiz tez kapsaminda iki farkli metod uygulanarak patojen bakteri tayini i¢in kagit
tabanli sistemler gelistirilmistir. Bu metodlar: 1) manyetik ekstraksiyona dayali kagit
tabanli LFIA sistem 2) Bakteriyofaja dayali kagit tabanli LFIA sistem. Gelistirmis
oldugumuz sistemlerin tiim modifikasyon, validasyon basamaklari ve elde edilen
sonuglarin yapilan literatiir ¢aligmalar1 ile karsilastirilmalar1 asagida detayli olarak

tartisilmistir.
1) Manyetik ekstraksiyona dayali kagit tabanli LFIA sistem:

E. coli igin DTNB etiketli yatay akis immunoassay ¢aligmalari optimizasyon, validasyon
ve uygulama caligmalariyla tamamlandiktan sonra manyetik nanopargaciklar kullanilarak
E. coli’nin numune ortamindan ekstrakte edilmesine dayali bir yontem daha
gelistirilmistir. Manyetik nanoekstraksiyonun kolaylig1 ve yiiksek performansi sayesinde
yatay akis immunoassay ile E. coli analizinin analitik performansinin artirilmasi
hedeflenmistir. Bu yontemde Yatay akis immunoassay yonteminin daha yiiksek
performansla E. coli analizinde kullanilabilmesi ig¢in Oncelikle numuneden E. coli

antikoru ile modifiye edilmis manyetik nanopargaciklar kullanilarak ekstrakte edilmesi
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ardindan ekstraksiyon sonrasi bakteri ile manyetik parcaciklarin baglantisinin kesilerek
¢ikarilmasi, son olarak da yatay akis immunoassay seritlerinde analiz edilmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in dncelikle karboksil gruplu manyetik nanopartikiillerin {izerine
kazeinin kovalent immobilizasyonu ic¢in karboksilik asit gruplar1 EDC/NHS ile
aktiflestirilmistir. Bu amagla 5 mg/mL manyetik nanopartikiil ¢ézeltisine 0.1 g EDC ve
0.3 g NHS ilave edilmis ve karisim oda sicakliginda karistirilmistir. Bu siire sonunda
manyetik partikiiller miknatis yardimiyla toplandiktan sonra {i¢ kez borat tamponu (pH
7.4) ile yikanmistir ve tekrar borat tamponu igerisinde dagitilmistir. Daha sonra bu
¢ozeltiye 10 mg/mL kazein ¢6zeltisi eklenmis ve karisim 24 saat +4 °C’e karanlikta
karistirilmistir. Bu siire sonunda partikiiller miknatisla toplandiktan sonra fazla kazeini
uzaklagtirmak i¢in borat tamponu ile yikanmistir. Daha sonra bakteri ile etkilesimi
saglamak i¢in E. coli antibadisi yine EDC/NHS aktivasyonu ile kovalent olarak kazein
proteinine baglanmistir. Yikamalar borat tampon ile yapildiktan sonra manyetik partikiil
bakteri ile etkilesime hazir hale getirilmistir. Modifiye manyetik partikiiller farkli
konsantrasyonlardaki bakteri numuneleri ile etkilestirilmistir. Bir miknatis yardimiyla
modifiye olmus manyetik partikiiller ve etkilesen bakteriler toplanmis ve ardindan
manyetik partikiiller yikanarak numune ortamindaki diger bilesenler uzaklastirilmistir.
Ardindan borat tampon ortaminda tekrar dagitilan manyetik partikiilleri bakteriden
ayirmak i¢in kazein proteini mikrobiyal rennet yardimiyla kesilmistir. Miknatis
kullanilarak manyetik partikiiller uzaklastirildiktan sonra bakteri 6rnekleri yatay akis
immunoassay seritlerine uygulanmigtir. Yontemin segiciligi i¢in E. coli ile birlikte S.
Enteritidis, B. Subtilis, M. Luteus bakterileri manyetik nanoekstraksiyon uygulandiktan
sonra test seritlerinde analiz edilerek test edilmis ve SERS spektrumlar1 ol¢lilmiistiir.
Manyetik partikiil sayisi, kazein miktar1 ve rennet enzim miktar optimizasyonu 10°
kob/mL E. coli konstrasyonunda uygulanarak en iyi sartlar belirlenmistir. Ardindan
AuNP derisiminin etkisini bu yontem i¢in incelemek iizere, 5-30 uL araliginda AuNP
konjugasyon pedine emdirilerek yatay akis test seritleri hazirlanmistir. Ardindan 10°
kob/mL E. coli igeren bir 6rnek yukarida anlatildig: sekilde manyetik nanoekstraksiyonla
ekstrakte edilmis ve test seritlerine uygulanmaistir. Optimum degerler belirlendikten sonra
farkli konsantrasyonlardaki (101-10" kob/mL) bakteri rneklerine yontem uygulanmis
SERS spektrumlart dl¢tilmiistiir. Kalibrasyon i¢in kullanilacak bu deney ii¢ farkli giinde
farkl1 rnekler kullanilarak tekrarlanmistir. Son olarak idrar, kan ve siit icerisine 104, 10°

