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OZET

E.coli su ve gida mikrobiyolojisinde en sik karsilasilan bakterilerden birisidir. Bu sebeple gida ve suya bagh olarak halk saglgini korumak
adina bakterilerin ozelliklede E. colfnin hizh tespiti icin yeni yontemlerin gelistirilmesi oldukca 6nemlidir. Bu calismada (gergek 6rnekten)
sudan izole edilen E.coli 6rneginin hizl tespiti icin nanoparcacik etiketli bir sensér prosediirii, Tubitak-BILGEM, Biyoelektronik grubu
tarafindan gelistirilen elektrokimyasal sensor cihazi (Misens V2) ile tekrar revize edilmis ve belirleyici limit 50 cfu/mlitden 38 cfu/mit'ye
dustrilmustor. ELISA sisteminde enzim substrat ikilisinin reaksiyonu sonrasi ortaya cikan renk degisimi optik olarak absorbans degeri ile
olctlmektedir. MiSens V2 cihazinda ise enzim ile substrat ikilisinin reaksiyonu ile ortaya cikan deger, elektronlarin Gzerinden gercek zamanli
olarak, beklenmeden 6lciilmesi ile sinyal olarak elde edilmektedir. Bu prosediirde, enzim konjuge edilmis sekonder antikor yerine, enzim ve
sekonder antikor ile modifiye edilmis altin pacaciklar kullanilmistir. E. coli 6rnegj, E. coli antikoru immobilize edilmis sensor yiizeyine enjekte
edilmistir. Ardindan enzim ve sekonder antikor ile modifiye edilmis 40 nm ¢apindaki altin nanoparcaciklar sensor yiizeyine génderilmis ve
sonrasinda da substrat enjeksiyonu sirasinda amperometrik sinyaller alinmistir. Calismada, Biyosensor teknolojisi, yiksek hassasiyet ve
ozgullik ile bakterileri tespit edebilmektedir. Altin nanopartikil etiketli sensore gore optimize edilen ve uygulanan proses, tamamen yerli
uretim olan elektrokimyasal sensor cihazi ile denenmistir. Konvensiyonel yontemlerile iki ila dort giin arasi siren tespit stresinin bir saatden
az bir zamana indirilebilmesi umut vaat edicidir.

Anahtar  Escherichia coli, antijen, antikor, AuNP, elektrokimyasal sensor
Kelimeler:

Abstract

E.coliis one of the most common bacteria in water and food microbiology. For this reason, it is very important to develop new methods for
rapid detection of E.coliin order to protect public health due to food and water. In this study, a nanoparticle-labelled sensor procedure for
rapid detection of E. coli samples isolated from water (real sample) was revised again with the electrochemical sensor device (Misens V2)
developed by TUBITAK-BILGEM, Bioelectronics group and the limit of detection was decreased from 50 cfu / mL to 38 cfu / ml. Biosensor
technology can detect bacteria with high sensitivity and specificity. The process optimized and applied to the gold nanoparticle labeled
sensor has been tested with the electrochemical sensor device, which is a completely domestic production. It is promising to be able to
reduce the detection period from two to four days with conventional methods to less than one hour.
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Giris

Su insan yasaminin vazgegcilmez bir unsuru olmasi ile beraber sularda bakteri kaynakl salginlar
dinya genelinde oldukca bilyik bir problemdir. Diinya Gizerinde her yil yaklasik 5 milyon bebegin
dliim sebebinin sagliksiz icme sular oldugu belirtilmistir." icme, kullanma ve yiizme sularinin rutin
mikrobiyolojik analizlerinde mikroorganizmalarin 6zellikle de E. coli'nin varligi bir indikator olarak
kullanilmaktadir. Su ve gida mikrobiyolojisinde en siklikla calisilan bakteriler E. coli ve Salmonella
olup, enteritin cocuk ve yaslilarda ki en nemli sebebinin de yine E. coli oldugu bildirilmistir.? Pato-
jenik olan bakterilerin hizl tespiti, halk saglig), gida ve su giivenligi beraberinde biyodezenfeksiyon
icin kritik dGneme sahiptir.® E. coli O157:H7 icin ozellikle son zamanlarda halk sagligini tehlikeye
sokan bir ¢ok salgin bildirimi olmustur. Bu mikroorganizmanin tespiti geleneksel kiltir yontemi
ile yaklasik 2 ila 4 giin sirdigi icin hizh tespit yontemlerinin gelistirilmesi oldukga biyik 6nem
tasimaktadir.*>

