KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU

GIDA KAYNAKLI PATOJEN TESPIiTINDE AMPLIFIKASYON
URUNLERININ KOLORIMETRIK BELIRLENMESI

NAZLI AYYILDIZ

BiYOMUHENDISLIK ANABILIiM DALI

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN
Dr. Ogretim Uyesi Beste CAGDAS

KIRIKKALE-2024






T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU

GIDA KAYNAKLI PATOJEN TESPIiTINDE AMPLIFIKASYON
URUNLERININ KOLORIMETRIK BELIRLENMESI

NAZLI AYYILDIZ

BiYOMUHENDISLIK ANABILIiM DALI

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN
Dr. Ogretim Uyesi Beste CAGDAS

KIRIKKALE-2024



Nazli AYYILDIZ tarafindan hazirlanan “GIDA KAYNAKLI PATOJEN
TESPITINDE =~ AMPLIFIKASYON  URUNLERININ ~ KOLORIMETRIK
BELIRLENMESI” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI / ©¥
COKLUGU ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Anabilim Dalinda
YUKSEK LiSANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Beste CAGDAS
[mza

Biyomiihendislik Anabilim Dali, Kirikkale Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/enaylamiyersim

Baskan : Dog. Dr. Cansu Ekin BONACINA

Imza

Gida Miihendisligi Béliimii, Gida Miihendisligi Anabilim Dali, Ankara Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/enaylamyeram

Uye: Dog. Dr. Zehra GUN GOK
Imza
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Kirikkale Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu

onayliyorum/enaylamtyerum

Tez Savunma Tarihi: 25/09/2024

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi icin gerekli sartlari

yerine getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Recep CALIN
Fen Bilimleri Enstitiisit Mudiri



ETIiK BEYANI

Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

o

o

o

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar gergevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,

Tez cgalismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.

Nazli AYYILDIZ

31.07.2024



OZET

GIDA KAYNAKLI PATOJEN TESPITINDE AMPLIFIKASYON
URUNLERININ KOLORIMETRIK BELIRLENMESI
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali,
Yiksek Lisans Tezi §
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Beste CAGDAS
Agustos 2024, 45 s.
Bu tez caligmasinda hedef gida kaynakli patojene ait asimetrik polimeraz zincir
reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon iiriiniiniin jel elektroforez ile belirlenmesi
asamasina ihtiyag duyulmadan altin nanoparcacik temelli hizli teshisi
gerceklestirilmistir. Bu amagla 6ncelikle pozitif ve negatif kontrol olarak secilen gida
kaynakli hastaliklara neden olan, se¢ilmis bakteri suslarinin uygun kosullarda kiiltiirii
yaptlmis (37°C, nutrient broth) ve kiiltiirlerden genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Ardindan asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile,
etkilestiginde, altin kolloidal siispansiyonu renginde degisiklige neden olan ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda dahi ¢iplak gozle tespit edilebilen tek zincirli bolgeleri olan
PCR firiinleri elde edilmistir. Calismanin son asamasini gerceklestirmek amaciyla ise
Turkevich yontemi kullanilarak AuNP’ler sentezlenmis ve karakterizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Buna gore sentezlenen AuNP’lerin hidrodinamik boyutu 28 nm ve
zeta potansiyeli ise -26,4 mV olarak bulunmustur. SEM ile yapilan analize gore ise
parcaciklarin yuvarlak morfolojide olduklari ve agregasyona egilimli olmadiklari
tespit edilmistir. Calismanin son asamasinda ise AuNP/NaCl etkilesiminin, ortama
PCR iirlinii ilavesi sonrasinda ¢okelmeye karsi stabilligi ¢dzelti renginin kirmizi veya
mavi renk yogunluklarina gore akilli telefon uygulamasi yardimi ile (RGB analizine
gore) degerlendirilmistir. Sonug olarak, patojen hedef dizisinin, glinlimiizde yaygin
kullanilan diger yontemlere gore daha hizli ve ekonomik bir sekilde kolorimetrik

olarak tespiti gerceklestirilebilmistir.

Anahtar kelimeler: Altin nanopargacik, asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu, akill

telefon uygulamasi, gida kaynakli patojen, hizli tespit, kolorimetrik belirleme



ABSTRACT

COLORIMETRIC DETERMINATION OF AMPLIFICATION PRODUCTS
IN FOODBORNE PATHOGEN DETECTION

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering
Master's Thesis
Supervisor: Dr. Beste CAGDAS
August 2024, 45 p.

In this study, gold nanoparticle-based rapid diagnosis of the target foodborne pathogen
was achieved without the need for gel electrophoresis determination of the
amplification product obtained by asymmetric polymerase chain reaction. For this
purpose, selected bacterial strains that cause foodborne diseases, selected as positive
and negative controls, were cultured under appropriate conditions (37°C, nutrient
broth) and the concentration and DNA samples were obtained sby isolating genomic
DNA from the cultures. Then, by asymmetric polymerase chain reaction (PCR), PCR
products with single-chain regions were obtained, which, when interacted, cause a
change in the color of the gold colloidal suspension and can be detected with the naked
eye even at very low concentrations. In order to carry out the last stage of the study,
AuNPs were synthesized and characterization was carried out using the Turkevich
method. Accordingly, the hydrodynamic size of the synthesized AuNPs was found to
be 28 nm and the zeta potential was -26.4 mV. According to the analysis performed
with SEM, it was determined that the particles had a round morphology and were not
prone to aggregation. In the final stage of the study, the stability of the AuNP/NaCl
interaction against precipitation after the addition of the PCR product to the medium
was evaluated with the help of a smartphone application (according to RGB analysis)
according to the red or blue color intensities of the solution color. As a result,
colorimetric detection of the pathogen target sequence was possible faster and more

economically than other methods commonly used today.

Keywords: Gold nanoparticle, asymmetric polymerase chain reaction, smartphone

application, foodborne pathogen, rapid detection, colorimetric determination
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1. GIRIS

Gida kaynakli patojenler, insan sagligi ve ekonomisi iizerinde 6nemli etkileri olan,
diinya genelinde halk saghgini tehdit ederek ¢ok sayida hastaliga sebep olan
etkenlerdir. Gida kaynakli patojenlerin hizli ve dogru bir sekilde varligmin tespit
edilmesi gida giivenligi ve insan saglig1 i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Gida kaynakli
hastaliklar genel anlamda patojen mikroorganizmalar ya da mikrobiyal toksinler ile
kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi ile olusan ve daha c¢ok gastrointestinal
semptomlarla seyreden klinik tablolardir (Saglam ve Seker, 2016). Bu mikrobiyal
kokenli hastaliklar; gida kaynakli infeksiyonlar ve gida kaynakli mikrobiyal
intoksikasyonlar seklinde ortaya ¢ikabilmektedir (Saglam ve Seker, 2016). Gida
enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan ¢ok sayida bakteri bulunmakla birlikte,
en 6nemlileri: Staphylococcus aureus, Salmomella spp., Campylobacter spp, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium spp., Escherichia coli O157:H7,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Brucella spp. ve Aeromonas spp.
olarak bilinmektedir (Saglam ve Seker, 2016). Gida kaynakli patojenlerin en
onemlilerinden birisi de Staphylococcus aureus bakterisidir ve bu bakteri gida
teknolojisinde dikkatleri 6zellikle tizerine ¢eken bir tiirdiir. S. aureus basta 1s1l islem
olmak lizere mikroorganizmalarin bertaraf edilmesine yonelik tiim uygulamalara kars:
yiiksek bir duyarlik gosterir. S. aureus’un suslart genellikle gidalarda geliserek 1sil
isleme dayanikli enterotoksin iireterek gida zehirlenmelerine neden olur (Bintsis,
2017). S. aureus’un termostabil niikleazin1 kodlayan niik (Nuc) geni de yine
arastirmalarda bir belirte¢ gorevi gormektedir ve ayn1 zamanda 1s1ya dayanikli niikkleaz
geninin varligl enterotoksin liretimiyle giiclii bir sekilde iliskilidir ve enterotoksin
tireticisi Staphylococcus aureus enfeksiyonunun bir gostergesi olarak diisiintilmiistiir
(Brakstad ve Maeland, 1992; Karimzadeh ve Ghassab, 2022). S. aureus’ un bazi 6zel
diren¢ mekanizmalar1 da gidalarda bulunmasini ve gelismesini saglamaktadir. Spor
olusturmadig1 halde %15’e kadar NaCl konsantrasyonunda, genis bir sicaklik (7 —
48,5°C; optimum 30 - 37°C) ve pH (4,2 — 9,3; optimum 7 — 7,5) araliginda

biiyiiyebildigi i¢in, viicut disinda canliligini uzun siire koruyabilen, gida hazirlama ve



isleme prosesleri sirasinda triinlerde bulasa neden olabilen bir patojendir (Bintsis,
2017; Cemek vd., 2021). Bu bakteri tiirli ayrica agir metallere, klinik mikrobiyolojide
kullanilan pek ¢ok antimikrobiyal maddeye kars1 genetik olarak kazanilmis bir direng
sistemine de sahiptir (Bintsis, 2017). Cevresel enfeksiyon kaynaklarina ek olarak,
bazilar1 S. aureus iceren yiyecekler arasinda kiyma, domuz sosisi, hindi kiymasi,
somon biftegi, istiridye, karides, kremal1 turta, siit ve sarkiiteri salatalar1 yer alir. S.
aureus’un sebep oldugu veya iliskilendirildigi hastaliklar arasinda ise ¢iban, ameliyat
sonrasi yara enfeksiyonlar1 gibi deriyi tutan enfeksiyonlar, bakteriyemi, pndémoni,
osteomiyelit, serebrit, menenjit ve lirogenital sistem ve merkezi apseler gibi daha ciddi
enfeksiyonlar sayilabilir. Semptomlar ise kusma, mide bulantisi, karin kramplari, bas
agrisi, bas donmesi, titreme, terleme, genel halsizlik, kas kramplari, bitkinlik ve
kanli/kanli olmayan ishali igerebilir. ABD’de stafilokokal gida zehirlenmesinin her y1l
yaklagik 241.188 hastaliga, 1.064 hastaneye yatisa ve 6 6liime neden oldugunu tahmin
etmektedir (Bintsis, 2017).