ve 10° kob/mL E. coli eklenerek ydntemin uygulanmas: gergeklestirilmistir.
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Mekanik ozellikleri, ti¢ boyutlu lifli yapisi, uygun fiyati, biyouyumlulugu ve
biyobozunurlugu, iiretim kolaylig1 ve modifikasyonu nedeniyle sayisiz avantaji olan kagit
tabanli sensdrler ve test platformlari ¢ok degerli bir alt yap1 olmustur. Giintimiizde optik
(kolorimetrik, floresan, SERS, transmitans) [38-41] ve elektrokimyasal (voltammetrik,
potansiyometrik ve iletkenlik tabanli) [42,43] yontemleri daha sik kullanilmaktadir.
Literatiirlerde yapilan ¢aligmalarda, kagit bazli SERS sensor ve test platformlar1 sudaki
fungisit [40], kan orneklerinde glikoz [44], Rhodamine 6G, organofosfat malatyon, eroin
ve kokain gibi eser kimyasallarin [45], tirozin ve sistein gibi amino asitlerin [46,47]
belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Bu arada, bir immiin reaksiyonunun 0l¢iilmesinde
elektrokimyasal transdiiser olarak polianilin temel alinarak E. coli O157: H7 tespiti igin
yatay akig immiin sensori teknigi gelistirilmistir. Tespit limitinin (LOD) 10 dakikada
7,8x10* kob/mL olarak bulundu [48]. E. coli i¢in bir baska immiin sensor ¢alismasinda,
sistem boyunca bir mikro akis icinde etiketsiz SERS kullanilarak tespiti yapildi. Polietilen
glikol (PEG) ve manyetik nanopartikiiller kullanilarak LOD degerinin 4.485 hiicre/mL
oldugu bildirildi [49]. Literatiirde, E. coli tespiti i¢in kagit tabanli yatay akis testi (LFA)
ve kagit tabanli analitik cihaz (PAD) kullanilmistir. Pohlmann ve arkadaslart 25
dakikadan daha az bir siirede 5x10* kob/mL ile E. coli tespiti icin LFA sistemi
gelistirdiler. Bu sistemde DNA reseptor olarak kullanilmistir [50]. Baska bir ¢alismada
primer antikor reseptor olarak kullanilmis ve E. coli 5x10?-5x10°% kob/mL tespit araliginda
tespit edilmigtir [S1]. E. coli tespiti i¢in diger LFA ¢aligmasi aptamer reseptorii ile yapild.
Tespit smirinm 3x10? kob/assay oldugu bulundu [52]. PAD sistemlerinde, sirastyla 10
kob/cm? ve 5 kob/mL tespit sinirlarinda E. coli'yi saptamak icin bakteri spesifik enzim ve
primer antikor reseptorleri kullanilmistir [7,53]. Cesitli yontemlerin tespit limitleri
gelistirmis oldugumuz yontemle karsilastirildiginda, gelistirilen kagit bazli LFIA
yonteminin daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Gelistirilen yontem ayrica tespit edilen E.

coli igin segici ve spesifiktir.

