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OZET

Ertas, T. Cok Duvarli Karbon Nanotiip Aracili Bakteriyel Biyosensor Gelistirilmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik AD. Doktora Tezi. Istanbul.
2022.

Artan kirlilikle birlikte daha fazla bakteri ve patojene maruz kaldigimiz igin,
bunlarm hizli ve kolay tespiti i¢in arastirmalar artmaktadir. Ozellikle farkli molekiilleri
genis yiizey alanlaria baglayabilen, yliksek elektron iletkenligine sahip nanotiipler,
elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada, iki asamali bir kaplama isleminde % 5 altin iceren tungsten teller ve asitle
islevsellestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin entegre edilmesiyle bir
elektrokimyasal biyosensor tasarimi sunulmaktadir. Altin kaplamali tungsten teller
(0,05 mm), asitle islevsellestirilmis kisa ¢ok duvarli karbon nanotiiplerle kaplandi.
Alman TEM ve SEM goriintiileri tungsten telin diizglin ve homojen bir sekilde
kaplandigimi dogruladi. FTIR sonuglari, elektrotlara immobilizasyonun verimli bir
sekilde gergeklestigini gostermektedir. Antikor-antijen etkilesimlerinden sonra elektrik
akimlarindaki  degisikliklerle Escherichia coli K-12 saptama performansi
degerlendirildi. Olgiim sistemi olarak biyosensdr sistemlerinde oldukga hassas
sonuglarin alinmasina olanak saglayan FElektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
kullanildi. Sinyal 6l¢iimleri omik oldugu i¢in en verimli olan 50 Hertz’ de alindi.
Etkilesim sinyalleri yaklasik 1.0 V' ta degerlendirildi. Akim degeri, Vpp = 168,40 mV'
dan Vpp = 198,57 mV' a degisti, bu da % 0,5(V/V)' lik bir E. coli K-12 susu
konsantrasyonu i¢in yiiksek algilama yetenegi gosterdi. Verilerimiz, ¢cok duvarli karbon
nanotiip tabanli biyosensoriin Escherichia coli K-12 tespiti i¢in bir biyosensor olarak

gelistirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor, E. coli K12, elektrokimyasal empedans spektroskopisi,
karbon nanotiip, karakterizasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37475
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ABSTRACT

Ertas, T. Bacteria-Specific Biosensor Development Mediated via Multi-Walled Carbon
Nanotube. Istanbul University, Institute of Health Science, Deparment of Biophysics.
PhD Thesis. Istanbul. 2022.

As we are exposed to more bacteria and pathogens with the increasing pollution,
research is increasing for their quick and easy detection. Nanotubes with high electron
conductivity, which can bind different molecules to large surface areas, are widely used
in the development of electrochemical biosensors. In this study, an electrochemical
biosensor design is presented by integrating 5 % gold plated tungsten wires and acid-
functionalized multi-walled carbon nanotubes in a two-step coating process. Gold-
plated tungsten wires (0.05 mm) were coated with acid-functionalized short multi-
walled carbon nanotubes. The TEM and SEM images taken confirmed that the tungsten
wire was coated uniformly and homogeneously. The FTIR results show that the
immobilization of the electrodes takes place efficiently. Escherichia coli K-12 detection
performance was evaluated by changes in electrical currents after antikor-antigen
interactions. Electrochemical Impedance Spectroscopy was used as the measurement
system, which allows very sensitive results in biosensor systems. Signal measurements
were taken at 50 Hertz, which is the most efficient since it is ohmic. Interaction signals
were evaluated at approximately 1.0 V. The current value changed from Vpp = 168.40
mV to Vpp = 198.57 mV, indicating high detection ability for a 0.5 % (V/V)
concentration of E. coli K-12 strain. Our data shows that the multi-walled carbon
nanotube-based biosensor can be developed as a biosensor for Escherichia coli K-12
detection.

Key Words: Biosensor, E. coli K12, Electrochemical Impedance Spectroscopy, carbon
nanotube, characterization

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37475



1. GIRIS VE AMAC

Tarih boyunca insanlar refah diizeylerini artirmak, saglikli yasamak ve sosyo-
kiltiirel olarak kendilerini gelistirmek istemislerdir. Bunun i¢in her ¢ag kendisiyle bir
yenilik getirmis ve sliphesiz bunlarin en onemlileri saglik ve teknoloji alanlarinda
olmustur. Teknolojinin 20. yy da hizli gelismesi, saglik alaninda muhtesem ilerlemeleri
beraberinde getirmistir. Takvimler 1959 yilim1 gosterdiginde nobel 6diillii tinlii fizikei
Richard Feynman Amerika Fizik Toplulugu’nda yaptigi “There’s Plenty of Room at the
Bottom” adli konusmasiyla nanoteknolojinin temellerini atmis ve topluluk tarafindan
kabul gormiistiir. Bu gelismeyle birlikte saglik alaninda ciddi ilerlemelerin baslayacagi
cerrahide nano makinelerin kullanimindan bahseden Isaac Asimov'un yazdigi

" Fantastic Voyage " romaniyla giin yliziine ¢ikmistir.