Olumsuz etkilere yol agan gida kaynakli hastaliklarin Oniine gegcilebilmesi ve
potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in hastaliga neden olan mikrobiyal etkenin ve
miktarinin tanimlanmasi ve belirlenmesi gerekmektedir. Gida kaynakli hastaliklara
neden olan gida patojen mikroorganizmalarin spesifik ve tekrarlanabilir bir metot ile
tanimlanmalar1 olduk¢a dnemlidir. Dolayisiyla mikrobiyal gida patojenlerinin tespiti
hassas, tiire spesifik ve gilivenilir bir metot gerektirmektedir. Giliniimiize kadar bu
amagla bir¢ok yontem kullanilmistir. Kiiltiirel, immiinolojik ve konvansiyonel PCR
metotlar1 patojenlerin tanisinda yaygin olarak kullanilmakta ancak o6zellikle hedef
sekansin amplifikasyonunun uzun zaman almasi ve genel olarak bu yontemlerin
miktar ile ilgili yeterli bilgi vermemesi gibi sinirlamalari bulunmaktadir (Tutar vd,
2015; Zanoli ve Spoto, 2012). En yaygin kullanilan amplifikasyon yontemi polimeraz
aktivitesine dayali polimeraz zincir reaksiyonudur (PCR). Hedef sekans
amplifikasyonunu elde etmek i¢in gerekli olan termal dongiiye ihtiya¢ gibi PCR’1n
sahip oldugu dezavantajlar PCR’a alternatif farkli amplifikasyon yontemlerinin
gelismesine yol agmistir ve sonug olarak bir¢cok gida analizinde ihtiya¢ duyuldugu
gibi, gida kaynakli patojenlerin hizli tespitinde (Saglam ve Seker, 2016) deneysel
adimlar1 basitlestirmek ve reaksiyon siiresini azaltmak, alete ve arastirma
teknisyenlerine bagimliligi azaltmak i¢in niikleik asitlerin ¢ogaltimi igin ¢esitli

amplifikasyon yontemleri ve bu ayrica PCR gibi geleneksel yontemlerin asimetrik



PCR’da oldugu gibi modifikasyon teknikleri gelistirilmistir (Li vd., 2018; Tortajada-
Genaro vd., 2022; Cao vd., 2024). Ozellikle son 20 yilda laboratuvar sinirlamalarinin
asilmas1 amaciyla onerilen ¢oziimler arasinda tasiabilir termal dongiileyiciler, gPCR
cihazlar, izotermal amplifikasyon tekniklerine dayali mikroakiskan cihazlar ve
floresan olmayan algilama amaciyla gelistirilen nanomateryaller yer almistir. Bu
kapsamda altin nanopargaciklari (AuNP’ler), kolorimetrik algilama i¢in uygun bir
alternatif olarak karsimiza ¢ikan miikemmel optik transdiiktorlerdir (Valentini ve
Pompa, 2013). Birgok kolorimetrik yontemde, AuNP’lerin agregasyonundan
yararlanilarak hedef niikleik asitler veya diger analitler secici olarak tanmmistir
(Chang vd., 2019). Bu yontemlerin temel prensibi modifiye edilmemis
nanopartikiillerin dogrudan tuzla indiiklenen agregasyonu olmustur (Li ve Rothberg,
2004) ve bu yontemlerde baslangigta adsorbe edilen negatif iyonlarin (6rnegin sitrat)
yiikksek tuz konsantrasyonlarinda itilmesi goriintiilenmektedir. AUNP’ler arasindaki
giiclii van der Waals ¢ekimi, kolloidal altina kiyasla bir renk degisikligine yol acar ve
biyoalgilama prensibi ¢esitli molekiillerin neden oldugu stabilizasyona dayanir. Tek
iplik¢ikli DNA’nin (ssDNA) varligi bu siireci engellediginden, modifiye edilmemis
altin parcaciklarina dayali goriintiileme analizleri gergeklestirilebilmistir (Li vd., 2018;
Yun vd., 2016). Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda (nM-puM) ssDNA

hedefleri varliginda ¢ozeltiler ¢iplak g6z ile tanimlanabilmistir.

Tiim bu literatiir taramas1 15181nda, gergeklestirilmis olan bu tez calismasinda, gida
giivenligiyle ilgili proteini kodlayan se¢ilmis genin gelismis tespiti igin kolorimetrik
AuNP’lerin aracilik ettigi bir yontemin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Bu yontemde
adsorpsiyon mekanizmasi elektrostatik etkilesime dayali oldugundan pargaciklarin
veya hedef DNA’nin islevsellestirilmesine gerek duyulmamustir. Ote yandan, akill
telefonlar, o6zellikle sinirli laboratuvar imkanlarinin oldugu durumlar i¢in DNA
analizinin daha da kolay hale getirilmesine imkan tanidig i¢in giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Deneysel birtakim degiskenler, akilli telefon kameralarinca
yakalanan optik 6zellikleri degistirdiklerinden sistem performansini etkilemektedirler.
Bu yaklasim ile elektronik cihaz, elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda analitik bir
okuyucuya doniistiiriilmiis olmaktadir (Tortajada-Genaro vd., 2022). Dolayis1 ile
gerceklestirilmis olan bu tez calismasinda gida kaynakli patojen tespiti amaciyla hedef
olarak secilen gen bolgesinin PCR amplifikasyon {irlinii ve altin nanoparcacik

etkilesiminden yararlanilarak akilli telefon uygulamasi ile patojen geleneksel yonteme



gore daha hizli bir sekilde tespit edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 1.1.). Boylece akilli
telefon uygulamasinin AuNP ve niikleik asit hibritlerini goriintiilemedeki

uygulanabilirligi de gosterilmistir.

1.1. Gida Kaynakh Bakteriyel Patojenler

Gida tiiketimi ile insan hastaliklar1 arasindaki baglantinin tespiti, M.O. 460°da
Hipokrat’'in bu baglantiya dikkat ¢ekmesine dayanir (Mead vd., 1999; CDC, 2012).
Gida kaynakli patojenler (6rn. viriisler, bakteriler, parazitler), gida kaynakli bir hastalik
olayina neden olabilen biyolojik etkenlerdir. Gida kaynakli hastalik salgini, ortak bir
gidanin tiikketilmesinden kaynaklanan iki veya daha fazla benzer hastalik vakasinin

ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanir (Bintsis, 2017; CDC, 2012).
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Sekil 1.1. Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan yontemin prensibi (A) kuyruklu
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu ve (B) plastik bir membran ve akilli telefon
gorilintiisii lizerinde damla bigiminde gerceklestirilen, modifiye olmayan altin nano

parcaciklarinin tuzla indiiklenen bir agregasyonuna dayali okuma



Gida kaynakli hastalik, bir patojen gida ile tiiketildiginde ve insan konakg¢ida
yerlestiginde (ve genellikle ¢ogaldiginda) veya toksijenik bir patojen bir gida
irlinlinde yerlestiginde ve daha sonra insan konak¢i tarafindan yutulan bir toksin
irettiginde meydana gelir. Bu nedenle, gida kaynakli hastalik genellikle su sekilde
smiflandirilir: (a) gida kaynakli enfeksiyon ve (b) gida kaynakli zehirlenme. Gida
kaynakli enfeksiyonlarda, genellikle bir kulucka donemi s6z konusu oldugundan,
yutma anindan semptomlarin ortaya ¢ikmasina kadar gegen siire, gida kaynakli

zehirlenmelere gore cok daha uzundur.

200’den fazla farkli gida kaynakli hastalik tanimlanmistir (Mead vd., 1999). En
siddetli vakalar genellikle ¢ok yaslilarda, ¢ok genclerde, bagisiklik sistemi fonksiyonu
zayiflamig kisilerde ve bir organizmanin ¢ok yiiksek dozuna maruz kalan saglikli
kisilerde meydana gelir (CDC, 2012). Baslica gida kaynakli hastaliklarin belirtileri,
belirtilerin baglangici ve en sik sorumlu mikroorganizmalar Cizelge 1.1.°de

gosterilmektedir.

Avrupa Birligi’nde (AB) 2015 yili i¢in 26 {iye devlet, su kaynakli salginlar da dahil
olmak iizere toplam 4.362 gida kaynakli salgin bildirilmistir. 2015 yilinda bildirilen
salginlarin ¢ogu bakteriyel etkenlerden (tiim salginlarin %33,7'si) kaynaklanmaistir.
Bakteriyel toksinler ise, gida ve su kaynakli salginlarda etkenler arasinda ikinci sirada

yer almistir (EFSA, 2016).

Hastalik etkeninin tagindigi gidalar ¢ogunlukla hayvansal kokenliydi, ozellikle
yumurta ve yumurta Uriinleri ve domuz eti (ikisi de tiim salginlarin %10 unu
olusturmustur), pili¢ eti (%9) ve peynir (%8), ardindan balik ve balik tirtinleri (%7),
slit ve siit tirtinleri (%5), sig1r eti (%4) ve kabuklular (%3) gelmistir (FSA, 2016).



Cizelge 1.1. Baslica gida kaynakli hastaliklarin belirtileri, belirtilerin baglangici ve
sorumlu mikroorganizmalar veya toksinler (FDA 2012; IFT 2004)
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1.1.1. Gida Kaynakh Bakteriler

Bakteriler gida kaynakli hastaliklarin en yaygin nedenidir ve c¢esitli sekil, tip ve
Ozelliklerde bulunurlar. Baz1 patojenik bakteriler spor olusturma yetenegine sahiptir
ve bu nedenle yiiksek 1s1ya dayaniklidir (6rn. Clostridium botulinum, C. perfringens,
Bacillus subtilus, Bacillus cereus (Bacon ve Sofos, 2003). Bazilar1 1s1ya dayanikli
toksinler iiretme yetenegine sahiptir (6rn. S. aureus, Clostridium botulinum). Cogu
patojen 20°C ile 45°C arasinda optimum biiyiime sicakligi arali§ina sahip mezofiliktir.
Bununla birlikte, Listeria monocytogenes ve Yersinia enterocolitica gibi belirli gida
kaynakli patojenler sogutulmus kosullar altinda veya 10°C’den diisiik sicakliklarda
biiylime yetenegine sahiptir (Bacon ve Sofos, 2003).

1.1.1.1. E. Coli

Escherichia coli, gram negatif, spor olusturmayan ¢ubuk goriiniimlii bir bakteridir.
Hareketli veya hareketsiz, ayrica, kamgili veya kamgisizdir (Mitscherlich ve Marth,
1984). Organizma, fakiiltatif bir anaerobdur ve laktik, asetik ve formik asitler
olusturmak i¢in glikoz gibi basit sekerleri fermente etme 6zelliginde olup biiyiime icin

optimum pH’s1 6,0 ile 8,0 araligindadir (Mitscherlich ve Marth, 1984).

E. coli, bliylik ve ¢esitli bir bakteri grubudur. £. Coli’nin ¢ogu susu zararsiz olsa da
bazi suslari, onlart insanlar i¢in patojenik hale getiren toksin iiretimi gibi 6zellikler
edinmistir (Garcia vd., 2010). NCBI’dan alinan verilere gore su ana kadar 5351 genom
tamamlanmistir (NCBI, 2017). E. coli’nin patojenik varyantlar1 diinya ¢apinda ¢ok
fazla morbidite ve mortaliteye neden olur; Bu varyantlarin bircogu, diisiik bulasic
dozlara sahip olmalar1 ve yiyecek ve su gibi her yerde bulunan ortamlar araciligiyla
bulagsmalar1 nedeniyle 6nemli bir halk saghgi endisesidir (Croxen vd., 2013). E.
coli’nin bulagmasi, enfekte insan veya hayvanlarin digkisiyla kirlenmis yiyecek veya
suyun tiiketilmesiyle gerceklesir. Hayvansal {iriinlerin kirlenmesi genellikle
hayvanlarin kesimi ve islenmesi sirasinda meydana gelir (Garcia vd., 2010). Sigir veya
diger hayvanlarin giibresinin tarimsal iirlinler i¢in giibre olarak kullanilmasi, {iriinleri
ve sulama suyunu kirletebilir (Garcia vd., 2010). E. coli ¢evrede uzun siireler

yasayabilir ve sebzelerde ve diger yiyeceklerde ¢cogalabilir.