Gelistirdigimiz kagit tabanli LFIA sistemi SERS ve E. coli'nin hizli, giivenilir, hassas ve
secici bir sekilde tespiti i¢in kullanilabilir. Kagit bazli LFIA'nin optimizasyon
parametreleri (AuNP, Fe3O4/Au-PEI nanopartikiilleri, kazein ve rennet enzim miktart)
gergeklestirilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda sitrat bazli AuNPs’in 10°
kob/mL E. coli ile etkilesdikten sonra elde edilen SERS sinyallerine bakildiginda
konjugasyon pedine emdirilen AuNP arttikga SERS sinyalleri de artmistir. 25 puL AuNP

miktarimin tizerindeki SERS sinyalleri ayni oranda oldugu i¢in optimum altin miktari 25
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uL  olarak belirlenmistir. Manyetik ekstraksiyon ig¢in kullanilan Fe3Os/Au-PEI
nanopartikiilleri yapilan sentez caligmalarinda, 2 mg/mL konsantrasyonda reaksiyon
gbzlenmezken, 5 mg/ml iizerindeki konsantrasyonlarda partikiillerdeki agregesyon
problemlerinden dolayr en uygun miktar 5 mg/mL olarak belirlenmistir. SERS
sonuglarindan optimum Fe3O4/Au-PEI nanopartikiil sayisi olarak en iyi sonucun elde
edildigi 1.28x10* partikiil/mL (Sekil 4.22°de 250 pL'ye karsilik gelmektedir) olarak
belirlenmistir. Kazeinle modifiye edilmis Fe3O4/Au-PEI nanopargaciklari, kagit bazl
LFIA sistemi gelistirmek i¢in dnceden konsantre edilmis bakterilerden rennet enzimi ile
kesilerek ayrildi. Enzim substrat olarak kazeinin optimizasyon ¢aligsmalarinda bakteri ile
etkilestirilp kagit tabanli sisteme verildikten sonra elde edilen SERS garfigi sekil 4.24’de
gosterildigi tizere 7 mg/mL olarak belirlenmistir. Ayrica sekil 4.25°de rennet enzim
miktart i¢in yapilan ¢alismada istenilen bakterinin FesOs/Au-PEI nanopartikiillerinden
ayirmak i¢in kullanilan optimum miktar 5 pL olarak tespit edilmistir. Yapilan kalibrasyon
caligmalarinda manyetik ekstraksiyon yontemi ile istenilen bakterinin Fe3Os/Au-PEI
nanopartikiilleri yardimiyla yakalandiktan sonra enzim varliginda partikiillerden
bakterinin ayrilmast i¢in yapilan kagit tabanli sistemin SERS sonuglart gosermistir ki 60
dakika iginde 0,52 kob/mL LOD degeri ile farkli E. coli derisimleri (10'-10" kob/mL)
arasinda dogrusal bir iligki elde edilmistir. E. coli tespiti i¢in yukarida belirtilen
modifikasyon asamalar1 klasik sayma yontemleriyle karsilagtirilarak elde edilen
sonuglarin birbirleri ile uyum iginde oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada idrarda,
kanda ve siitteki E. coli'yi saptamak i¢in kagit tabanli LFIA sistem gelistirdik. Elde edilen
sonuglar SERS kullanilarak dl¢iildii. Yakalama etkinligi, idrar, kan ve siitte sirasiyla %

86.4, %93 ve % 89.6 olarak bulunmustur.

Yontemin segiciligi S. Enteritidis, B. Subtilis, M. Luteus bakterileri ile test edilmis ve bu
bakterilerin SERS olglimleri ile gergeklestirilen E. coli tayininde girisim etkisi
gdzlenmemistir. E. coli bakterisi icin kalibrasyon grafiginde dogrusal aralik 10'-10’
kob/mL dir. E. coli tayini igin toplam analiz siiresi bir saatten az ve teshis sinir1 ise 0,52
kob/mL olarak tespit edilmistir. Bakteri tayini i¢in kullanilabilecek nanopartikiillerin
tasarimi, sentezi ve ylizey modifikasyonu, karmasik bir numuneden E. coli bakterisinin
etkili bir sekilde ayrilmasina olanak saglamis ve ayrica biotinli antikorlarin kontrollii bir
sekilde avidin-bagli nanopartikiil ylizeyine immobilizasyonu ile de kagit tabanl IFIA

platformlar1 tizerinden SERS sinyali alinarak veri analizi yapilmistir. Sekil 4.28°de
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gosterilen SEM gorintiileri ile test ¢izgisinde yakalanan E. coli bakterileri goriilmektedir.

Gelistirilen yatay akis immunoassay stripinin E. coli bakterisi i¢in ¢alistig1 kanitlanmistir.