Oldukga hizli gelisen teknoloji ve yenilikg¢i diisiinceler 1s181nda kisa stirede nano
parcaciklar ve nano tlipler hayatimiza girmistir. Karbon nanotiipler (KNT) kimyasal
dayanikliliklari, doku ve kemikler icin iskelet olusturma potansiyelleri, genis yiizey
alanlari, hiicreye kolay girebilen yapilar1 ve iistiin biyoelektriksel 6zellikleri sayesinde
ila¢ tasima uygulamalarinda ve biyosensor gelistirme arastirmalarinda ¢ok tercih edilen
nano parcaciklar haline gelmislerdir [1]. Ilag veya molekiil tasima i¢in kullanilabilen
KNT’lerin, timor tedavisi, doku miihendisliginde nano boyutta iskeleler olusturma gibi
kullanim alanlar1 ortaya c¢ikmis ve biyosensdr calismalarinda Onemli ilerlemeler
saglamiglardir [2]. Patojenik bakterilerin tespiti, klinik teshis, gida endiistrisi, su kalitesi
ve saglik sorunlar1 agisindan olduk¢a Onemlidir. Bakterilerin tani1 ve tespiti igin
kullanilan yontemler, kiiltiir koloni sayimi, polimeraz zincir reaksiyonu ve immiinoloji
testlerine dayanmaktadir. Gida ve cevresel baglamda, bakterilerin sebep oldugu
sorunlarla yilizlesmek i¢in, hizli ve hassas cihazlarin gelistirilmesi olduk¢a dnemlidir [3,
4]. Ustiin fizikokimyasal &zelliklere sahip karbon nanotiiplerin, hizli ve hassas
biyosensorlerin gelistirilmesinde oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda
artan ihtiyaclara gore, farkli 6zellikler kazandirilmis nanotiipler, bakteri ve viriis gibi
patojenlerin tespitinde kullanilmaya baslamislardir. Celikten daha dayanikli, yiizey alani
genis baglanma alanlar1 barindiran, iletkenligi yiiksek cok duvarli karbon nanotiip’ler
(CDNT), bakteriyel biyosensor gelistirme ¢aligmalarinda 6ne ¢ikmaktadir. CDNT ’lerin

elektron iletkenkenlikleri yliksektir ve yiizey alanlar1 tek duvarli karbon nanotiip’lerden



(TDNT) daha genistir [5-7]. Kullandigimiz CDNT’ler, 0,5-2 um uzunlugunda, dis
yaricap1 en fazla 8 nm’yi bulan boyutlara sahip nano tiiplerdir. Bu nanotiipler gii¢lii asit
karigimlart ile karistirilarak yilizeylerinde karboksil gruplart olusturulmus ve sonrasinda
ilag ve protein baglanmigtir. Hiicrelerde ve kil kurdunda toksisite arastirmalar
yapildiktan sonra, ilag tagima etkinligi farkli hiicre hatlarinda degerlendirilmistir [8, 9].

KNT’lerin TEM ve SEM goriintiileri alinmig, FTIR ve Raman spektroskopisi,
Termogravimetrik  analiz, Diferansiyel taramali  kalorimetre ile ayrintili
karakterizasyonu gergeklestirilmistir [2]. Bu KNT’ler elektrokimyasal biyosensor
tasariminda  kullanilmigtir.  Yarigcapt 50 pm tungsten tel ve CDNT’ler N-
dimethylformamide ortaminda sonikasyona tabi tutularak hem tellerin sterilizasyonu
saglandi hem de KNT’lerin dispersiyonu saglanmistir. Yiizeyine fonksiyonel CDNT ler
tutturularak ve tellerde KNT’ler ile yiizey modifikasyonu gergeklestirilerek 150°C’de
kurumaya birakilmistir. Yiizeyine KNT tutunmus teller streptavidin ile muamele
edilerek, ylizeydeki nanotiiplere streptavidin baglanmasi saglanmistir. Ayrica, benzer
sekilde ylizey modifikasyonu yapilmis, tellere biyotinlenmis anti E. coli antikorlar1 ile
muamele edilerek ve fonksiyon jeneratorii ve pikoampermetre kullanilarak 6l¢timler
alimmis; E. coli’nin K-12 susu ile deneyler gerceklestirilmistir.