Patojenik E. coli, patojenik mekanizmaya gore alt1 gruba ayrilmistir:
(1) Enteropatojenik E. coli (EPEC);

(2) Enterohemorajik E. coli (EHEC, Shiga toksini iireten E. coli [STEC] olarak da

bilinir ve daha dnce verotoksin iireten E. coli [VTEC] olarak adlandirilirdi);
(3) Enterotoksijenik E. coli (ETEC);

(4) Enteroagregatif E. coli (EAggEC);

(5) Enteroinvaziv E. coli (EIEC); ve

(6) Baglayici ve Ezik E. coli (A/EEC) (Garcia vd., 2010; Croxen vd., 2013). STEC
susu O157:H7'nin her y1l 63.000 hastaliga, 2.100 hastaneye yatisa ve 20 6liime neden
oldugu tahmin edilmektedir. Taze {iriinler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli gidalarin E.

coli O157:H7 salginlarinin tastyicist olarak hizmet ettigi bilinmektedir (Scallan vd.
2011).

1.1.1.2. Staphylococcus Aureus

Staphylococcus aureus, tek tek veya ciftler, tetradlar, kisa zincirler veya karakteristik
“lizim benzeri” kiimeler halinde goriilen hareketsiz, gram pozitif koklardir.
Staphylococcus saccharolyticus ve S. aureus subsusu anaerobius harig, stafilokoklar
aerobik kosullar altinda daha hizli biiyiiyen fakiiltatif anaeroblardir (Bacon ve Sofos,
2003). Staphylococcus spp. dogada yaygindir ve enfekte konakgilarin agiz, kan, meme
bezleri ve bagirsak, genitoiiriner ve {ist solunum yollarina ek olarak memelilerin ve
kuslarin derisinde ve deri bezlerinde bulunabilir (Bacon ve Sofos, 2003). S. aureus
viicut disinda, kuru bir durumda uzun siireler yasayabilir ve havadan, tozdan,
kanalizasyondan ve sudan izole edilebilmistir, bu da onu spor olusturmayan en direngli
patojenlerden biri yapar (FDA, 2012). Cevresel enfeksiyon kaynaklarina ek olarak,
bazilar1 Staph. S. aureus igeren gidalar arasinda kiyma, domuz sosisi, hindi kiymasi,
somon biftekleri, istiridye, karides, kremal1 turtalar, siit ve sarkiiteri salatalar1 yer
almaktadir (Bacon ve Sofos, 2003). S. aureus, susa bagli olarak 7 - 47,8°C arasindaki
sicakliklarda biiyiiyebilirken 10 - 46°C arasinda enterotoksin iiretir ancak 40 - 45°C
arasindaki optimum sicakligi tercih eder. Bakteri pH 4,5 - 9,3 arasinda biiytiyebilirken

optimum pH’s1 7,0 - 7,5 arasindadir ve yiiksek tuz seviyelerine (>%10 sodyum kloriir)



kars1 ¢ok dayaniklhidir (FDA, 2012; Bacon ve Sofos, 2003; ICMSF. 1996). S. aureus
genellikle ciban, seliilit, impetigo ve ameliyat sonras1 yara enfeksiyonlart gibi cildi
ilgilendiren enfeksiyonlara neden olur, ancak bakteriyemi, zatiirre, osteomiyelit,
serebrit, menenjit ve kas, ilirogenital sistem, merkezi sinir sistemi ve ¢esitli karin

organlarimin apseleri gibi daha ciddi enfeksiyonlarla da iliskili olabilir (Bacon ve

Sofos, 2003).

S. aureus'un gidalarda bulunmasi, enterotoksin iiretme kabiliyeti ve sonrasinda gida
zehirlenmesi riski nedeniyle halk sagligi agisindan oldukga tehlikelidir. A, B, C1, C2,
C3, D, E, F ve G olarak adlandirilan dokuz tanimlanmis stafilokokal enterotoksin
olmasina ragmen, salginlarin cogundan A ve D tipleri sorumludur (Mossel vd., 1995).
Stafilokokal enterotoksinler, siiperantijenler olarak hareket etme ve bdylece
olaganiistii yiiksek oranda T hiicresi uyarma gibi benzersiz bir yetenege sahip olan
pirojenik toksinler olarak bilinen daha genis bir toksin ailesine dahildir. Bunlari 1s1yla
etkisiz hale getirmek zordur c¢ilinkii bunlar1 etkisiz hale getirmek icin gereken
sicakliklar organizmay1 6ldiirmek i¢in gerekenlerden daha yiiksektir (Bacon ve Sofos,

2003).

1.1.1.3. Bacillus Cereus

Bacillus cereus, Bacillaceae ailesinin liyelerinden olup gram pozitif ve hareketli cubuk
goriinlimiinde, spor olusturma yetenegine sahip bakterilerdir (Bacon ve Sofos, 2003).
Cogu Bacillus spp. toprak, tatli ve deniz suyu gibi ortamlar dahil olmak {izere bircok
yerde bulunur. B. cereus tarafindan iiretilen sporlar uzantilara sahiptir ve diger tiim
Bacillus sporlarindan daha hidrofobiktir. Bu 6zellikler, sporlarin bir¢ok farkli yiizeye
yapismasini ve temizlik ve sanitasyon sirasinda uzaklastirilmaya direnmesini saglar
(Rajkowski KT, Smith, 2001). B. Cereus’un vejetatif hiicreleri 4—-15 ila 35-55°C
arasindaki sicakliklarda biiylir ancak susa bagli olarak 30-40°C’yi tercih eder
(Andersson vd. 1995).

B. cereus emetik (kusma) ve ishal toksini olmak iizere iki tip toksin iiretir ve bunlar iki
tip hastaliga neden olur. Emetik sendrom, bakterilerin gidada biiylime evresi sirasinda
lirettigi emetik toksin tarafindan olusur. Ishal sendromu, bakterilerin ince bagirsakta
bliylimesi sirasinda iiretilen ishal toksinleri tarafindan olusur. Emetik tipin hizh
baslangict mide bulantist ve kusma ile karakterize edilirken, ishal tipinin geg

baslangici ishal ve karin agrisi ile karakterize edilir. Her iki sendrom da B. cereus
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endosporlarinin pigirme siirecinden sag ¢ikmasi ve ardindan depolama sirasinda bir
noktada vejetatif hiicrelerin ¢imlenmesi ve ardindan ¢ogalmasinin meydana gelmesi
sonucudur. B. cereus ishalli gida zehirlenmesine siklikla karisan gidalar arasinda et
iirlinleri, ¢orbalar, sebzeler, pudingler, soslar, siit ve siit iirtinleri bulunur (Rajkowski

ve Smith, 2001).

1.1.1.4. Campylobacter Jejuni

Campylobacter tiirleri., Campylobacteraceae ailesinin iiyeleridir ve Campylobacter
Jjejuni ishalli hastaliklarin en yaygin nedenlerinden biridir. C. jejuni, ABD’de her yil
yaklagik 850.000 hastaliga, 8.500 hastaneye yatisa ve 76 Oliime neden olmaktadir
(Scallan vd. 2011). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Bat1 Avrupa niifusunun yaklasik
%1’inin her yil kampilobakterlerle enfekte olacagini tahmin etmektedir (Humphrey
vd., 2007). Dogada yaygin olarak bulunan C. jejuni, hem memelilerin hem de kuslarin
bagirsaklarinda kolonize olabilir ve insanlara bulasma, kontamine gida iiriinleri
yoluyla gerceklesir. Sistemik enfeksiyonlar da daha ciddi hastaliklara neden olarak
meydana gelebilir (NCBI, 2017). Campylobacter tiirleri, 18 tiir, 6 alt tiire sahip kiiciik
(0,2-0,9 um genisliginde ve 0,2-5,0 um uzunlugunda), spiral bi¢imli, gram negatif
bakterilerdir (Humphrey vd., 2007). 2015 yilinda Campylobacter, AB’de insanlarda en
sik bildirilen gastrointestinal bakteriyel patojen olmaya devam etmis ve 2005 ten beri

de bu degismemistir (Authority vb., 2016)

Campylobacter tiirleri, sigir, koyun, keci, domuz, tavuk, ordek, kaz, yabani kuslar,
kopekler, kediler, kemirgenler ve deniz memelileri dahil olmak tizere c¢ok cesitli
saglikli evcil ve vahsi hayvanlarin normal bagirsak florasinin bir pargasidir ve
genellikle su oluklarinda ve akarsularda su kiitleleriyle iliskili olarak bulunur.
Kampilobakteriyozis vakalarinin ¢ogu, ¢ig veya az pismis kiimes hayvani eti, pastorize
edilmemis siit, kirli su veya bu maddeler tarafindan diger yiyeceklerin capraz

kontaminasyonuyla iligkilidir. (Schaftner vd., 2004)

1.1.1.5. Clostridium Botulinum

Clostridium tiirleri, Bacillaceae ailesinin iiyeleri olan spor olusturan bakterilerdir ve
havanin varliginda spor olusturmayan ve en azindan biiylimenin erken evrelerinde
genellikle Gram pozitif olan zorunlu anaerobik veya aerotolerant, cogunlukla ¢ubuk

goriiniimli bakterilerdir. Clostridia en yaygin olarak toprakta ve hayvanlarin bagirsak
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sisteminde bulunur. Bir¢ok tiiriin endosporlari son derece saglamdir ve suda uzun siire
kaynamaya dayaniklidir. Sporlar, anaerobik ve organik substratlarin varligir gibi
vejetatif bliyiime i¢in uygun kosullar altinda ¢imlenir (Bacon ve Sofos, 2003).
Genellikle orneklenen gida kaynaklar1 arasinda, 1 yasindan kiiclik bebeklere
verilmemesi gereken balin yani sira balik, et, sebze ve bebek mamalar1 bulunur.
Konserve musir, biber, yesil fasulye, ¢orba, pancar, kuskonmaz, mantar, olgun zeytin,
1spanak, ton baligi, tavuk ve tavuk cigeri, ciger ezmesi, et, jambon, sosis, doldurulmus
patlican, 1stakoz ve tiitsilenmis ve tuzlanmig balik gibi cesitli gidalar botulinum
toksini ile iliskilendirilmistir (FDA, 2012). Geleneksel olarak, gida kaynakli botulizm,
az islenmis ve kotiiye kullanilmis sosisler veya evde konserve edilmis gidalarla
iligkilendirilmistir; ancak son yillarda botulizm, patates salatasi, sotelenmis sogan,
sarimsak sosu, peynir, yogurt, fasulye ezmesi ve zeytin gibi kirlenmis gidalarin
tiikketilmesi yoluyla edinilmistir. Botulinum nérotoksini aliminin belirtileri, kontamine
gidanin tiiketilmesinden 12-36 saat sonra ortaya ¢ikar ve baslangicta mide bulantisi ve
kusmay1 igerebilir (Cizelge 1.1.). Ancak, bu belirtileri gorme bozuklugu ve yliz, bas
ve yutak kaslarindan baslayip toraks ve ekstremite kaslarina dogru inen ve iist solunum
yolu veya diyafram felci nedeniyle solunum yetmezliginden olasi 6liime yol agan akut
gevsek felg dahil olmak iizere daha karakteristik norolojik belirtiler izler (Bacon ve

Sofos, 2003).

1.1.2. Gida Kaynakh Bakteriyel Patojenlerin Tespitinin Onemi

Gida kaynakli bakteriyel patojenler diinya ¢apinda 6nemli halk sagligi riskleri
olusturmakta ve hastaliklara, hastaneye yatislara ve hatta 6liimlere yol agmaktadir. Bu
patojenlerin etkili bir sekilde tespiti, gida giivenligini saglamak, halk sagligim
korumak ve tiiketici gilivenini siirdiirmek icin oldukca Onemlidir. Salmonella,
Escherichia coli O157, Listeria monocytogenes ve Campylobacter tiirleri gibi
bakteriyel patojenlerin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar, kiiresel morbidite ve
mortalitenin en biiyiik nedenlerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére, her
y1l yaklasik 600 milyon kisi kirli gidalardan dolay1 hastalanmakta ve bunun sonucunda
420.000 oliim gerceklesmekte ve bakteriler de bu durumun birincil suglusu olarak
gorilmektedir (WHO, 2020). Gelisen erken tespit teknolojileri ile, izleme ve halk

saglig1 uyarilar1 gibi zamaninda miidahalelere olanak taninmakta ve hastalik sikligini
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ve iligkili saglik hizmetleri maliyetlerini 6nemli dl¢lide azaltmaktadir (Scallan vd.,

2011).