Bu sonuglara dayanarak, gelistirmis oldugumuz kagit tabanli yatay akis immiinoaaasy
sistemin manyetik ekstraksiyon yontemi ile enzim varliginda kesilip daha sonra miknatis
yardimyla PBS tamponuna alinan, idrar, kan ve siit numunelerinde E. coli'nin hizli ve
hassas tespiti icin kullanilabilecegi gosterilmistir. Onerilen yontem diger bakterilerede
uygulanabilir. Gelistirilen analitik yontem, se¢iciligi ve ozgilliigli yan1 sira duyarliligi

acgisindan da kendini kanitlamistir.
2) Bakteriyofaja dayali kagit tabanli LFIA sistem:

Gelistirmis oldugumuz bakteriyofaja dayali LFIA platformlarin yukarida belirtmis
oldugumuz manyetik ekstraksiyon temelli LFIA sisteminden farkli olarak hedef bakteri
S. enteritidis segilmis ve herhangi bir ayirma iglemi yapilmadan direkt olarak sisteme
verilmistir. Tipik kagit tabanli LFIA sistemi meydana getiren yapi incelendiginde
birbirinden farkli malzemelerden olusan ve farkli amaglar1 olan bolgeler goriilecektir.
Numune strip olarak adlandirilan kisim numunenin damlatildigi fiber glass yapidaki
ornek pedi olmak iizere, istenilen bakteriyi tespit etmek i¢in modifiye altin
nanopartikiillerin emdirildigi fiber glass yapisindaki konjugasyon pedi, kapiler akisin
gerceklestigi ve test cizgisi ilgili antikor ve Salmonella faj ile olusturularak sonucun
gbzlemlendigi nitroseliiloz membran kullanilmistir. Son bélim ise stripin son kismi
kapiler akis sonunda etkilesmeyen 6rnegin ve c¢ozeltilerin emildigi absorpsiyon pedidir.
Insa edilen sistemde uygulanan numune drnek pedi araciligiyla partikiil konjuge edilmis
konjugasyon pedine gelmektedir. Konjugasyon pedinde yaklasik 20 nm boyutunda
sentezlemis oldugumuz DTNB ile kovalent bagli olan altin nanokiire partikiiller
bulunmaktadir. Numune (bakteri ¢ozeltisi) kurutulmus konjugati harekete gegirir ve
bakteri ile etkilesime gegen bu partikiiller stripin bir sonraki test bolgesine gelirler. Test
bolgesi tizerinde antikor veya bakteriyofaj ile immobilize edilmis test seridi ve kontrol
seridi bulunmaktadir. Bu seritlerin test kisminda ilgili analiti yakalamak icin antikorlar
ve fajlar, kontrol kisminda ise sistemin calistigini dogrulamak igin anti-antikorlar
immobilize edilmistir. Sonuglar partikiillerden gelen renk degisimi ile hem kolorimetrik
hem de raman etiket igeren modifiye altin kiireler ile SERS sinyali takibi ile

yorumlanmistir. Boylece faj tabanli LFIA sistem olusturmak i¢in yukarida anlatilan
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kisimlar, ilk olarak antikor sonra kademeli olarak bakteriyofaj ile immobilize edilerek
sistemin S. enteritidis ile uygulamasi gergeklestirilmistir (sekil 5.1).

( J
//j‘\\ Emis pedi

Konjugasyon pedi J i

!' Nitroseliiloz membran
Test gizgisi

Ornek pedi

Sekil 5.1. Bakteriyofaja dayali kagit tabanli sistemin bakteri SERS etkilesimi.

Bakteriyofajlar, kesfedildikleri giinden beri yogun olarak molekiiler biyoloji araglari
olarak kullanilmistir [184]. Son on yilda, fliioresans ve liminesans gibi ¢esitli analitik
sinyalleri kullanilarak dogrudan (faj protein fiizyonlar veya faj DNA boyama) [29, 30]
veya dolayli (antikor veya kuantum noktalariyla etiketli fajlar) [28] tespitine dayanan
cesitli faj bazli biyo-deneyler gelistirilmistir. Cogu teknik, 6zel bir algilama cihazinin
yani sira yiiksek diizeyde bir tekniklik gerektirir. Kagit tabanli bakteri tayin yontemine
alternatif bir sistem olarak antikor yerine bakteriyofaj kullanilarak yeni bir sistem

gelistirilmistir.