Mikro  tellerden @ TEM  goriintilleri  alindiktan  sonra  hassasliklari
degerlendirilmistir. Hassasiyetleri, bakteri ekleme oncesi ve sonrasinda, akim 6l¢iimleri
yapilarak gergeklestirilmistir. Ayrica E. coli konsantrasyonu arttirilarak deneyler tekrar
edilmistir. Boylece patojen tespiti igin, yiiksek iletkenlige sahip ve ylizeyine protein ve
molekiillerin tutunabildigi KNT’lerin tungsten tellere entegre edilmesi ile, patojen
tespitinde, Oncesinde numunelerden bakteri amplifikasyonuna gerektirmeyen, verimli

bir biyoensor sistemi ortaya ¢ikarilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbon Nanotiipler

Atomlarin kapali kabuklar halinde diizenlendigi fullerenler olarak adlandirilan
karbon elementinin yeni formlar1 1985 yilinda Robert F. Curl, Harold W. Kroto ve
Richard E. Smalley tarafindan kesfedildi. Bu {i¢ bilim insam1 1996'da
buckminsterfullerene — Ceo ("buckyball") ve diger fullerenleri kesfettikleri i¢cin Nobel
Kimya Odiili' nii paylastilar. Arastirmalarmin en 6nemli yan iiriinii, karbon veya
karbon bazli nanotiipler olmustur. Arastirmacilarin kesfetmeye basladiklar1 futbol
toplarini andiran bu ‘“karbon kafesler’” malzeme bilimi, elektronik ve nanoteknolojideki
pratik uygulamalarla yepyeni bir kimyasal ¢alisma alan1 agmistir. Ortaya ¢ikan yeni
nano yapilar, karbon nanotiipler tek katmanli (tek duvarli) ve ¢ok katmanli (¢oklu

duvarli) karbon nanotiipler olarak 2 temel gruba ayrilmistir.

2.1.1. Tek Duvarh Karbon Nanotiipler

Tek duvarli karbon nanotiipler, genis yiizey alanina ve en boy oranina
(uzunluk-gap orani) sahip, silindirik sekilli, giiclii kovalent bag, benzersiz tek boyutlu
yap1 ve nanometre boyutlar ile karakterize karbon allotroplaridir. Kiiciik caplart ve
bliylik en boy oranlari nedeniyle, tek duvarli KNT'ler tek atom kalinliginda nano
boyutta karbon levhalardan yapilmislardir. Tek duvarli KNT'lerin yapist Sekil 1°de

goriilmektedir.

Sekil 1 : Tek duvarli karbon nanotiip yapisi



2.1.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiipler

CDNTler, yiiksek en-boy oranina (uzunluk-cap orani) sahip igi bos, silindirik
sekilli, duvarlar1 birden fazla tek atom kalinliginda karbon tabakasindan olusan karbon
allotroplaridir (Sekil 2). CDNT'ler, diger nanotiiplerin i¢inde ¢ok sayida yuvarlanmig
esmerkezli grafen nanotlip katmanindan olusur. CDNT'ler tek duvarli karbon
nanotiiplere gore termal, iletkenlik, sertlik, ¢cekme kuvveti, konformasyon gibi birgok
yonden ustiin ozellikler gosterir. CDNT’ler cevresindeki kiiclik degisikliklere karsi

duyarli oldugundan biyomolekiillerin elektrokimyasal reaktivitesini artirabilir [10].

Sekil 2 : Cok duvarli karbon nanotiip yapis1

2.2. Karbon Nanotiiplerin Sentezi ve Karakterizasyonu

IIk KNT sentezi Iijima tarafindan ¢ok duvarl nanotiipler ile gergeklestirilmistir.
Tek duvarli nanotiipler sonraki on yil iginde sentez ¢alismalarina dahil edilmistir.
Zamanla KNT sentezi i¢in ¢ok ¢esitli yontemler bulunmustur. YOntemlerin
simiflandirilmasindan KNT'nin ozellikleri, sicaklik, zaman, 1s1 kaynagi, mekanizma,
reaksiyon atmosferi vb. sekilde bahsedilebilir. KNT’lerin sentezlenmesinde yaygin
olarak 3 yontem kullanilmaktadir. Bunlar; yay bosalma yontemi, kimyasal sentez
yontemleri ve laser ablasyon yontemleridir. KNT sentezinin yapilabilecegi farkli

yontemler Sekil 3 'te gosterilmistir.
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Sekil 3: Farkli KNT sentez metodlari

KNT'ler benzersiz elektriksel ve mekanik 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte,
bu Ozellikleri elde etmek i¢in KNT'lerin kimyasal olarak islenmesi gerekir.
Islevsellestirmeleri ve saflagtirilmalar1 icin gesitli ydntemler kullanilmaktadir.
Nanotiiplerin morfolojik ve yapisal karakterizasyonlarini arastirmak i¢in temel olarak;
Taramali Tiinelleme Mikroskobu (TTM) ve Gegirimli Elektron Mikroskobisi (TEM)
gibi teknikler kullanilir. X-151m1 fotoelektron spektroskopisi, nanotiiplerin kimyasal
yapisini belirlemek i¢in yardimci olurken, ndtron ve X-isim1 kirmnimi, kizildtesi ve
Raman spektroskopisi ¢ogunlukla kiiresel karakterizasyon teknikleridir [11].

X-151m1  fotoelektron spektroskopisi (XPS) teknigi ile karbon nanotiiplerin
kimyasal yapist hakkinda bilgi edinilebilir. KNT’lerin organik bilesikler veya gaz
adsorpsiyonu ile kimyasal etkilesimlerine bagli olarak KNT duvarlarinin yap1
degisikliginin belirlenmesini saglar.