Gida endiistrisinde, bakteriyel patojenlerin titizlikle tespiti, gida giivenligi
standartlarin1 ve diizenleyici uyumlulugu korumak agisindan olduk¢a 6nemlidir. Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) gibi diizenleyici kurumlar, gida isleme ortamlarinda
kontaminasyonu belirlemek ve ¢apraz kontaminasyonu Onlemek igin siki test
protokollerini zorunlu kilmistir (FDA, 2021). Diizenli testler ile yalnizca uyumluluk
garantilenmekle kalmaz, ayn1 zamanda belirli bir markayla baglantili salginlar tiiketici
giivenine uzun vadeli zarar verebileceginden marka itibar1 da korunmakta (Law vd.,
2015) ve gida endistrisinin  giivenlik  standartlarinin  siirdiiriilmesi  de

desteklenmektedir.

Tespit teknolojilerindeki gelismeler, gida kaynakli patojenleri hizli ve dogru bir sekilde
tespit etme yetenegini biiylik 6l¢iide artirmigtir. PCR ve Yeni Nesil Dizileme (NGS)
gibi yontemler, yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikk sunarak bakteriyel patojenlerin hizli bir
sekilde tanimlanmasini ve kantifikasyonunu miimkiin kilmaktadir (Quainoo vd.,
2017). Ayrica, gelisen biyosensor teknolojileri ile tasinabilir, gercek zamanl tespit
miimkiin hale geldiginden bu teknolojiler de saha uygulamalar1 i¢in oldukga kullanigh

hale gelmistir (Lazcka vd., 2007).

Gida kaynakli bakteriyel patojenlerin tespiti, gida giivenligi yonetiminin kritik bir
bilesenidir. Etkili ve hizli tespit sayesinde hastaliklar ve salginlar onlenerek halk
sagligin1 korumaktadir. Gida kaynakli patojenlerin ortaya ¢ikardigi gelisen zorluklar
asabilmek icin tespit yoOntemlerinin siirekli 1yilestirilmesi ve uygulanmasi
gerekmektedir. Bu teknolojik gelismeler, gida giivenligi uygulamalarini iyilestirmek
ve gida kaynakli bakteriyel patojenlerle iligkili riskleri azaltmak i¢in hayati 6neme

sahiptir.

1.2. Gida Kaynakh Bakteriyel Patojenlerin Tespitinde Kullamilan Yontemler

Gida kaynakli bakteriyel patojenlerin tespiti, gida giivenliginin saglanmasinda oldukca
onemlidir ve tespit dogrulugunu ve hizimi artirmak i¢in gilinlimiize kadar farkli
teknikler gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kiiltiir tabanli yontemler, biyokimyasal

yontemler, niikleik asit tabanli yontemler PCR, multipleks PCR, ger¢cek zamanli PCR,
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kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) ve ters transkriptaz PCR), immiinolojik tabanl
yontemler (enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA), lateral akisli immiinoassay,
immiinomanyetik ayirma testi ve immiinofloresan testi) ve ultrason teknigi gibi birgok
geleneksel yontem sayilabilir (Sekil 1.2.) (Kabiraz vd. 2023). Altin standart olarak
kabul edilen geleneksel kiiltiir tabanli yontemler, bakterileri segici ortamlarda
biiylitmeyi ve biyokimyasal testler yoluyla tanimlamayi icerir. Giivenilir olsa da, bu
yontemler zaman alict ve emek yogun olup, genellikle sonug elde etmek igin birkag
giin gerektirir (Law vd., 2015). Dolayisiyla bu sinirlamalar, daha hizli ve daha hassas

tekniklerin gelistirilmesini saglamigtir.

PCR ve ger¢cek zamanli PCR (qPCR) gibi varyantlari, gida 6rneklerinde bakteriyel
DNA'nin hizli ve spesifik bir sekilde tanimlanmasini saglayarak patojen tespitinde
devrim yaratmistir. PCR tabanli yontemler ile, diisiik seviyelerde patojenler ytliksek
hassasiyet ve ozgiilliikkle tespit edilebilmekte ve kiiltiir tabanli yontemlere kiyasla
tespit i¢in gereken siire 6nemli dl¢iide azalmaktadir (Quainoo vd., 2017). Ayrica, Yeni
Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri, gidalarda bulunan mikrobiyal topluluklar
hakkinda kapsamli bilgiler sunarak hem bilinen hem de yeni ortaya ¢ikan patojenlerin
tespitine olanak tamimaktadir. NGS kullanan metagenomik yaklagimlar patojen
ekolojisi ve iletim dinamikleri hakkinda da degerli bilgiler saglamaktadir (Quainoo

vd., 2017).

Biyosensor teknolojisi ve niikleik asit dizisi tabanli tespit teknikleri (DNA mikrodizi,
DNA hibridizasyonu, spektroskopik teknik, enstriiman tabanli yontemler, aptamer
tabanli yontem, dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) tabanli yontem ve
metagenomik analiz) gibi ¢ok sayida gelismis yontem de Ozellikle yerinde test igin
oldukca faydali olan tasinabilir ve gercek zamanli tespit sistemleri olarak patojen
tespiti amaciyla tanitilmistir. Bu cihazlar genellikle belirli patojenleri hizli ve dogru
bir sekilde tespit etmek icin immiinolojik veya niikleik asit bazli tanima 6geleri
kullanmaktadir (Lazcka vd., 2007). Biyosensorler, birden fazla patojeni ayni anda
tespit edecek sekilde tasarlanabildiginden gida giivenligi izleme i¢in ¢ok yonlii bir arag
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu gelismis yontemlerin rutin gida gilivenligi
uygulamalarina entegre edilmesi ile hem kontaminasyon riskleri derhal tespit

edilebilmekte hem de bu riskler azaltilarak genel halk sagligi korunmaktadir.
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Sekil 1.2. Gida kaynakli patojenlerin tespitinde geleneksel ve ileri yontemler
(Kabiraz ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismadan alinarak tiirkgelestirilmistir
(Kabiraz vd., 2023).

1.2.1. Kiiltiir Tabanh Yoéntemler (Kiiltiir-Koloni Sayim Yoéntemleri)

Kiiltiir tabanli yontem, kontamine gidalardaki gida kaynakli patojenlerin varliginm
dogrulayan en eski tekniktir. Segici ve farkli kiiltiirleme, dogrulama ve sus
tiplemesinden olusan ardisik bir kiiltiirel zenginlestirme yontemidir (Kim ve Kim,
2021). Kiiltiir kosulu, ortamdaki cesitli besinlere, inkiibasyon siiresine, sicakliga ve

atmosfere baglhdir (Lagier vd., 2015).

Kiiltiir tabanli yollarla gida kaynakli patojenlerin tespiti segici ve ayirt edicidir, bu da
gereksiz  mikroorganizmalarin biiyiimesini sondiiriir ve hedeflenen patojenik
mikroorganizmalari tanimlamak i¢in diferansiyel bir ortam kullanilir. Bu yontemin en
biiyiik dezavantaji, mikroorganizmalarin daha yavag biiylimesi nedeniyle zaman alic1
olmasidir; kiiltiirlenmesi 18-24 saat veya birka¢ giin siirebilir ve emek yogundur

(Kabiraz vd., 2023).
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1.2.2. Biyokimyasal Test Yontemi

Biyokimyasal test, bilesiklerin patojenlerin varligin1 gosteren ve rekabet eden
mikroplarin biiylimesini engelleyen sinyaller olarak kullanildig1 biiyiimeyi tesvik eden
bir yontemdir. Bazen patojenin kat1 veya sivi bir kiiltiir ortaminda inkiibe edildigi bir
kiiltiir yontemi teknigini igerir (Singh vd., 2013). Gida 6rneklerinde belirli patojenlerin
varligini dogrulayan bir¢ok biyokimyasal test vardir. Bunlar oksidaz testi, katalaz testi,
indol iiretim testi, metil kirmizisi, iiglii seker demir agari, kanli agar plakalari,
hareketlilik agari, mannitol tuz agari, nisasta hidroliz testi, galaktoz hidroliz testi,
karbonhidrat fermantasyonu, sitrat kullanimi, iireaz testi, hidrojen siilfiir iiretim testi,
nitrat indirgeme testi, optokin duyarlilik testi ve basitrasin duyarlilik testidir
(Saravanan vd., 2021). Balik ve karideslerden izole edilen laktik asit bakterileri (LAB),
farkli enzimler, asitler, amonyak, indol ve gaz iireterek tanimlanabilmistir (Nair ve
Surendran, 2005). Alkoller, yag asitleri, ketonlar, hidrokarbonlar ve aromatik bilesikler
gibi ugucu bilesikler de patojenleri tespit etmek amaciyla kullanilmigtir (Kabiraz vd.,
2023). Ugucu bilesik analizi de dogrudan gida 6rneklerindeki patojenleri tespit etmek
icin uygulanabilmistir (Tait vd., 2014). Ayrica, etanol ve asetik asit gibi ucucu
bilesikler araciligiyla da konserve domateslerde Saccharomyces spp., E. coli ve
Aspergillus spp. tespit edilebilmistir (Bianchi vd., 2009). Ucucu bilesiklerin analizi
icin kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME), gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisi
gibi yontemler de kullanilmistir (Filipiak vd., 2012).

1.2.3. immiinoloji Tabanh Yéntemler

Gida kaynakli patojenlerin immiinolojik tabanli tespiti, belirli bir antijenin belirli bir
antikora (monoklonal veya poliklonal antikor) baglandigi antikor-antijen
etkilesimleridir. Monoklonal antikorlar, ozgillikleri, duyarliliklari,
tekrarlanabilirlikleri ve giivenilirlikleri nedeniyle patojenlerin segici tespiti igin
poliklonal antikorlardan daha uygundur (Zhao vd., 2014). Bu yontemin duyarlilig1 ve
ozgulligli, belirli bir antijene baglanan antikorun epitop pozisyonuna dayanir.
Patojenleri ve toksinlerini (yani mikotoksini) tespit etmek i¢in kiiltiir tabanli yonteme
kiyasla hizli ve saglam bir yontemdir (Cho vd., 2015; Wang ve Salazar, 2016).
Patojenin protein toksinini ve protein, glikoprotein ve patojen biiyiimesiyle iligkili
polisakkaritler gibi metabolik maddeleri tespit eder (Valderrama vd., 2016). Bu analiz

pahali olmakla birlikte, 6n zenginlestirme adimlar1 gerektirir ve diger patojen
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antijenleriyle capraz reaksiyon yanlis pozitif sonuglara neden olabilir ve hasarli
patojen tespit edilemeyebilir (Wang ve Salazar, 2016). Gidalardaki patojenin tespiti
icin kullanilan ¢esitli immiinolojik yontemler vardir. Bunlara 6rnek olarak enzim
baglantili immiinosorbent testi (ELISA), lateral akisli immiinoassay, immiinofloresan
testi, immiinomanyetik ayirma, lateks agliitinasyonu, immiinodifiizyon testleri,
immiinokromatografik test, immiinoglobulin G (IgG) testi ve altin etiketli

immiinosorbent testi (GLISA) verilebilir.