E. colinin tespitinde kullanilan ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Bunlarda konvensiyonel yontemler
hala siklikla kullaniliyor olup, mikroskobi tanisi, biyokimyasal ve serolojik testleri icinde barindinir.
Bununla birlikte son zamanlarda gelistirilen otomatik bakteriyel tespit cihazlar (VITEK 2 System) sik-
Iikla kullanilmaktadir. Ancak kullanilan bu geleneksel yontemler birden fazla giin almasina ragmen
genellikle makul sonuglarin saglanamamasi, ayrica uygulanan teknigin zaman alici olmasi ve tespit
edebildigj limitin yetersizligi sebebi ile son yillarda molekiler teknikler kullaniimaya baslanmistir.®7
PCR metodu (polimeraz zincir reaksiyonu), ozellikle de real-time (gercek zamanl) PCR yontemi,
hizli, duyarl ve 6zel bir teknik olmasina karsin, bu yontemler nispeten karmasik olup, pahali cihaz-
lara ve tecribeli uzmanlara ihtiyac duyulmaktadir. Diger bir risk, Taq DNA polimerazin PCR siire-
cinde biyolojik 6rnekte bulunabilecek inhibitorler tarafindan aktivite kaybina ugrama ihtimalidir.®*
Biyosensor teknolojisi, kullanimi, son derece hassas, hizli ve kullamimi kolay biyoalgilama teknigi
sundugu icin diger teknikler karsisinda giicli bir alternatif yontemdir. Ginimizde biyosensorler,
bakterileri 1 cfu ml-1‘e kadar dlcebilmekte olup, patojen tespitinde kullanilmaya baslanmistir. Bu
oOzellikle, nanomalzemelerin biyosensdr ve biyoalgilama prensipleri Gzerindeki 6nemli etkisinden
kaynaklanmaktadir. Mikrobiyal sensorlerin diger bir artisi ise, mikrolitre araliginda hacimleri cok
kisa siire de analiz edebiliyor olmasidir.’®™ Elektrokimyasal biyosensorler, biyosensor platformu
icerisinde patojenik bakterilerin tespitinde kullanilan en iyi 6rneklerden biridir.

Bu calismada, TUBITAK-BILGEM Biyoelektronik grubu tarafindan gelistirilen entegre yaziim Mi-
Cont App tarafindan kontrol edilen, bir elektromanyetik Gniteden olusan, tam otomatiklestirilmis ve
oOzel tasarlanmis elektrokimyasal sensor cihazi ile ve gercek drnekten elde edilen E.coli bakterisinin
tespiti ve en alt tespit sinirt belirlenmistir. Calismada altin nanopartikil ile giclendirilmis sandwich
assay protokolii gelistirilmis ve uygulanmistir. Olgiim sistemi horseradish peroksidaz (HRP) ve 3,3’
5,5"-tetrametilbenzidin (TMB) arasindaki enzimatik reaksiyona dayaniyor olup, belirteg antikor HRP
ile etiketlenmistir. Gelistirilen antikor biyosensor ile eser miktarda E.coli 6rnegi dlcilebilmistir. Bu
calismada tamamen yerli bir Gretim olan Misens cihazinin ikinci versiyonu olan elektrokimyasal
sensor cihazi ile Altin modifiye nanopartikil kullanilarak E. colfnin sividan tespiti icin gelistirilen
prosesin4 yeni versiyon ile tekrar denenmesi ve tani limitinin disrilmesi hedeflenmistir.

2- Materyal-Metot
2.1. Materyal ve Reajenler
Polyclonal rabbit anti-E. coli antikoru (BioRad) ticari olarak satin alindi. E.coli 6rnegi Ankara Nu-
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mune Hastanesi, mikrobiyoloji laboratuvarindan tedarik edildi. Ge¢cmis zamanda izole edilen ve
-80°C saklanan sus tekrar canlandinldi. Fosfat tamponlu tuz tabletleri (PBS, 0.01 M fosfat tamponu,
0.137 M sodyum kloriir ve 0.0027 M potasyumkloriir, pH 7.4), merkaptoundekanoik asit (MUDA),
merkaptoetanol, N-hidroksisiksinimit (NHS), etanolamin, analitik sinif etanol, horseradish perok-
sidaz (HRP), 3,3, 5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) Sigma Aldrich (Poole, ingiltere)'den satin alinmistr.
1-Etil-3- (3-dimetilaminopropil) —karbodiimid (EDC) Thermo Scientific'den satin alindi. Altin na-
nopartikiiller (40 nm) BBI International’dan (Cardiff, ingiltere) temin edildi. Potasyum kloriir (KCI)
Fisher Scientific’'den (Loughborough, UK). Milli-Q sudan ultra saf su (18 M cm-1) elde edildi. (Mil-
lipore Corp., Tokyo, Japonya).