Literatiir ¢alismalarinda 6zellikle Salmonella faj ile yapilan ¢alismalar incelendiginde
asagida belirttigimiz verilere ulastik, floresansi ¢ikis sinyali olarak kullanarak akis
sitometrisini algilama cihazi olarak kullanarak deniz sularinda bakteri tespiti yapilmasi
icin Ozellikle yesil fliioresan proteinini (GFP) kodlayan islenmis fajlar ile enfekte olmus
bakterilerin tespiti i¢in yontem gelistirdiler. Teshis limitinin (LOD) 1 saat analiz siiresi
boyunca 10 kob/mL olarak belirlendi [185]. Salmoenlla i¢in yaban turpu peroksit (HRP)
ile konjuge antikorlarla etiketli faj-manyetik partikiillerle ayrilmis olan bakterilerin

kolorimetrik olarak tespitine dayanmaktadir. Fajlar karboksil grupla aktive edilen
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manyetik partikiillere (300 nm ve 3 mikron boyutlarinda farkli iki partikiil kullanilmistir.)
kovalent baglanmasiyla gerceklerstirildi. Bakteriler faj ile modifiye edilmis manyetik
partikiiller tarafindan yakalandi ve ardindan optik raportér olarak HRP ile konjilige
edilmis spesifik anti-Salmonella antikorlar1 kullanilarak tespit edildi. Siit 6rneklerinde
yapilan ¢alismada 6 saat 6n zenginlestirme yapildiktan sonra 25 mL siitte 1,4 kob tespit
siirt elde edilmistir [186]. Cesitli Salmonella tiirlerinin hizli ve hassas bir sekilde tespiti
icin modifiye edilen bir bakteri buz ¢ekirdeklenme tespiti (BIND®) tahlili kullanildi.
BIND tahlili i¢in Salmonella hiicreleri, bir buz ¢ekirdeklenme proteinini (INP) kodlayan
DNA'y1 igerecek sekilde genetigi degistirilmis bakteriyofaj ile enfekte edilir.
Enfeksiyondan sonra, de novo protein sentezi meydana gelir ve INP'ler organizmanin dig
zarina dahil edilir. Siiper sogutmadan sonra (-9.3°C), sadece transfekte edilmis
Salmonella igeren tampon ¢ozeltileri donarak faza duyarli bir boyanin renk
degistirmesine neden olur. Boylece uygulanan protokol sayesinde tampon igerisinde
(yaklasik 3 saat) minimum tespit edilebilir seviye 2 enteritidis hiicre/mL kantitatif
algilama saglamistir [187]. Mansel ve arkadaslari, Salmonella tiirlerine 6zgili rekombinant
bakteriyofajlar igeren bakteri liisiferaz genleri insa ettiler. Faj, Salmonella ile
karistirildiginda konaker hiicrelerin 1s1ldamasina neden oldu ve 1sildama bir foton sayma
sarjli birlestirilmis cihaz (CCD) kamera, bir luminometre veya X-1sin1 filmi kullanilarak
tespit edildi. Sistem, yumurtalara rekombinant bakteriyofajlarin dogrudan eklenmesi ve
ardindan yumurta igindeki 1s1ldayan Salmonella hiicrelerinin gorsellestirilmesi yoluyla
biitin yumurtalarda Salmonella hiicrelerinin saptanmasina izin verdi. 6 saatlik 6n
inkiibasyonla, orijinal numunede mL basina 10 kob Salmonella hiicresi tespit edildi [188].
Pividori ve gurubu, patojenik bakterilerin biyolojik olarak taninmasi i¢in manyetik
partikiiller tizerinde immobolize edilmis olan bakteriyofajlarin kullanimi1 ve ardindan
bakterilerin elektrokimyasal tespiti bildirilmistir. Model olarak Salmonella'ya 6zgii P22
bakteriyofaji (A, B ve D serotipleri) kullanilmistir. Bakteriler yakalanir ve yiiksek
ozgilliik ve verime sahip konak¢i etkilesimi yoluyla bakteriyofaj ile modifiye edilmis
manyetik partikiiller tarafindan 6nceden konsantre edilir. Yakalanan bakterilerin DNA
amplifikasyonu daha sonra ¢ift etiketleme polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
gerceklestirilir. Cift etiketli amplikonun daha fazla tespiti, elektrokimyasal olarak elde
edilir. Strateji, 4 saat iginde Luria-Bertani (LB) ortamindaki LOD 3 kob/mL Salmonella
olarak tespit edilmistir [189].
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Faj tabanli LFIA platform antikor ve bakteriyofaj kademeli olarak sistem iizerinde
uygulanmistir. Elde edilen sonuglarda faj ile insa edilen kagit tabanli sistemin ¢alistigini

ve alternatif bir yontem oldugunu gostermistir.