1.2.4. Niikleik Asit-Tabanh Yéntemler

Niikleik asit amplifikasyonu, belirli patojen genomlarini (DNA/RNA) tanimlamaya ve
niceliklendirmeye dayali molekiiler bir yontemdir. Hizi, hassasiyeti, dogrulugu,
ozgilligi, saglamligi, kontaminasyon riskinin en aza indirilmesi ve gida 6rneklerinde
az miktarda hedef niikleik asidi tanimlama kapasitesi nedeniyle gida patojenleri icin
diger geleneksel tespit yontemlerine gére daha ¢ok tercih edilmektedir (Salazar vd.,
2015). Bu yontemin temel prensibi, termal dongili cihazlarinda tampon sistemlerinin
ve replikasyon icin belirli primer setlerinin kullanildig1 denatiirasyon, baglanma ve
uzama olmak iizere ii¢ farkli sicaklik adiminin izlenerek cesitli patojen genomlarinin
cogaltilmasidir. Agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir boyama gibi yontemler ile
niikleik asit drlnleri tespit edilir (Li vd., 2020). Nikleik asit tabanli tespit
yontemindeki ilk adim, patojenleri tespit etmek icin kullanilan belirli dizileri
secmektir. Bakterinin hedef dizisini se¢mek i¢in belirli dizilere sahip korunan bir gen
kullanilir (Medici vd., 2015). Ribozomal diziler, bakteriyel ribozomal RNA (rRNA)
operonu, 16S rRNA, 23S rRNA geni ve bir genler arasi aralayici (IGS) bolgesi igeren
tespit gelisimi i¢in hedef diziler olarak yaygin olarak kullanilir. Genellikle, 16S rRNA
geni molekiiler bakteriyel tespitte hedeflenir (Sachse, 2004; Toranzo vd., 2005). Virtis
tespiti i¢in hedef dizi, kilif proteini geni, DNA polimeraz geni veya RNA polimeraz
genidir (Ishioka vd., 2005). Bazen RNA viriisleri mutasyona egilimlidir ve korunmus
dizileri yoktur, bu da gida kaynakli patojenlerin tespitinde zorluk yaratir (Belshaw vd.,
2008). Niikleik asit bazli bir yontem, zamaninda izleme ve etkili gdzetim gerektirir.
Ayrica bu yontemde gida pargaciklarinin teknigi engellemesi ve DNA'min canli
hiicrelerden mi yoksa 6lii hiicrelerden mi kaynakli oldugunun tespit edilememesi gibi
bazi zorluklar da vardir. Bu zorluklarin istesinden gelebilmek i¢in, niikleik asit bazl

yontemin gelistirilmesi gerekmistir. Bu dogrultuda hedef olmayan dizileri
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cogaltmayan iyi tasarlanmig primer setleriyle ¢alismanin 6nemi anlagilmistir (Law vd.,
2015). Yine bu amagla zaman igerisinde yuvalanmig polimeraz zincir reaksiyonu
(nested-PCR), gercek zamanli PCR (real-time PCR), kantitatif gercek zamanli PCR
(qPCR), ters transkriptaz PCR (RT-PCR), gercek zamanl ters transkripsiyon PCR
(Rti-RT-PCR), multipleks PCR (Amani vd., 2015) gibi farkli niikleik asit

amplifikasyon bazli yontemler de gelistirilmistir.

1.2.4.1. Kuyruklu Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kuyruklu PCR, PCR da kullanilan primerlere kalip DNA’ya spesifik olmayan dizilerin
(kuyruklarin) eklenmesini icerir. Bu kuyruklar, nanopartikiiller veya diger
molekiillerle sonraki etkilesimleri kolaylastiran belirli dizileri igerecek sekilde
tasarlanabilir. Fonksiyonellestirme ve tespitin gelistirilmesi amaciyla son yillarda
tercih edilen bir yontemdir. Fonksiyonellestirme amaciyla PCR iiriinlerine eklenen
kuyruklar, nanopartikiillere baglanmay1 saglayan dizileri igerebilir ve kolorimetrik
tespit analizlerinin verimliligini artirabilir. Ayrica kuyruklu PCR iiriinleri, hedef
analitlerin giivenilir kolorimetrik tespiti icin ¢ok onemli olan daha iyi stabilite ve
baglanma 6zgiilliigii saglayabilmektedir (Shuldiner vd., 1989; Hayashi ve Yandell,
1993).

1.2.5. ileri Yontemler

1.2.5.1. Hibridizasyon Tabanh Yo6ntem

Hibridizasyona dayali yontem, patojenlerin spesifik genlerinin varligini tespit etmek
icin tamamlayict DNA ve RNA dizilerine dayanan gelismis bir molekiiler yontemdir.
Problar olarak adlandirilan sentetik tamamlayict DNA pargalar1 (tek veya c¢ift
sarmall1), floresan boyalarla etiketlenir ve spesifik patojenlerin niikleik asidini
hedeflemek i¢in kullanilir (Zhang vd., 2018). Amplifikasyondaki varliginin sinyaline
gbre patojeni tespit etmek icin hizli, kararli ve hassas bir floresan tabanli tespit
yontemidir (Yu vd., 2019). Hibridizasyon, florometrik (Zhong, 2018), kolorimetrik
(Zhu vd., 2018), elektrokimyasal (Manzano vd., 2018) ve kemiliiminesans (Shang vd.,
2020) analizinde kullanilabilir. Bu yontemde, problarla uzun c¢entikli DNA nin ¢ift
sarmalini olusturmak i¢in bir kaskad reaksiyon yoluyla iki sa¢ tokasi iiretilir. Modifiye
sa¢ tokas1 problari, patojenlerin varligini belirtmek i¢in hibridize iiriinle baglanirken

sinyaller iiretir (Zeng vd., 2021). Konu ile ilgili hazir gidalar {izerinde yapilan bir
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calismada, Listeria monocytogenes, iki problu (MNP250-probl ve MNP30-prob2)
manyetik DNA tabanli bir hibridizasyon reaksiyonuna dayanan bir yontem ile 22 saat
igerisinde 50 CFU/mL’lik bir tespit limiti ile belirlenebilmistir (Q1 vd., 2021). Marul
tizerinde yapilan bir diger calismada Salmonella spp, iki ayr1 FAM (H1-FAM ve H2-
FAM) etiketli DNA sag¢ tokas1 problu Fe3;Os manyetik boncuklar1 kullanilarak 6,9 x
102 CFU/g tespit limiti ile belirlenebilmistir (Yu vd., 2019).

1.2.5.2. Dizi Tabanh Yontem

Dizi tekniginde patojen, biyomolekiillerin kat1 substrat yiizeyinde in-situ ve ex-situ
sentezi yoluyla DNA dizileri, RNA transkriptleri ve proteinler araciligiyla tespit edilir
(Parsa vd., 2018). Dizi teknolojisi, hizli, hassas, yiiksek dogruluk ve verimlilik
avantajlarina sahip bir teknolojidir (Jia vd., 2021). Gida 6rneklerindeki patojenlerin
tespiti amactyla DNA tabanli dizi (mikrodizi) ve alternatif dizi tabanli teknolojiler

kullanilmaya baslanmuistir.

DNA mikrodizisi, gen ekspresyon seviyesini dlgerek patojenlerin tespiti ve miktarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Wohrle vd., 2020). DNA mikrodizisi, immobilize
edilmis niikleik asitlerin (oligoniikleotidler, genomik DNA ve cDNA) kati
yiizeylerdeki (yani naylon membranlar, cam slaytlar ve silikon ¢ipler) niikleik asit
problarina maruz birakildig1 gelismis bir teknolojidir (Ranjbar vd., 2017). Polimeraz
zincir reaksiyonundan daha iyi olan kolay, hizli, uygun maliyetli ve giivenilir bir
sekilde mikroorganizmalar1 dogrulamak ve karakterize etmek igin kullanilabilen bir
yontemdir (Wang vd., 2017). Floresanl niikleik asit problar test oligoniikleotidleri ile
cogaltilir ve her ¢ipin ylizlerce hedef niikleotidi tutabilecegi hedef immobilize edilmis
tek zincirli niikleotidlere sahip ylizey ciplerine hibridize edilir (Wdhrle vd., 2020).
Ancak bu yontemi ilk kez kullananlarin teori ve pratikteki eksikligi ve sonuglarin

tekrarlanamamasi bu yontemin baslica dezavantajlaridir (Kabiraz et al., 2023).

1.2.5.3. Spektroskopi Teknigi

Bu yontem, elektromanyetik radyasyon ve madde etkilesimi ile nitel ve nicel analiz
icin kullanilan analitik bir yontemdir (Penner, 2017). Bu yontem ile, gidalarda hizl
patojen tespiti yapilabilmektedir. Mikrobiyal kontaminasyonu tanimlamak i¢in Fourier
dontisiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), Raman spektroskopisi ve hiperspektral
gorlintiileme (Rahman vd., 2016) dahil olmak iizere ¢esitli spektroskopik teknikler
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kullanilmistir. Bu yontem molekiil yiizeyine karst oldukca hassastir. Ancak, zaman

alic1 olmasi ve floresanla etkilesime girmesi, bu yontemin baslica dezavantajlaridir.

FTIR spektroskopi teknigi, gida kaynakli patojenlerin tespiti i¢in hizli ve makul
derecede dogru bir biyokimyasal parmak izi teknigidir ve ¢oklu istatistiksel
yaklagimlarla birlikte kullanilir (Cheng ve Sun, 2015). Bu teknik bakteri susunun hizl
tespiti (Novais vd., 2019), et iiriinlerinin kalite degerlendirmesi (Candogan vd., 2021)
ve deniz iirlinlerinin mikrobiyolojik bozulmasinin izlenmesi (Fengou vd., 2019) i¢in
uygundur. Yapilan calismalarda B. cereus, Bacillus cytotoxicus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides ve Bacillus weihenstephanensis FTIR spektroskopisi

teknigi ile tespit edilebilmistir (Bagcioglu vd., 2019).

Raman spektroskopi tekniginde ise hedef numunenin molekiiler bilesimi belirli
kriterlere gore aydinlatilabildiginden gida numunelerinden ¢esitli analitlerin tespitinde
olduk¢a uygundur (Pahlow vd., 2015). Raman spektroskopisi kullanilarak S. aureus
ve E. coli’nin tespiti yapilabilmistir (De Plano vd., 2019). Ayrica, makine 6grenimi ile
birlestirilen Raman spektroskopisinin kullanildigi bir yaklagim ile Vibrio spp., Shigella
spp. ve Listeria spp. gibi patojenik mikroorganizmalar hizli bir sekilde ve artan

dogruluk ile (% 87-95) tanimlanabilmistir (Yan vd., 2021).

Hiperspektral goriintiileme teknigi (HSI), gida kalitesini gercek zamanli olarak
izlemek i¢in ortaya ¢ikan teknolojilerden biridir. Bu teknik, analitleri tanimlamak i¢in
goriintliideki her piksel i¢in spektrumu elde etmeyi amaglar (Gowen vd., 2015). Bu
teknik, gida isleme sirasinda mikrobiyal kontaminasyonu veya gida bozulmasini analiz
ederek gida kalitesinin hizli ve kesin bir sekilde belirlenmesini saglar (Kamruzzaman

vd., 2015).