2.2. Elektrokimyasal Ol¢iim Yapan Biyosensor Cihaz

Calismada Tibitak-Bilgem’ de tasarlanan ve imal edilen elektrokimyasal sensér 6lciim cihazi kulla-
nilmistir (Misens V2). Cihaz wireless tablet Gizerinden ¢alisilan Micont App yazilimi tarafindan kont-
rol ediliyor olup, sensor cip Tubitak-Bilgem, biyoelektronik grubu tarafindan tasarlanmis, Uretilmis
ve Uretilmektedir. Au kapl ¢ip 8 ¢alisma elektrotu, karsi elektrot ve referans elektrotdan olusuyor
olup, tek parametre ayni anda 8 elektrot tarafindan ayni anda real-time sonug verebilmektedir.
Kullanilan cipin ve elektrotlarin kalitesini belirlemek Gzere 1M KCL ¢ozeltisinde 1TmM potasyum
ferrosiyanat ¢ozeltisi hazirlanmis ve -0,5V ve -0,2 V arasinda dongiisel voltmetri yapilarak sistemin
dogrulugu ve elektrotlarin kalitesi test edilmistir.

2.3. Sensor Cip Yiizeyinin Modifikasyonu ve Kullanima Hazirlanmasi

Basarili bir yiizey modifikasyonu ve temiz bir sensor yiizeyi elde edebilmek icin plasma yontemi
uyguland:.* Sensor gipler 2mM MUDA (%100) da 1 gece bekletildi. Elektrot dizileri kurutulmadan
once alkol ve %70 ethanol ile yikandi, kurutuldu, vakumlu paketleme yapildi ve kullanana kadar
+4°C’de sakland. Sensor ¢ip, ikinci versiyon olan elektrokimyasal sensor cihazi icin dzel tasarlanan
kartusa yerlestirildi ve kartusun konnektdr ve mikro akiskan sistem ile temasi saglanacak sekilde
cihaza yerlestirildi. Déngusel voltmetri dlcimleri sonrasinda, sensor yizeyi 1:1 0.4 M EDS and 0.1
M NHS ile aktive edildi, sonrasinda yiizeye sodyumsiilfat (pH: 4.5) icerisinde hazirlanmis 200 ult
anti-E.coli antikor gonderildi. Baglanamayan esterler PBS ile uzaklastirildi ve kalan kisimlar 30 pg/
ml-1 BSA ile dolduruldu ve 1M ethanol amin (pH:4.5) ile reaksiyon durduruldu.

2.4. Nanomateryal destekli Sandwich Assay

Calismada sensoriin algi kapasitesini artirmak amaciyla enzim altin nanopartikillere baglandi. Bu-
nun igin 40 nm ¢apinda 1000 ult AuNP (Altin nanoparitkiil) Gzerine 5 ul (0,2 M) NaOH eklenerek
kanstirildi. 1.5 pl tespit icin kullanilan antikor ile 2 pl HRP (1 pg/ml) AuNP Gzerine eklendi ve 45
dakika 600 rpm’de karanlik ortamda karistirildiktan sonra 30 dakika 1000 rpm’ de, +4 derecede
santrifujlendi. Santrifij sonunda sipernatant ortamdan uzaklastirildi ve pellet 40 pl BSA ve 60 pl
PBS (10 mM) cozeltisi ile ¢ozildi.

Diliisyon faktoriine gore altini seyreltebilmek icin 525 nM dalga boyunda spectrofotometre de
6lcimd yapildi ve OD degeri dikkate alinarak, AUNP ¢ozeltisi, hesaplanan dilisyon faktorine bagli
olarak seyreltildi.

Sensor cip Uzerinde E. coli spesific poliklonal antikorlar farkl bolgelere baglandiktan sonra, hedef
ornek (E.coll) konsantrasyon 6lcimi ve buna bagli olarak gerekli dilisyonlar yapildiktan sonra yi-




zeye gonderildi. Arkasindan uygun konsantrasyondaki AUNP ile birlikte HRP etiketli tespit antikoru
ve HRP enzimine 6zel TMB siibstrati yizeye gonderilerek amperometrik dlcim gercek zamanl
olarak izlenerek, tespit edildi.