Taramal1 tiinelleme mikroskobu (TTM) tekniginin kullanilabilmesi i¢in karbon
nanotiipler, HOPG veya Au gibi diiz bir iletken substrat iizerinde biriktirilmelidir. TTM
goriintiileri, nanotiiplerin ii¢ boyutlu morfolojisini dogrudan verir ve taramali elektron
mikroskobundan ¢ikarilan yapi ile tutarhidir. Ayrica, TTM hem atomik yapiyr hem de
durumun elektronik yogunlugunu (DOS) ayni anda ¢6zebilir [11]. Dolayistyla bu teknik
nanotiip karakterizasyonu i¢in olduk¢ca uygundur. DOS, yogun madde fiziginde,



kuantum sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bir Ozelliktir; kat1 bir kristaldeki
elektronlarin, fotonlarin veya fononlarin enerji seviyesini ifade eder. Elektronik DOS,
bir kuantum mekanik sistemdeki elektronlarin enerji seviyelerinde ne kadar
"paketlendigini" Olger. DOS, maddenin dalga o6zelliginden dolayr enerjik bir
konfigiirasyondur. Baz1 sistemlerde, atomlar arasi bosluk, kristal yapt ve malzemenin
atomik yiikii, sistemde yalnizca belirli dalga boylarindaki elektronlarin yayilmasina izin
verir, bu da dalga yayilmalarinin olas1 yonlerini de sinirlar. Elektronik durumlar s6z
konusu oldugunda, DOS, her bir enerji seviyesi i¢in elektron sayisinin hesaplanmasina
izin verir ve bu durumlarin diyagrami, bir malzemenin elektriksel iletim 6zelliklerini
tanimlar [12].

Raman spektroskopisi ile KNT’lerin boyut ve c¢aplar1 hakkinda bilgi elde
edilebilir. Bununla birlikte biiyiik 6lcekte KNT'leri arastirmak i¢in X-1s1n1 kirinimi veya
noétron kirmimi gereklidir. Notron kirinimi, bag uzunlugu ve altigen agin olasi
bozulmas1 gibi yapisal 6zelliklerin belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
X-151n1 difraksiyon yontemi hem numune yikici olmadigindan hem de KNT’lerin
istatistiksel bir karakterizasyonuna yol actigindan kullanimi avantajlidir. Bu yontemle
katmanlar arasi mesafe, yapisal gerinim ve safsizliklar hakkinda bilgiler elde edilir.

CDNT'ler icin c¢esitli katman sayilarinin yami sira caplar ve kiralite dagilimlar1 da
belirlenebilir [13].

TEM ile ¢ok duvarli nanotiipleri karakterize etmek i¢cin Gommes ve arkadaslari
tarafindan bir goriintli analiz metodolojisi gelistirilmistir. Sayisal islemlerden sonra,
nanotiip kesitindeki yogunluk, Lambert yasasina dayali bir model kullanilarak
yerlestirilir. Boylece dis ve i¢ yaricapin ve lineer elektron absorpsiyon katsayisinin

oOlgiilmesine izin verilir [14].

2.3. Biyosensorler

Insanlik tarihi giiniimiiz de dahil olmak iizere hep saglikli ve refah diizeyi
yiiksek olan bir hayat siirme c¢abasiyla doludur. Bunun i¢in her dénemde saglikli yasam
icin yapilmasi gerekenler 6n planda tutulmustur. Bir problemin ya da rahatsizligin hizh
¢oziilebilmesi erken tespitine baglidir. Ne kadar hizli ve erken teshis konulursa ¢6ziim o
denli hizli olur. Insanlig1 en ¢ok etkileyen saglik, gida ve tarim gibi temel alanlarda bu

daha da biiyiik 6nem arz etmektedir.



Bu alanlarda toksisite gibi biiyiik problemlere yol acan bir konuda ¢ok hizli
tespit yapilabilmesi insan hayati i¢in ¢ok onemlidir. Giiniimiiz teknolojisi ile bile bir
bakteri tespiti i¢in yapilan ¢aligmalar gilinlerce siirebilmektedir. Bu siirenin kisaltilmasi
icin saatler hatta dakikalar icinde Ol¢im yapabilen biyolojik dedektorlere, yani
biyosensorlere ihtiyag duyulmaktadir. Patojenik bakterilerin tespiti, klinik teshis, gida
endiistrisi, su kalitesi ve saglik sorunlar1 agisindan oldukc¢a 6nemlidir. Bakterilerin tani
ve tespiti i¢in kullanilan yontemler, kiiltiir koloni sayimi, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve immiinoloji testlerine dayanmaktadir. Gida ve ¢evresel baglamda, bakterilerin
sebep oldugu sorunlarla yiizlesmek icin, hizli ve hassas cihazlarin gelistirilmesi oldukga
onemlidir [3, 4]. Ustiin fizikokimyasal 6zelliklere sahip karbon nanotiiplerin, hizli ve
hassas biyosensorlerin gelistirilmesinde olduk¢a etkili oldugu bilinmektedir. Son
zamanlarda artan ihtiyaglara gore, farkli 6zellikler kazandirilmis nanotiipler, bakteri ve
viriis gibi patojenlerin tespitinde kullanilmaya baslamislardir. Celikten daha dayanikli,
yiizey alan1 genis baglanma alanlar1 barindiran, iletkenligi yiiksek ¢cok duvarli KNT ler,
bakteriyel biyosensor gelistirme ¢alismalarinda one ¢ikmaktadir. Cok duvarli KNT’
lerin elektron iletkenkenlikleri yiiksektir ve yiizey alanlari tek duvarli KNT’lerden daha
genistir [5-7]. Son zamanlarda biyosensorler lizerine yapilan arastirmalar olduk¢a artmis