1.2.5.4. Dongii Aracil izotermal Amplifikasyon (LAMP)

LAMP, gida kaynakli patojenleri tespitinde istenen gen iizerinde alt1 farkli bolgeyi
tanimlamak i¢in dort set primerin kullanildigi bir yontemdir. Bu yontem Bst polimeraz,
deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP’ler), betain, magnezyum siilfat ve bir tampon
gerektirir (Gill ve Amree, 2020). Kisa bir siire iginde (neredeyse 1 saat) geleneksel
PCR iiriinlerinden yaklagik 103 kat daha fazla olan 6nemli sayida amplikon iiretme
kabiliyeti nedeniyle geleneksel PCR'den daha hizli, hassas ve giivenilir bir patojen
tespit teknigidir (Law vd., 2015). E. coli, Vibrio cholera ve Salmonella spp. gibi gida
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kaynakli patojenler LAMP teknigi kullanilarak tavuk ve et iirlinlerinde 1 saat i¢cinde
tespit edilebilmektedir (Sayad vd., 2018).

1.2.5.5. Biyosensor

Biyosensor, biyolojik algilama elemanlar1 tarafindan belirli, dlgiilebilir bir sinyal
eldesi icin bir analiti (hedef patojen) tespit etmek {izere tasarlanmis fiziksel bir
doniistiiriiciiniin kullanildig1 analitik bir cihazdir (Purohit vd., 2020; Zhang vd., 2020).
Biyosensor aracili tespit yontemi, gida kaynakli patojenleri tespit etmek i¢in kolay,
diisiik maliyetli, hizli ve oldukea se¢icidir. Buna karsilik, geleneksel yontemler daha
uzun zaman almakla birlikte emek yogun, daha az secici ve daha az Ozgildiir.
Geleneksel yontemler gidadan canli ancak kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalari tespit
edemediginden, geleneksel yontemlere kiyasla gida kaynakli patojenleri tespit etmek
icin ideal bir tespit yontemidir (Kumar vd., 2019). Hedef gida kaynakli patojeni
taniyan biyolojik algilama elemanlarina biyoreseptorler (antikorlar, enzimler,
aptamerler, antimikrobiyal peptitler, bakteriyofaj, biyomimetik, hiicre, doku ve
niikleik asit probu gibi) denir. Bu reseptorler transdiiserin yiizeyinde hareketsiz hale
getirilerek seg¢ici analit molekiilleriyle etkilesime girerler (Shen vd., 2021).
Biyosensor, analitleri algilamak icin biyoreseptorlerin baglandigi destekleyici bir
matris lizerine dizayn edilir. En yaygin kullanilan sensor matrisleri ise, analite ve
doniistiiriciiniin mekanizmasina gore secilen kagit, karbon macunu, grafit, camsi
karbon elektrot (GCE), indiyum kalay oksit (ITO) ve goriintii-grafi elektrotlardir
(SPE). Bir biyosensoriin kapasitesi, malzemenin dogasina, tasarimina ve sensor
matrisi tiirtine baghdir (Purohit vd., 2020). Biyosensor yapisindaki doniistiiriicii ise,
tanima elemani sinyallerini Slgiilebilir bir forma doniistiiren bir dedektor elemanidir.
Bir biyosensorde sinyal dogrudan veya dolayl olarak 6l¢iilerek hedef analitin varlig
ve miktar1 tespit edilebilmektedir. Gilinlimiize kadar hedef analitin belirlenmesinde
elektrokimyasal, amperometrik, voltametrik, potansiyometrik, impedimetrik ve
kolorimetrik biyosensdrler olmak iizere bir¢ok farkli biyosensor tasarlanmis ve farkl
sektorlerde ozellikle teshis ve tanimlama alaninda kullanilmislardir (Kabiraz et al.,

2023).

1.2.5.5.1. Altin nanoparcaciklarin Kolorimetrik Tespit Yontemlerindeki Rolii

AuNP’ler; ultra kiigiik boyutlu, stabil, biyolojik olarak uyumlu partikiiller olup genis

yiizey alan kiitle oranlar1 ve yiliksek yiizey reaktivitesi gibi essiz fizikokimyasal
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Ozelliklere sahiptir. AuNP’ler, boyutlarina, sekillerine ve kiimelenme durumlarina
bagli olarak farkli renkler gostererek kolayca islevsellestirilebildikleri icin
kolorimetrik biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in miikemmel bir platform gorevi
gormektedir (Aldewachi vd., 2018). AuNP’lerin optik 6zellikleri yiizey plazmon
rezonans (SPR) oOzelliklerine dayanmaktadir. SPR, altin elektronlarinin, gelen
radyasyona tepki olarak, 15181 hem absorbe etmesi hem de sagilmasini saglayan
rezonans siirecidir (Demirtas ve Tiirk, 2021). AuNP’lerin bilesimlerini, sekillerini,
boyutlarini veya agregasyon durumlarini ¢ok kiigiik 6l¢iide degistirerek belirgin bir
SPR degisikligi ortaya cikarilabilmektedir. Bu nedenle hastalik biyobelirte¢lerinin,
niikleik asitin, mikotoksinlerin ve mikroorganizmalarin tespiti i¢in c¢esitli AuNP
tabanli kolorimetrik sensorlerin gelistirilmesi tesvik edilmektedir (Chen vd., 2018).
AuNP’lerde agregasyon kaynakli SPR degisiklikleri her zaman kirmizidan maviye
dogru belirgin sekilde renk degisimlerine neden olur ve ciplak gozle kolayca
belirlenebilmektedir (Chen vd., 2018). Sonug olarak AuNP’ler, agregasyon sirasinda
gbzlemlenebilir renk degisimleri gosterebilen benzersiz boyut ve mesafeye bagl
yiizey plazmon rezonanst (SPR) 6zellikleri nedeniyle kolorimetrik analiz i¢in prob

olarak kullanilmaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1. Cihazlar

e Hassas Terazi (Sartorius CP224S)

e Safsu cihazi (Purelab Option R15)

e Mikropipet (Ependorf)

e Manyetik karistirici (Corning PC-420, Amerika))
e pH metre (Hanna H12002-02)

e Etiiv (Microtest)

e UV-Vis spektrofotometre (Biochrom Libra S12)
e Buzdolab1 (Beko, D1 8450 SM)

e Sonikator (Sonorex Digital 10 P, BANDELIN)

e Zeta-Sizer (Malvern NS)

e FE-SEM (QUANTA 400 F Field Emission)

e Otoklav (Niive OT 4060)

e UV-Solo TS Imaging System (Analytik Jena Company)

2.1.2. Kimyasallar

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Echerichia coli (ATCC 25922)

e Enterococcus faecalis (ATCC 19493)

e Streptococcus mutans (ATCC 25175)

e Nutrient Broth (Merck)

e Nutrient Agar (Merck)

e Gliserol

e NaOH (Merck)

e Trisodyum sitrat dihidrat (S1804, Sigma-Aldrich)
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e Altin (IIT) Kloriir Trihidrat (520918, Sigma-Aldrich)
e Bromofenol Mavisi

e Etidyum bromiir

e DNA ladder (100 bp, GENESTA™)

e NaCl (Merck)

2.2. Bakterilerin Kiiltiire Edilmesi ve DNA Ekstraksiyonu

Calismada laboratuvar olanaklar1 dahilinde belirlenen pozitif kontrol (Staphylococcus
aureus) ve negatif kontrol (Echerichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans) olarak secilmis olan tiim bakteri suslar1 Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii
Laboratuvarlari’ndan temin edilerek nutrient broth ve sonrasinda nutrient agar
igerisinde, 37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edilmistir. Bunun i¢in gereken kiiltiir
ortamlar1 ve hazirlanislar1 asagida detayl olarak anlatilmistir.

Nutrient Broth Igerigi ve Hazirlanisi;

0.4 gr Nutrient Broth tartilarak 50 mL deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildii. Ardindan
bu karisim 3’er mL olarak 10 adet tiipe paylastirilarak agizlar1 kapali olarak
otoklavlanmustir.

Nutrient Agar Igerigi ve Hazirlanist;

4 gr Nutrient agar tartilarak 200 mL deiyonize su i¢erisinde ¢ozdiiriildii. Ardindan bu

karisim erlende agz1 folyolanarak kapatilip otoklavlanmistir.

2.2.1. Bakterilerin Kkiiltiire edilmesi

10 adet petriye, otoklavlanan nutrient agardan (sicakken) 20’ser mL olacak sekilde
bunzen bekine yakin mesafeden konmustur ve agarlarin donmasi i¢in 2 saat
beklenmistir. Agar donunca ates basinda T ¢izgi ekim yontemi (Sekil 2.1.) ile sivi
kiiltiirden kat1 agar ortamina ekim yapilmistir. Ardindan petriler parafilmlenip ters bir
sekilde etiive alinip 2 giin kiiltiire edilmistir (37°C’ de). 2 giiniin ardindan bu kat1
kiltiirlerden 6zenin ucu ile alinarak siv1 kiiltiire ekim yapilmistir. Sivi kiiltiirler 100
rpm karistirma hizinda, 37°C’ de su banyosunda 1 giin daha kiiltiire edilmis ve
kiiltiirasyonun arindan sivi  Kkiiltlirlerin - optik  yogunluklari (OD) 600 nm’de

okutulmustur.
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Sekil 2.1. T ¢izgi ekim yontemi ile bakteri ekimi
2.2.2. Bakteriyel Kiiltiirlerden DNA Izolasyonu

DNA’lar kaynatma yontemi (Shehata ve Hershan, 2016) ve ayrica DNA ekstraksiyon
kiti (kullanim talimatina uygun bir sekilde) ile bakteriyel kiiltiirlerden ekstrakte
edilmis ve DNA’larin safliklar1 spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Inc. USA)
ile degerlendirildikten sonra PCR ile ¢ogaltim asamasina gecilmistir. Kaynatma
yontemi ile DNA izolasyonu yonteminde kisaca bakteriyel siispansiyonlar 13000
rpm’de santrifiij edilmis (10 dk), bakteriyel pellet 200 pL steril su ile (DNaz ve RNaz
icermeyen) resiispanse edilip vortekslenmis ve ardindan 100°C’de 10 dk kaynatilarak
oda sicakligina gelmesi igin bir siire bekletilmistir. Son asamada ise tekrar
vortekslenen siispansiyon 13000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve silipernatant 1.5
mL’lik bir steril eppendorfa alinarak ileri denemeler icin -20°C’de muhafaza

edilmistir.

2.3. Gen Bélgesi Cogaltimi i¢in Primerlerin Belirlenmesi

PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmak iizere belirlenen susun diger bakterilerden farkinin
ortaya konabilmesi amaciyla belirlenen hedef gene (nuc geni) 6zgii primerler

belirlenmistir (kuyruklu ve kuyruksuz primer setleri) (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Hedef gen bolgesi ¢cogaltiminda kullanilan primer setleri (Cheng vd.,
2023; Tortajada-Genaro, 2022)

PCR Tiirii Primer Adi Primer Sekansi (5°-37)
Forward 5’CAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAGTGGT
Primer

PCR
Reverse 5’TAATTTAACCGTATCACCATCAATCGCTTTA
Primer
Kuyruklu- 5S’ATGTACTCCTGTCCGATT[spC3]CAAACAGATAACGGCGT
Forward AAATAGAAGTGGT

Kuyruklu- Primer

PCR
Reverse 5S’TAATTTAACCGTATCACCATCAATCGCTTTA
Primer

2.4. Kuyruksuz ve Kuyruklu Primer Setleri ile Gen Bolgesi Cogaltim

Calisma kapsaminda hedeflenen gen bdlgesinin ¢ogaltimi icin kuyruksuz veya
kuyruklu primer setleri kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR
reaksiyon kosullart Sekil 2.2.’de gdsterilmistir.