Kirli sudan enfekte olan hastadan izole edilen ve -80°de saklanan E. coli 6rnegi Ankara Numune
Hastane’sinden temin edilmistir. Kiltirde canlandirilan E. coli 6rnegi PBS ile sulandirilarak istenilen
konsantrasyon elde edilmistir. ilk konsantrasyonu 1,52*10-7 cfu/ml olarak hazirlanan gercek E.
coli ornekleri 0,99 konsantrasyon araliginda diliie edildi. Tek bir konsantrasyon, 8 dakika 50 ul/min
akis hizi ile mikroakiskan sistemden antikor immobilize edilmis yiizeye gonderildi. Ardindan HRP
ile etiketli olan tespit antikoru 8 dakika 50 ul/min akis hizi ile sensor ¢ip yiizeyine gonderildi. -0.1
V'da 8 dakika, 50 ult/min akis hizi ile TMB reaktifi yiizeye génderilmeye basladig andan itibaren,
elektrotlardaki 6l¢im gercek zamanli olarak izlenmeye basladi. Diger konsantrasyonlarin ayni im-
mobilize yizey Gzerinde denene bilmesi icin 0,5 M HCL ile rejenerasyon yapildi. Yiizeye gonderilen
ornek ve reajenlerin arkasindan 120ul/min akis hizi ile 4 dakika PBS (10 mM) ile ¢ip yizeyi ka-
Iintilardan arindirildi.* Sekil 1°de E.coli'nin tespitinde kullanilan assay sematik olarak gosterilmistir.

T™B

TMBred TMBDX% r —HBE

L AuNP

LHRP isaretli
antikor

4
X E.coli

+ antikor

sensor gip

Sekil 1: AuNP kullanilarak gergeklestirilen E. Coli'nin tespitinde kullanilan assay prosedir semasi.

3. Bulgular

Bu ¢alismada gercek érnekten izole edilen E.coli 6rnegjnin elektrokimyasal sensor cihazi ve ona
entegre Micont App programi ise olcilebildigi en az limitin belilenmesi amaclanmistir. Bu amacla
1,52*10-7 cfu/mlt ilk konsantrasyonu olan E.coli 6rnegj, diliie edilerek, 1,52*10e7, 1,52*10e4;
1,52*10e2; 7,610e1; 3,8"10e1 konsantrasyonlarinda dlgiim alinmis ve en alt belirleyici sinirin 38
cfu/mlt oldugu tespit edilmistir. Daha alt konsantrasyonlar da amperometrik 6lciimde nA diizeyin-
de sinyal seviyesinde tespit sinirini degjstirecek bir fark gdzlenmemistir. nA diizeyinde izlenen en
yiksek seviyenin 400, en alt seviyenin 14 nm oldugu belirlenmistir.

Yapilan dongiisel voltmetrik dlcimlerde yiizey kaplamanin ve ciplerin kalitesi test edilmis olup, Se-
kil 2’de gosterilmistir. Sonug olarak, farkli konsantrasyonlarda drnek 6lcimi yapilmis elektrotlarin
ortalamasi alinarak konsantrasyon egrisi cizilmis ve Sekil 3'de gosterilmistir. Benzer sekilde tek
bir elektrotun farkli konsantrasyonlar da gosterdigi amperometrik 6lcim grafigi sensogram olarak
Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 2: Dongusel voltametri metodu ile sensér elektrodlan yizey kimyasi kalite kontroli.
Kirmizi: yzey kaplamasi uygulanmamis elektrot; Mavi: yiizey kimyasi uygulanmis elektrot
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Sekil 3: Deney sonucu, logaritmik regresyon analizi

Yukaridaki sensogramda da gorildiigi iizere, 1,52*10e7 cfu/ml konsantrasyonda E.coli barindiran
numune’de 409 nA sensor sinyal, 1,52*10e6 cfu/ml konsantrasyonda 305 nA, 1,52*10e4 cfu/ml
konsantrasyonda 255 nA, 1,52*10e3 cfu/ml konsantrasyonda 241 nA, 1,52*10e2 cfu/ml onsant-
rasyonda 148 nA, 7.6"10e1 cfu/ml konsantrasyonda 40 nA ve 3,8"10e1 konsantrasyonda 14 nA
sensor sinyal gdzlenmis ve altin nanopartikil kullanilarak giclendirilen ¢alismada gercek drnekten
izole edilen E. coli 6rnegj icin en alt belirleme diizeyi 38 cfu/ml olarak saptanmustir.
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Sekil 4: Belirli bir elektrot Gzerinde, AuUNP fonksiyonellestirilmis E.coli konsantrasyona bagh gercek




zamanli sensorgram.