ve umut verici bir hal almistir.

2.3.1. Biyosensor Nedir?

Biyosensorler temel olarak sicaklik, basing, biyolojik analitlerde baglanma ile
olusan direng, 151k yogunlugu, nem gibi fiziksel degisiklikleri algilayip Olcebilen ve
analiz edebilen biyolojik dedektorlerdir. Genel anlamda biyosensorler, bir sensor
sistemi ve bir doniistiiriicii kombinasyonundan meydana gelmektedirler. Biyosensorler,
antijen-antikor etkilesimi, mikroorganizmalar, hiicreler ve dokulardaki biyolojik
degisiklikleri algilayan ve bunlar1 amplifiye ederek kullanilabilir elektrik sinyallerine
dontistiirerek dedeksiyon saglayan analitik cihazlardir. Biyosensorler, 6zellikle ortamin
biyokimyasal ve biyofiziksel 6zelliklerini aydinlatmak i¢in uygulanabilen reseptor-
dontistiiriicii tabanli araglardir. Ayrica, biyosensorler, numune hazirlamay1 ortadan
kaldirdig1 icin avantaj saglarlar. Kandaki oksijen miktarini 6lgmek i¢in 1950’ler de L.L.
Clark tarafindan ilk biyosensor gelistirilmistir [15]. Daha sonra teknolojinin gelismesine
ve ihtiyaca paralel olarak farkli tiirlerde biyosensorler iiretilmistir. Giiniimiizde en

yaygin sensor uygulamasi Glikometre’dir. Kandaki glikoz seviyeleri ile karakterize olan



diyabet hastalarinin kandaki glikoz konsantrasyonunu kii¢iik bir kan 6rnegi ile 6lgen
basit bir biyosensorlerdir [16].

Biyosensorlerin tipta ¢ok Onemli bir yeri vardir; tiimorler, patojenler ve
toksinlerin belirlenmesi gibi birgok konuda kesin ve titiz bir sekilde tespit
yapabildiklerinden olduk¢a tercih edilmektedirler. Asagida temel olarak bir

biyosensoriin bilesimi verilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4: Biyosensor bilesenleri

2.3.1.2. Biyosensor Cesitleri

Cok az miktarda analitik gerektirmesi, kisa siirede sonu¢ vermesi, ucuz-
tekrarlanabilir ve tagmabilir olmalar1 gibi avantajlarindan nedeniyle, ozellikle gida
kaynakli patojenlerin tespitine yonelik biyosensorler hizla gelistirilmektedir.
Mikroelektronik alanindaki gelismeler ve biyolojik molekiillerin  olaganiistii
duyarhiliktaki yanit verme kapasitelerinin kesfedilmesi, biyosensor teknolojisinin
gelismesine biiylik katki saglamistir. Bu sayede farkli tiirlerde biyosensor cesitleri
gelistirilmistir. Cok diisiik miktarlardaki numuneleri 6l¢gmeye yarayan, son derece
hassas ve spesifik olan diisiik maliyetli ve yiiksek verimli nano-biyosensorler
biyokimyasal sinyalleri o6l¢mekte, fizikokimyasal sinyallere doniistiirerek mevcut
aragtirma alan1 ve gelistirme tekniklerinde kritik bir rol oynamaktadir.

Biyosensorlerin - smiflandirilmas1  temel olarak biyolojik tanima bdolgesi

(biyoreseptor) ve doniistiirticiiye (transdiiser) dayali olarak ikiye ayrilir.



2.3.1.2.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyo elektrotlar tarafindan gergeklestirilen
elektrik akimi, iyonik veya iletkenlik degisikliklerinin 6l¢limlerine dayanir ve substrati
genellikle bir sayag, referans ve c¢alisma tipi gibi ii¢ elektrot igerir. Elektrokimyasal
biyosensorler 4 farkli sinifa ayrilmaktadir:

»  Amperometrik Biyosensorler: Oksidasyondan kaynaklanan akimin miktarina
dayanan kesin nicel analitik bilgi sunarlar. Konsantrasyona bagli akim
degisimini, biyolojik olarak aktif materyalle kapli elektrokimyasal elektrot
araciligiyla Olgerler. Genis bir kullanim yelpazesi i¢in analit merkezlerinin
secilmesi, yiiksek verimli ilag taramasi, kalite kontrol, problem bulma-igleme ve
biyolojik kontrolden olusmasi esastir [17, 18].