Sekil 2.2. Hedef gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR programi

2.5. Modifiye Olmayan Altin Nanoparcaciklarin Hazirlanmas1 ve

Karakterizasyonu

AuNP’ler literatiirde yaygin olarak kullanilan yonteme gore (Turkevich yontemi)
sentezlenmistir (Gonzalez-Dominguez vd., 2018). Buna gore kisaca, kaynayan bir

altin (IIT) klortir trihidrat (250 mL, 0.5 mM) c¢ozeltisine trisodyum sitrat dihidrat
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cozeltisi (12.5 mL, 38.8 mM) ilave edilmistir. Ardindan nihai karigim, sarap kirmizisi
bir renk elde edilene kadar 15 dakika karistirilacak ve oda sicakliginda diisiik
karistirma ile sogutulmustur. Sonugta hazirlanan AuNP'ler, taramali elektron
mikroskobu (Bu analiz, Hitit Universitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde bulunan QUANTA 450 FEG (FEI, Oregon, Amerika Birlesik Devletleri)
marka SEM cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Analizden once, kurutularak toz haline
getirilen AuNPs’ler yaklasik 10 nm kalinliginda Au/Pd ile kaplanmistir. AuNPs’lerin
farkl1 biiylitmelerde SEM goriintiileri alimmistir.) ve UV-Goriinilir  spektroskopi
(¢ozeltilerin 400-700 nm dalga boyu arasindaki absorbansi UV-Vis spektrometresi
(Biochrom Libra S12) kullanilarak elde edilmistir) ve ayrica DLS yontemi (altin
nanoparcacik ¢ozeltisinin 1 mL su ile seyreltilmesinden sonra 25°C’de bir pargacik
analizorii (Zetasizer Nano, Malvern Instrument Co., Ingiltere) kullamlarak) ile

karakterize edilmistir.

2.6. Bakteriyel DNA’larin Agaroz Jel ile Goriintiilenmesi

PCR ile ¢ogaltilan bakteriyel DNA’larin hedef geni tasiyip tasimadigi kolorimetrik
yontem 6ncesinde jel elektroforez yontemi ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Bunun igin;
0.45 gr agaroz tartilarak 30 mL TAE tamponu igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve igerisine 3
pL EtBr ilave edilmis ve tanka aktarilarak oda sicaklifinda katilasana kadar
bekletilmistir. Ardindan 10’ar pL PCR iriinii 1’er pL bromofenol mavisi ile
karistirtlarak kiiyulara yiliklenmistir. Referans DNA dizisi olarak ise 5 L DNA ladder
(100 bp/GENESTA™) kullanilmistir. Kuyulara yiikleme isleminin tamamlanmasinin
ardindan TAE tamponu i¢erisinde 90 V akim ile jel elektroforez islemi ve son asamada
ise UV 15181 altinda (UVSolo TS Imaging System/Analytik Jena Company) DNA

dizilerine ait bantlarin goriintiileme islemi gerceklestirilmistir.

2.7. Bakteriyel DNA’larin Kolorimetrik Belirlenmesi

PCR ile elde edilen saf ¢ogaltim tiriinleri (1 pL) AuNP igeren (1:10 diliisyon) belirleme
soliisyonu ortaminda (sitrat tamponu igeren (100 mM, pH 6.75), nanoparcaciklar ile
etkilestirilmistir. Ardindan ortama NaCI ¢ozeltisi (100 mM, 4uL) ilave edilerek
nanopargaciklarin ¢okelmeye egilimi meydana gelen renk degisikligi ile belirlenmistir.

Bu belirlemenin ardindan, elde edilen goriintiiler (tuz ¢ozeltisinin ilavesinden 10
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dakika sonra) kaydedilmis ve bu goriintiiler, akilli telefon uygulamasi (Color Detector

RGB) kullanilarak degerlendirilmistir.

2.8. istatistiksel Analiz

Akilli telefon uygulamasi kullanilarak elde edilen RGB degerlerinin istatistiki analizi
student t-test ile gerceklestirilmistir. Veriler ortalama degerler olarak sunulmustur.

Istatistiki anlamlilik p degerinin 0.01°den ve 0.001 den kiigiik olmast ile belirtilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Bakteri Kiiltiirii ve DNA Ekstraksiyonu

Calisma kapsaminda secilmis olan bakteriler kiiltiire edilmis (Sekil 3.1.) ve ardindan
genomik DNA’lar1 ekstre edilmistir. Kiiltiire edilen bakterilerin bulundugu petrilerde
kiiltiirasyon sirasinda herhangi bir kontaminasyona rastlanmamais, her bir bakteri tiirti

icin tek diisen kolonilerden s1vi kiiltiire ekim steril kosullarda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Kiiltiire edilen bakteriler

Siv1 kiiltiirlerin DNA ekstraksiyonu Oncesinde optik yogunluklari da 600 nm’de
yapilan absorbans okuma yoluyla degerlendirilmistir (Cizelge 3.1.). Buna goére okunan
degerlerin 1 civarinda olmasi sonucunda bakteri sayilarinin DNA ekstraksiyonu igin
yeterli yogunluga ulastigt sonucuna varilarak DNA ekstraksiyonu asamasi

gerceklestirildi.

28



Cizelge 3.1. S1vi1 kiiltiirlerin OD (600 nm)’de okunan absorbans degerleri

Bakteri tiiri OD (600 nm)
S. mutans 1,063
S. aureus 1,460
E. coli 1,508
E. feacelis 0,642

3.2. Kuyruksuz ve Kuyruklu Primer Setleri ile Gen Bolgesi Cogaltim

Hedef gen bolgesi kuyruksuz ve kuyruklu primer setleri ile ayr1 ayr1 olacak sekilde
ayni program kullanilarak ¢ogaltilmig ve ardindan ¢ogaltim {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezinde tespiti gerceklestirilmistir (Sekil 3.2.). Buna gore hedef bolgeyi (nuc
geni) iceren S.aureus susu i¢in yapilan gerek kuyruksuz gerek kuyruklu primer setleri
kullanilarak gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda gerceklestirilen ¢ogaltimda
hedef gen bolgesini gosteren bantlar jel lizerinde net bir sekilde goriintiilenebilmistir.
Negatif kontrol gruplar1 olarak secilen diger suslara ait genomik DNA’larda ise

beklenildigi lizere jel lizerinde bant tespit edilememistir.

Sekil 3.2. Kuyruksuz (1a-4a) ve Kuyruklu (1b-4b) primer setleri ile cogaltilan hedef
gen bolgesinin jel agaroz goriintiisii (DNA ladder-100 bp)
1a-S. mutans, 2a-S. aureus, 3a-E. coli, 4a.E. feacelis, NK. Negatif Kontrol, 1b-S.
mutans, 2b-S. aureus, 3b-E. coli, 4b- E. feacelis, NK. Negatif Kontrol)
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3.3. Modifiye Olmayan Altin Nanoparcaciklarin Hazirlanmas1 ve

Karakterizasyonu

PCR iiriinleri ile kolorimetrik etkilesim temelinde gergeklestirilecek hedef bolge
tespiti amaciyla sentezlenen Altin nanopargaciklara ait karakterizasyon calisma
sonuclar1 Sekil 3.3., 3.4. ve 3.5°de, ayrica Cizelge 3.2.’de belirtilmistir. Buna gore altin
nanopargacik siispansiyonu karakteristik sarap renginde homojen bir goriiniimdedir
(Sekil 3.3.). Literatiir aragtirmasina gére AuNP ¢ozeltisinin karakteristik pikinin 520-
540 nm arasinda oldugu bilinmektedir (Aktiirk vd., 2018). Basarili AuNP olusumu,
UV-Vis spektral taramasinda yaklasik 520 nm dalga boyunda ortaya ¢ikan yilizey
plazmon rezonansi (SPR) piki ile acikga gosterilmistir (Sekil 3.4.). Sentezlenen
parcaciklara ait SEM goriintiisiinde ise parcaciklarin topaklasma egiliminde olmadigi

ve yuvarlaga yakin bir sekillerinin oldugu gortilmiistiir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.3. Sentezlenen AuNP’lerin tiip icerisindeki goriiniisii

0,8 - 520 nm

0,7 1
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S 0,3 A
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Sekil 3.4. Sentezlenen AuNP’lerin UV-Vis spektrumu
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Sekil 3.5. Sentezlenen AuNP’lerin SEM Goriintiisti

AuNP’lerin zeta potansiyeli ve ortalama boyutu sirasiyla -26,4 mV ve 27,7 nm olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.2.). Literatiire gore, zeta potansiyeli -10 ila +10 mV arasinda
olan NP’ler yaklasik olarak nétr olarak kabul edilirken, zeta potansiyeli +30 mV’den
biiyiik veya -30 mV’den diisiik olan NP’ler sirasiyla giiclii katyonik ve gii¢lii anyonik
olarak kabul edilir ve ylik ne kadar gii¢lii olursa, par¢aciklarin kolloidal stabilitesi o
kadar 1y1 ve dolayisiyla raf dmrii de o kadar uzun olmaktadir (Clogston ve Patri, 2011).
Bu bilgiye dayanarak sentezlenen NPs’lerin sahip olduklar1 -26,4 mV zeta potansiyel
degeri ile agregasyona karsi yeterince yiliksek itme kuvvetine sahip olduklarindan
dolay1 stabil olduklar: diisliniilmektedir. AuNP’lerin ortalama boyutu 27,7 nm ve PDI
(¢oklu dagilim indeksi) degeri 0,5 olarak bulunmustur. PDI degeri temel olarak belirli
bir drnek i¢indeki popiilasyon biiyiikliigli dagiliminin bir temsilidir. PDI’'nin sayisal
degeri 0,0 (parcacik boyutuna gore tek tip numune i¢in) ila 1,0 (¢coklu parcacik
boyutuna sahip numune i¢in) arasinda degisir. Calisma kapsaminda sentezlemis
oldugumuz NPs’lere ait PDI degerinin ise literatiire gore kabul edilen siir degerinin

(0,7) de altinda oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.2. Sentezlenen AuNP’lerin hidrodinamik boyutu (nm), boyut dagilimi (PDI)
ve zeta potansiyel (mV) degerleri

.. . + .

ORNEK ADI Ort.boyut (nm = std PDI Zeta Pot. (mV £ std. sapma)
sapma)

AuNP 27,740,8 0,540,0 26,4413
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3.4. Bakteriyel DNA’larin Kolorimetrik Belirlenmesi

PCR ile elde edilen saf ¢cogaltim iiriinleri AuNp igeren belirleme soliisyonu ortaminda
nanoparcaciklar ile etkilestirilmis, ardindan ortama NaCl c¢ozeltisi ilave edilerek
nanoparcaciklarin ¢okelmeye egilimi meydana gelen renk degisikligi ile belirlenmis
(Sekil 3.6.) ve bu belirlemenin ardindan renk yogunluklar1 akilli telefon uygulamasi

(Color Detector RGB) kullanilarak kaydedilmistir (Cizelge 3.3.).