Yukarida ki sekilde 4. Elektrotun konsantrasyona bagli olarak azalis ve artisi gosterilmis olup, ampe-
rometrik 6lcim degerleri 50-300 saniye araligindaki degerler olarak alinmistir.

Tartisma
Biyosensorler, biyolojik olayin, elektriksel sinyal olarak ifade edildigj, analitin alinmasi ve sonuglarin
elde edilmesi arasinda gecen sireyi oldukga kisaltmaktadir.

Bu calismada TUBITAK-BILGEM, Biyoelektronik grubu tarafindan gelistirilen ve iretilen elektrokim-
yasal sensor cihazinda sudan enfekte oldugu bilinen, -80°de saklamaya alinmis gercek drnekten
izole bir E. coli 6rnegj calisilmis ve en disik belirleyici limit saptanmistir. Cihazin birinci versiyonu
olan Misens cihazinda ticari olarak (BIORAD) satin alinan bir E.coli 6rnegi daha dnce calisilmis
olup*, bu galismada cihazin ikinci versiyonu (V2) ile E.colnin belirleyici alt limiti tekrar ¢aligilmistir.
Daha dnce ticari olarak satin alinan E.colfnin Misens-1 cihazi ile calisilmasi sonucunda, 50 cfu/
mlt olarak belirlenen alt limit, gercek drnekten izole edilen E.colfnin 2 versiyon elektrokimyasal
sensor cihazi ile calisiimasi sonucu 38 cfu/mit’ye distrilmistir. Altintas ve ark., (2018) yaptiklari
calismada 50 cfu/mlt E.colfyi 16,98 nA sinyalde 6lgmislerdir.* Bizim galismamizda ayni cihazin 2.
Versiyonunda bu deger 14 nA de 38 cfu/milt E.col nin tespiti olarak azaltilmistir. Yaptigimiz calisma-
da immobilize olmus bir sensér gipten enzimatik olarak dlcimiin alinma siresi ortalama 8 dakika
siirmekte olup (Sekil 4), Varshney ve arkadaslar yaptiklari sensor calismasinda gida 6rneginden
izole ettikleri E.coli igin belirleyici en disik tani limitini, enzimatik bir reaksiyon kullanmadan 35
dakikada 1,6"10e2 olarak belirlemislerdir.’2 Ma ve arkadaslarina ise, multiplex real-time PCR assay
ile gida drneklerinden E.colf'nin tespitini 8 saat de gerceklestirmis ve en alt limiti 10-10e4 olarak
saptamislardir.™ Zhao ve arkadaslar E.colitespiti icin DNA temelli bir elektrokimyasal sensor gelis-
tirmisler ve belirleyici limiti 50 cfu/mlt olarak saptamislardir ve tip diinyasi igin kullamima sunulan
gucli bir yontem oldugunu ileri sirmislerdir™. Li ve arkadaslari yaptiklari ¢calismada, E. coli igin
birkag saat siren bir deney siireci gelistirmis ve tani limitini 103 cfu/ml olarak beliflemislerdir."
AuNP-amplifiye edilmis sandvi¢ analizleri kullanilarak benzer testler kuvars kristal mikrobalansi
bu sensorlerin duyarliig disik olup, SPR teknigi icin penetrasyon da ayrica problem teskil etmek-
tedir. 416

Yapilan ¢alismalarda dikkate alindiginda E.coli'nin tespitinde nanopartikil kullanarak tani limiti bir
miktar daha asag) ¢ekilebilmistir. Bundan sonraki ¢alismalar da, enzim-substrat iliskisine bagl re-
aksiyonlar kullanilmaksizin, farkli nanopartikiller kullanilarak, label-free sensorler gelistirilerek tani
stresinin kisaltilmasi hedeflenmektedir.

Tesekkiir

Bu calismada kullanilan gercek 6rnekten’dan izole edilen E.coli 6rnegini temin eden Dr. Giilsen
Hazirolan’a, prosesi uygulamama imkan saglayan ve bu sonuca ulasmam icin cihazin ikinci ver-
siyonunda calisan TUBITAK-BILGEM, Biyoelektronik grubundaki herkese tesekkiirlerimi sunarim.
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