>  Potansiyometrik  Biyosensorler: Iyon segici elektrotlar kullanilarak,
potansiyometrik elektrot ve referans elektrot arasinda substratin konsantrasyonu
ile orantili potansiyel fark degeri 6l¢iiliir [19]. Bu tiir sensorlerin en 6nemli
kisitlamasi, enzimlerin H"ve NH4"gibi iyonik konsantrasyonlara olan
duyarliligidir. Analitlerin yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi
kromatografisi-kiitle kromatografisi (LC/MS) ile ve kesin model hazirlig
olmadan 6nceki agsamalarda taninmasina izin verirler [20].

>  Impedimetrik Biyosensorler: Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, ¢ok
cesitli fiziksel ve kimyasal ozellikler ig¢in duyarli bir gostergedir. Empedans
teknikler, enzimler, niikleik asitler, reseptorler ve antikorlarin tepkilerini
incelemek i¢in kullanilmaktadir [21].

» Voltametrik Biyosensorler: Voltametrik biyosensorler, bir analit hakkindaki
bilgilerin bir potansiyel varyasyonun bir fonksiyonu olarak bir akimi dlgerek
elde edildigi elektroanalitik cihazlardir. Dogrusal potansiyel araligi {izerinden
elde edilen tepe akim degeri, analit y1gin konsantrasyonu ile dogru orantilidir
[22]. Voltametrik doniistiiriiciiler, biyoalgilama analizinde arastirma gruplar
tarafindan en kapsamli ve en ¢ok kullanilanlardir. Sensor, akim-potansiyel
iligkisini Olger. Potansiyel, "akim uygulanmayan" kosullarda ol¢iilir [23].
Redoks tepelerinin ortaya ¢iktig1 potansiyel, incelenen tiire 6zgiidiir ve mevcut
tepe boyutu tiirle orantilidir. Farkli karakteristik potansiyellere sahip birgok

bilesigi tek bir Olgiimde tespit etmek miimkiindiir. Voltametrik yontemler:



10

dongiisel voltametri (CV), diferansiyel darbe voltametrisi (DPV), siyirma
voltametrisi, AC voltametri, polarografi, lineer siipiirme voltametrisi (LSV) vb.

olarak ayrilirlar. Ancak en yaygin kullanilanlar1 CV, DPV ve LSV'dir [24].

2.3.1.2.2. Fiziksel Biyosensorler

En temel ve yaygin olarak kullanilan sensorlerdir. Bu tiir sensdrlerin
tasarlanmasinda yararlanilan metod, insan zihninin duyular araciligiyla dis etkenlere
kars1 verdigi tepkiler 6rnek alinarak bir ortamdaki fiziksel etmenlere tepki veren
sensorlerin tasarlanmasidir. Fiziksel biyosensorler; piezoelektrik biyosensor ve termal
biyosensor olarak ikiye ayrilir.

» Piezoelektrik Biyosensorler: Bu biyosensorlerin temelini piezoelektrik kristaller
olusturur ve algilama parcalar1 nanopartikiiller kullanilarak birlestirilir. Caligma
prensipleri, akustik (ses titresimleri) ilkesine dayanir, dolayisiyla akustik
biyosensorler olarak da adlandirilirlar. Pozitif ve negatif yiikli kristaller
karakteristik frekanslarla titresir. Bazi molekiillerin kristal ylizeyinde
adsorpsiyonu, elektronik cihazlar tarafindan 6lgiilebilen rezonans frekanslarini
degistirir. Piezoelektrik kristalin yiizeyinde bir madde emildigi veya biriktiginde
rezonans frekansindaki bu degisimin 6lgtilmesi temel alinarak ¢aligir [25].

» Termometrik Biyosensirler: Kalorimetrik biyosensorler olarak adlandirilir. Bu
sensorler, biyoalgilama materyalinin (enzim, organel, mikroorganizma, bitki
veya hayvan hiicresi veya doku) termometre, termopil veya termistor gibi bir
fiziksel  doniistiriici  ile  biitlinlesmesiyle  olugsmustur.  Termometrik
biyosensorlerin temelini 1s1 ile baglantili biyolojik reaksiyonlar olusturur. Bunun
icin genellikle termal biyosensorler olarak adlandirilirlar. Bu biyosensor tipinde
reaksiyon, enzim dolgulu, yatakli reaktorde gerceklesir. Alt tabaka yataga
girerken, bir iriine dontstirilir ve substrat-iriin arasindaki sicaklik farkai,
termistorler tarafindan Olgiiliir.  Sicakliktaki kiiciik bir degisiklik bile
algilanabilir. Bu biyosensorler ile glikoz (enzim-glikoz oksidaz), iire (enzim-
ireaz), trik asit (enzim-iirikaz) ve penisilin G (enzim-P laktamaz) Slglimleri
yapilabilmesine ragmen genel olarak kullanimlari smrlidir. Termometrik

biyosensorler, enzim baglantili immiinolojik testin (ELISA) bir parcasi olarak
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kullanilabilir ve yeni teknik termometrik ELISA (TELISA) olarak adlandirilir
[26, 27].