AuNP NK 1a 3a 4a 1b 2b 3b 4b
® 3 - - ® ® - @ ®

[
]

Sekil 3.6. Kuyruksuz (1a-4a) ve Kuyruklu (1b-4b) primer setleri ile cogaltilan PCR
iirinlerinin AuNP ile plastik membran iizerinde etkilesimi (AuNP-Altin
nanoparcacik, NK-Negatif Kontrol, 1a-S. Mutans, 2a-S. aureus, 3a-E. Coli, 4a. E.
feacelis,, 1b-S. Mutans, 2b-S. aureus, 3b-E. Coli, 4b- E. feacelis)

Hedef gen bolgesinin gerek kuyruksuz ve gerek kuyruklu primer setleri kullanilarak
cogaltilabildigi 2 numarali 6rneklere ait (sirasiyla 2a ve 2b) RGB degerlerinin direkt
AuNP ¢ozeltisinin sahip oldugu RGB degerlerine diger 6rneklere gore daha yakin
oldugu goriilmektedir. Beklenildigi gibi 6zellikle 2b 6rneginin sahip oldugu R (107,5),
G (53,1), B (56,4) degerlerinin AuNP nin sahip oldugu R (85,9), G (38,8), B (047.0)
degerlerine en yakin oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni de 2b Ornegindeki
kuyruklu primer ile c¢ogaltilmis hedef asimetrik DNA dizilerinin AuNP’ler ile
elektrostatik etkilesimleri nedeniyle NaCI’iin ortama ilavesinin ardindan AuNP
agregatlarinin olusmamasi ve AuNP’lerin kolloidal fazda kalmasidir. Benzer yontem
uygulanarak yapilan baska bir calismada da yine ¢alisma sonuglarimiza benzer
sonuglar elde edilmistir (Tortajada-Genaro vd., 2022). Yapilan istatistiksel analize gore
2b ornegine ait degerlerin AuNP grubu degerlerine diger tiim gruplardan (p<0,001)
daha yakin olmasi sebebiyle istatistiksel olarak anlamliliginda azalma (p<0,01)
olmustur. Bu analiz sonucu da yine 2b 6rnegindeki AuNP’lerin diger tiim gruptakilere

gore daha stabil kalarak kolloidal fazin korundugunun ispatidir.
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Cizelge 3.3. Membran iizerindeki 6rneklere ait akilli telefon uygulamasi ile elde edilen

renk yogunluk degerleri
AuNP | NK la 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b
R (red) | 859 141,9%% | 1349%% | 137,8% | 119,1%* | 103,6™* | 1283%F | 107,5% | 1203%* | 103,8**
G 38,8 132,20 | 129.9%% | 094,5%% | 114,1%% | 104,54 | 1193%** | 53,1* | 101,6** | 106,8**
(green)
B 47,0 139,8%% | 1353%% | 103,6%* | 120,1%* | 109,6** | 1243%F | 564* | 1102%* | 112,9%*
(blue)

NOT: *: p<0,01 AuNP grubuna gore istatistiki olarak anlamlilik, **: p<0,001 AuNP grubuna gore
istatistiki olarak anlamlilik

Bu tez calismasinda hedef gida kaynakli patojene ait asimetrik polimeraz zincir
reaksiyonu (asPCR) ile elde edilen amplifikasyon {iriinii altin nanoparcacik temelli
kolorimetrik bir yontemle tespit edilmistir. Bu yontem gelistirilerek ileri bir asamaya
taginabilir. Literatiirde bu ¢alismaya benzer amplifikasyon iiriinleriyle AuNp temelli
gida kaynakli patojen tespit yontemleri iizerine cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu
tez calismasina benzer olarak; Fan Li ve arkadaslar Bacillus cereus’un tespiti igin
asPCR ve propidyum monoazid (PMA) islemiyle birlestirilmis AuNP tabanli
kolorimetrik analiz yontemi gelistirmis ve bu yontemi 8 bakteri susu iizerinde
denemislerdir (Li vd., 2018). Calismalarinda amlifikasyon {irlinlerinin AuNp’ler ile
etkilesimi sonucu hedef patojen grubunda agregasyon olmadigini ve diger suslar
(hedef patojen haricindeki) i¢in agregasyon sonucu  renk degisimleri meydana
geldigini gozlemlemis ve bunu da kolorimetrik olarak belirlemislerdir. Tortajada-
Genaro ve arkadaglar1 da, gida kalitesini izlemek icin glutenli ve glutensiz gidalarin
tespitinde tahila 6zgili bir geni (trnL geni) tespit etmek lizere bir RPA-AuNP testi
tasarlayarak kolorimetrik AuNP aracili bir yontem gelistirmislerdir. Gelistirdikleri
algilama yontemlerini gida karisimlarina ait amplifikasyon tirtinlerini tespit etmek i¢in
uygulamislar. Yine bu tez calismasinda kullanilan yonteme benzer sekilde akilli
telefon yardimiyla amplifikasyon iirlinlerinin varlifina veya yokluguna bagli olarak
sonuglar1 kolorimetrik olarak gozlemlemisler ve farklt RGB profilleri elde etmislerdir
(Tortajada-Genaro vd., 2022). Wang ve arkadaslar1 AuNp tabanli multipleks
oligontikleotid ligasyon-PCR ve evrensel oligoniikleotid mikrodizi teknolojisini
birlestiren yeni bir c¢alisma gerceklestirmis, bu ¢alismada Shigella spp.,
Campylobacter jejuni , Bacillus cereus , Escherichia coli OI157:H7, Listeria

monocytogenes , Salmonella enterica , Staphylococcus aureus ve Vibrio
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parahaemolyticus dahil olmak tlizere sekiz yaygin gida kaynakli patojeni tespit etmeye
calismiglar ve sonucta yedi Onemli domuz viriisiinii es zamanli olarak tespit

edebilmislerdir (Wang vd., 2013).

Li ve arkadaslar ise tek ve ¢ift sarmalli oligoniikleotidlerin kolloidal ¢6zeltideki altin
nanopartikiillerine adsorpsiyonda farkli egilimlere sahip olduklarini tespit etmislerdir.
Bu tespitlerini ise, altin agregasyonuyla iliskili renk degisimlerine dayali bir
hibridizasyon testi tasarlamak i¢in kullanmiglardir. Altta yatan adsorpsiyon
mekanizmasi elektrostatik oldugundan, altinin, probun veya hedef DNA'nin kovalent
fonksiyonellestirilmesine gerek olmadigini ortaya koymuslar (Li ve Ruthberg, 2004)
ki benzer sekilde bu tez calismasinda da adsorpsiyon mekanizmasi elektrostatik
etkilesime dayali oldugundan pargaciklarin veya hedef DNA'nin iglevsellestirilmesine
gerek duyulmamuistir. Sonug olarak bu tez calismasinda hedef gida kaynakli patojene
ait asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon {iirlintiniin altin
nanoparcaciklarla  agregasyon tabanli  kolorimetrik olarak  hizli  teshisi

gerceklestirilmistir.
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4. SONUC

S. aureus gida giivenligi sorunlarindan olan 6nemli bir patojenik bakteridir, ayni
zamanda biliylikbas hayvanlar ve koyunlarda mastitise neden olan birincil patojenik
bakteridir. Insan ve hayvan saghigmi tehlikeye atar ve biiyiik ekonomik kayiplara yol
acar. Bu nedenle, S. aureus’un tespiti ve Onlenmesi 6zellikle Oonemlidir. Tespit
kapasitesinin 1iyilestirilmesi, gida gilivenligi sorunlarinin dogru ve zamaninda
tanimlanmasin1 kolaylastirir ve bu da fiziksel ve ekonomik kayiplar1 onler. Ancak,
tespit yontemlerinin duyarlilifi, 6zgiilliigli ve zamanlamasi, test edilecek orneklerin

islem asamalrindan biiyiik dl¢iide etkilenir.

Gida kaynakli hastaliklar1 onleyebilmek ve hastalik risklerini en aza indirmek igin
mikroorganizmalarin tespiti onem arz etmektedir. Gelismis tespit yontemlerinin
avantajlar arasinda daha hizli yanit, basitlik, giiclii yogunluk, diisiik maliyet ve hizl
veri analizi yer alir. Bununla birlikte, hem geleneksel hem de gelismis tekniklerin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir; bu nedenle, yontem sec¢imi sirasinda benimsenen
yontem belirli bir gida kaynakli patojen i¢in dogru, giivenilir, uygun maliyetli, segici
olmal1 ve tutarl sonuglar elde etmek i¢in yeterince hizli olmalidir. Bu amagcla birgok
tespit yontemi gelistirilmistir. PCR, kiiltiir ve immiinolojik yontemler bu alanda en sik
kullanilan yontemlerdir. Teknolojik imkanlar ¢ogaldik¢a stirekli daha hizli, pratik,
ekonomik ve in vitro yontemler gelistirilmek istenmistir. Gida kaynakli patojen tespiti
i¢in kolorimerik sensorler kullanilmas1 yontemi de bu ¢abalarin giincel sonuglarindan
birisidir. Bir¢ok kolorimetrik yontemde, AuNP’lerin agregasyonundan yararlanilarak

hedef niikleik asitler veya diger analitler se¢ici olarak taninmaistir.

Hem kuyruksuz hem de kuyruklu primer setleri kullanilarak yapilan PCR’dan elde
edilen c¢ogaltim iriinlerindeki hedef gen bdlgesinin varligi standart yontem olarak
agaroz jel elektroforezi uygulanarak, pozitif kontrol olarak segilen S. aureus igin
belirlenebilmistir. Negatif kontrol olarak secilen diger bakteri tiirlerinde ise bu gen
bolgesinin varligi tespit edilememistir. Calisma kapsaminda PCR ¢ogaltim iiriinleri ile
etkilesime girecek olan AuNP’ler yaygin olarak kullanilan yontem olan Turkevich

yontemi ile etkili bir sekilde sentezlenebilmis ve karakterize edilmistir. Calismanin son
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asamasinda ise agaroz jele alternatif olarak PCR ¢ogaltim iiriinii-kolloidal AuNP’lerin
kolorimetrik temelli etkilesimi araciligiyla ¢cogaltim iiriinlerindeki hedef gen bolgesi
saptanmaya calisilmisti. Bunun i¢in etkilesim iizerine belirlenen miktarda NaCl
ilavesi gerceklestirilmis ve renk degisimi gozlemlenmistir. Hedef gen bolgesinin (nuc
geni) PCR ile ¢cogaltilmasi sonucunda 6zellikle S. aureus i¢in NaCl ilavesi sonrasinda
altin nanopargaciklar1 etkilesim nedeniyle kolloidal fazda kalarak renk kirmizi
kalmistir. Diger 6rnek gruplarinda ise altin nanopargaciklar1 agregasyona ugradigindan
renk mavi-mor olarak goriinmiistiir. Bu renk yogunluklarinin da yine akilli telefon

uygulamasi ile sayisal degerler olarak karsiliklar1 belirlenebilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda hedef gida kaynakli patojene ait asimetrik polimeraz
zincir reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon {irliniiniin altin nanoparcaciklarla
elektrostatik etkiye dayali agregasyon tabanli kolorimetrik olarak hizli teshisi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda patojen hedef dizisinin giiniimiizde yaygin
kullanilan diger yontemlere gore daha hizli ve ekonomik bir sekilde tespiti
gerceklestirilmistir. Calismamizin avantajlar1 ve dezavantajlar1 gida kaynakli
patojenlerin tespitinde 1ileri tekniklerin gelistirilmesi ve daha kapsamli tespit

yontemlerinin ortaya konmasinda yardimci olacaktir.
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