Ik olarak sistemin ¢alistigim1 gostermek igin manyetik ayirim metodu uygulanmustir.
Manyetik partikiiller kovalent olarak bakteriyofaj ile baglanirken, AuNPs biyotinli S.
enteritidis antikor ile yiizeyi kaplanmigtir. Raman etiket kullanilarak kantitatif olarak
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bakteriyofaj bagli manyetik nanopartikiiller istenilen
bakteri ile etkilestirildikten sonra miknatis yardimiyla yikamalar1 fosfat tamponu ile
yapilmistir. Sonraki asamada antikor ile modfiye edilmis olan AuNPs manyetik
partikiiller tarafindan yakalanmis olan bakterilere tampon ortaminda eklenerek sandvig
kompleks olusturulmustur. Miknatis yardimiyla yikama islemleri yapildiktan sonra TLC
yiizeyine sandvi¢ yapr olusturmus olan 10!-107 kob/mL bakteri konsantrasyonlari
eklenerek SERS pikleri elde edilmistir. Kalibrasyon grafiginden elde edilen sonuglarda
artan bakteri konsantrasyonuna karsilik SERS sinyallerinde artis oldugu gosterilmistir.
Boylece antikor yerine diisiiniilen bakteriyofajin partikiiller ile etkilesiminin manyetik

ayirim ile basarili bir sekilde yapildig1 gosterilmistir.

Bakteriyofaja dayali sistem olusturmak igin altin yiizey, ELISA plaka, Au elektrot
yiizeyler uygulanmistir. Altin ylizey MUA ile tiyol gruplarin altin ylizeye baglanmasi
sayesinde karboksil gruplarin yiizeyde fonksiyonel hale getirilmesi saglanmistir.
Bakteriyofaj EDC/NHS aktivasyon ile karboksil gruplara kovalent olarak baglanmistir.
Bakteriyofaj ile modifiye edilmis olan altin yiizeyler ilgili bakteri ile etkilestirilerek fosfat
tampon ile yikamalar1 yapilmistir. Yiizeye tutunmus olan hedef bakteriler antikor ile kaph
olan AuNPs ile iistten eklenerek sandvi¢ kompleks olusturulmustur. Sekil 4.37°de verilen
SERS kalibrasyon grafikte diisiik bakteri konsantrasyonlarda SERS sinyallerinde ¢ok
fazla degisim gdzlenmezken, bakterilerin 10° kob/mL ve iizerinde elde edilen SERS
sinyalleri derisime bagli olarak artis gdstermistir. R? degeri kalibrasyon grafiginin
egiminden 0,98 olarak bulunmustur. Altin elektrot yiizey iizerinde yapilan ¢aligmalarda
107 kob/mL derisiminde elde edilen SERS pik siddetinin diisiik olmasindan dolay1
kalibrasyon grafik caligmalari yapilmamistir. ELISA plaka ¢aligmasinda yiizeyde
bulunan polisitren bakteriyofajlarla fizksel etkilesim yaparak yiizeyde adsorbe olmasi
saglanmistir. Ustten raman etketli AuNPs eklenerek sandvi¢ yap1 olusturulmustur.Sekil
4.39’da gosterilen kalibrasyon calismalarinda bakteri konsantrasyonuna karsi SERS

sinyallerinde bir degisme olmamistir. Bu yiizden kagit tabanli LFIA sistemlerde elde
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edilen sonuglarin daha iyi olmasindan dolay1 tiim optimizasyon ¢aligmalari kagit platform

tizerinde yapilmistir.