2.3.1.2.3. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler; biyokimyasal reaksiyonlarin sonucunda yayilan veya
emilen 15181 6lgtimiinti temel alan, optik teknikleri kullanilarak {iretilirler. Elektrikle
erisilemeyen ekipmanlarin, cihazlarin uzaktan algilanmalarini saglarlar. Fiber optiklerin
yani sira optoelektronik doniistiiriiciler ve optik olgiim prensibi kullanilir. Optik
biyosensorler, viriisler, toksinler, ilaglar, antikorlar, tiimér biyobelirtegleri ve timor
hiicreleri dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli analitlerin hassas ve se¢ici olarak saptanmasina
izin verir. Optik biyosensorler, dogrudan optik algilama biyosensorleri ve etiketli optik
algilama biyosensorleri olmak tizere iki tipte siniflandirilir [28, 29].

Kisaca, etiketsiz bir modda, algilanan sinyal, dogrudan analiz edilen materyalin
doniistiiriicii ile etkilesimi ile diretilir. Buna karsilik, etiket tabanli algilama, bir etiket
kullanimini igerir ve optik sinyal daha sonra kolorimetrik, floresan veya isildayan bir
yontemle dretilir [29]. Optik biyosensorlerde DNA gibi tek molekiil tespiti
yapilabilmektedir [30]. Bu teknoloji daha sonra biyolojik materyallerin kombinasyonu
gibi yenilikler sayesinde gelistirilmistir. Ayrica farkli optik bilesenlerin tek bir sensor
tizerinde karigtirilmasi, ¢oklu algilama, cihazinin tek bir ¢ip tizerinde olusturulmasini ve
hizli analiz yapilmasini saglar. Floresan ve nanomalzemelerin veya biyomolekiillerin
hibritleri, uygulama olanaklarin1 ve hassasiyetleri artirir. Ancak, ana dezavantajlar
maliyetler ve kati enstriiman gereksinimleridir [31]. Optik SPR tespiti, gercek zamanli

ve etiketsiz testler i¢in en ¢ok degerlendirilen ve kalibre edilen tekniktir [32].

2.3.1.2.4. Giyilebilir Biyosensorler

Giyilebilir biyosensorler, ter, gozyasi, tikiirik ve interstisyel sivi gibi
biyoakiskanlardaki biyokimyasal belirteglerin dinamik, invazif olmayan O&lgiimleri
yoluyla stirekli, gercek zamanh fizyolojik bilgi saglama potansiyelleri nedeniyle biiyiik
ilgi gormektedir. Son gelismeler, metabolitler, bakteriler ve hormonlar dahil olmak
lizere biyobelirteglerin invaziv olmayan izlenmesindeki ilerlemelerle birlikte
elektrokimyasal ve optik biyosensorlere odaklanmistir. Cok katli biyoalgilama,

mikroakigkan Ornekleme ve tasima sistemlerinin bir kombinasyonu, gelismis
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giyilebilirlik ve kullanim kolaylig1 i¢in entegre edilmis, minyatiirlestirilmis ve esnek
malzemelerle birlestirilmistir [33]. Giyilebilir biyosensor teknolojilerini kullanarak
fizyolojik bilgilerin dogru ve giivenilir ger¢cek zamanli algilanmasi, giinliik
yasamlarimiz iizerinde genis bir etkiye sahip olacaktir [34]. Yapay zeka (YZ) ve
giyilebilir sensdrler, bireysel hastalar i¢in en iyi hassas ila¢ tedavisini uyarlama hedefini

gerceklestirmek icin iki temel alandir.
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Sekil 5: Giyilebilir YZ biyosensor uygulamalari

Bu iki alanin entegrasyonu, hasta verilerinin daha iyi alinmasini ve kullanicilarin
saghigini, zindeligini ve ¢evresini izlemek icin giyilebilir sensorlerin gelistirilmis
tasarimin1  saglar. Sekil 5°te giyilebilir YZ biyosensorlerin  bazi uygulamalar

goriilmektedir [35].

2.3.1.3. Biyosensorlerin Tipta Kullanim Alanlari

Son yillarda nanoteknolojideki biiylik ilerlemelerle ¢ok farklt biyosensor
caligmalar1 yapilmaya baslanmigtir. Nano malzemelerin {stiin fiziko-kimyasal
ozellikleri, islevsellestirilebilmeleri, genis ylizey alanina sahip olmalari, minyatiirize

edilebilmeleri gibi Onemli avantajlar sunmalar, tipta biliyiik bir uygulama alan
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bulmalarina yol agmistir. Bu sayede bakteri-patojen tespiti, hastalik tani-teshisi, ilag

tasarimi ve dagitimi alanlarinda biiyiik basarilar elde edilmistir [36].