10'-107 kob/mL arasindaki bakteri derisimlerinde elde edilen kalibrasyon grafiklerinde
test ¢izgisi antikor ve konjugasyon ped i¢indeki AuNPs antikor ve Salmonella faj ile
modifiye edilmesinden elde edilen R? degerleri sirasiyla 0.944, 0,984 olarak tespit
edilmistir. Kagit tabanli sistem tamamen bakteriyofaja dayali olarak optimize edilerek
hedef analite kars1 uygulandiginda 10'-107 kob/mL bakteri miktarlarinda R? degeri 0,980
ve LOD tespit sinir degeri 7 kob/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar faj tabanli LFIA
sistemin bakteri tespitinde antikor yerine bakteriyofajin kullanilmasinin ideal bir yontem
oldugunu gostermistir. Ayrica hedef bakterinin konjugasyon pedindeki faj ile kovalent
bagli olan AuNPs ile etkileserek nitroselilloz membran iizerinde hareket ederek test
cizgisi lizerinde belirgin ¢izgilerin olugmasi géz oniine alindiginda analiz siiresinin 30 dk
gibi kisa siire iginde tamamlanmasi sistemin en biiyiik artilarindan biri olarak ¢izelge

5.1’de goriilmektedir.

Validasyon denemelerinde farkli bakteri tiirleri ile yapilan ¢alismalarda sistemin sadece
ilgili bakteriye spesifik oldugu gosterilmistir. Sekil 4.42°deki grafikte test c¢izgisi
antikorla immobilize edilmis ve konjugasyon kisminda bakteriyofaj modifikasyon ile
AuNP’lere bagli olan kagit tabanli platformun segicilik sonuglarina bakildiginda S.
enteritidis %100 bagil SERS siddetine sahipken, diger bakteriler %40 ve altinda bagil
SERS siddetleri gostermislerdir. Sekil 4.43’de tamamen bakteriyofaj temelli olusturulan
sistemin seg¢icilik deney sonuglarina bakildiginda farkli bakteri tiirleri %30 ve altinda
bagil SERS siddetleri gostermislerdir. Ayrica faj tabanli sistem antikor ile yapilan
sistemin segicilik deneylerinden farkli olarak S. typhimurium kullanilmistir. Elde edilen
sonuglarda S. typhimurium bagil SERS siddeti ilgili bakteri ile karsilastirildiginda %20’ye
yakin bir deger elde edilmistir. Tiim yapilan secicilik denemelerinin sonuglarma
bakildiginda bakteriyofaj tabanli LFIA sistem ile yapilan bakteri tespitinde tamamen S.

enteritidis’e spesifik ve ilgili oldugu gosterilmistir.

Gergek 0rnek denemelerinde yumurta ve tavuk eti kullanilarak sistemin dogrulugu ve
hassasiyeti test edilmistir. Ger¢ek Ornek denemlerinde tavuk etine ve yumurtaya
S.enteritidis 10110° kob/mL miktarlar1 enfekte edilerek SERS kalibrasyon calismalari
yapilmistir. Yapilan ¢alismada tavuk eti ve yumurta SERS kalibrasyon grafiklerinden
sirastyla R? degerleri 0,981 ve 0,978 olarak elde edilmistir. Ayrica SERS kalibrasyon

grafiginin egiminden elde edilen bakteri miktar1 hesaplanarak yilizde ne kadar bakteriyi
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yakalayip tuttugumuzu 10%10° kob/mL miktarlar arasindaki tavuk eti ve yumurta icin

strastyla %109, %93, %104, %102 ve %97, %116, %94, %98 olarak hesaplanmistir.

Gelistirmis oldugumuz faj bazli kagit tabanli LFIA sistem antikor kullanimina alternatif
olarak Salmonella faj insasina dayalidir. Antikorlar yerine tercih edilmesinde en biiyiik
etkenler, fajlar ¢cok fazla miktarlarda kolayca ve ucuz bir sekilde iiretilebilir. Sadece

bakteriyel bir ¢ozeltiyi enfekte ederek kisi ¢ok sayida soy faj1 elde edebilir.

Cizelge 5.1. Salmonella faj literatiir caligmalari

i Analiz
Bakteri Faj Tespit teknigi T.esp'.t Referans
imiti siiresi
E. coli Phage HK620 _ o
Akis sitometrisi 10 kob/mL 1h [185]
Salmonella Phage P22
Salmonella Phage P22 Kolorimetrik 1 kob/24ml 6h [186]
Salmonella Phage P22 Kolorimetrik 2 kob/mL 3h [187]
Salmonella Phage P22  Biyoluminesans 10 kob/ml 6h [188]
Salmonella Phage P22 Optik 10 kob/ml 2h [190]
Polimeraz
zincir
Salmonella Phage P22 . 3 kob/ml 4h [189]
reaksiyonu
(PCR).
Kagit tabanl Bizim
Salmonella Phage P22 LFIA sistern 7 kob/ml 30 dk calisma
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