Klinik alandaki analizler, hizli ve giivenilir analitik yontemlere ve cihazlara
ihtiyag duyar. Bu amag icin biyosensorler ¢ok uygun birer secenektirler. Ciinkii,
kullanimlar1 basit, hedef analite 6zel, siirekli izleme ve hizli sonug verebilen, potansiyel
olarak diisik maliyetli ve tasmabilir olacak sekilde tasarlanirlar. Glikoz, laktat,
kolesterol, iire, kreatinin, DNA, antijenler, antikorlar ve kanser belirtegleri tahlilleri ve

klinik teshis i¢in gelistirilmis elektrokimyasal biyosensorler gelistirilmistir [37].

Tek baslarina hayatlarina devam etmekte sorun yasayan ozellikle yatalak ve
kronik hastalar, yaslilar ve bakimlarini iistlenenler i¢in yasam kalitesini en {ist seviyeye
cikarmak, hastanin destek ihtiyacini en aza indirmek i¢in viicuda implante edilebilen ve
giyilebilir kablosuz sensor sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kablosuz sensor agi
(WSN) teknolojileri, yasam kalitesini iyilestirmek i¢in bilgisayar bilimi ve saglik
uygulama endiistrilerinde anahtar arastirma alanlarindan biri olarak kabul edilir. Bu
teknolojilerle, hastalarin siirekli izlenmesi i¢in giyilebilir ve implante edilebilir sensorler

gelistirilmektedir [38].

Ayni zamanda YZ ve giyilebilir sensorler, bireysel ve hastalar i¢in en 1yi hassas
ilag tedavisini uyarlama hedefini gergeklestirmek i¢in iki temel alandir. Bu iki alanin
entegrasyonu, hasta verilerinin daha iyi alinmasini ve kullanicilarin sagligini, zindeligini
ve gevresini izlemek icin giyilebilir sensorlerin gelistirilmesini saglar [35]. Bu yeni
giyilebilir ve implante edilebilir biyosensorler, gida giivenligi, saglik, hastalik teshisi,

cevresel izleme ve biyogiivenlik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir

[39].

Giyilebilir biyosensorler, kalp atislarinin ve biyofiziksel aktivitenin gostergeleri
olarak tiiketicilere sunulmustur. Ancak bunlar, bireyin biyofiziksel belirteclerinin ve
biyokimyasal belirteglerinin tespitini ger¢eklestirememektedir. Bu teknolojik bosluktan
esinlenerek, ter, tiikiiriik, gdzyasi, interstisyel sivi (ISF) ve yara sivilart gibi erisilebilir
biyo akigkanlardaki biyobelirteclerin minimal/invaziv olmayan sekilde tespiti ig¢in

giyilebilir biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik ¢abalar sarf edilmistir [40-42].

Insan teri, saglik hizmetleri ve hastalik teshisleriyle ilgili karmasik fizyolojik

bilgileri tasir ve ana bilesenler arasinda su (%99), iyonlar (Na*, CI, K*, NH4", vb.),
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kiiciik molekiiller (etanol, kortizol, iire, laktat vb.), peptitler ve kiiclik proteinler
(noropeptidler ve sitokinler gibi) bulunur [41, 43-45]. Giyilebilir ter biyosensorleri
kloriir, glikoz, laktat, iire, kreatinin, alkol, pH ve hatta agir metalleri belirleyebilir [34,
46-49].

Tikiirikteki glikoz, laktat, fosfat ve {rik asit (UA) gibi biyobelirteglerin
konsantrasyonlar1 kandakiyle iligkilidir ve bakim noktas1 (POC) i¢in ¢ekici ve degerli
bir aday saglar [50-53]. Ek olarak, tiikiiriikteki hipoksi ile indiiklenen Faktor-1 alfa
(HIF-10), Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), Interlokin-1 beta (IL-1p),
Tiimér nekroz faktorii-alfa (TNF-a), Interlokin-6 (IL-6), sitokinler ve matriks
metalloproteinaz’ ler (MMP’ ler) diizeylerinin dis eti iltihabi, periodontal hastalik ve

timorler ile iliskili oldugu bilinmektedir [54-56].

Terden farkli olarak gbzyasi, kuru goz sendromu (DES), diyabet, sistemik
skleroz, kistik fibroz, kanser ve Parkinson gibi okiiler hastaliklarin tespiti i¢in uygun

cok c¢esitli protein biyobelirtecleri (antikorlar, noropeptidler ve koruyucu proteinler)

igerir [57, 58].

Gozyaslarindaki biyobelirteglerin  seviyelerini tespit etmek ig¢in giyilebilir
biyosensorler olarak ideal bir platform olan kontakt lensler kullanilmaktadir. Simdiye
kadar, glikoz ve laktat vb.nin siirekli izlenmesi i¢in giyilebilir biyosensorler kontakt

lenslere basariyla entegre edilmistir [59-61].

2.4. Tungsten Tel

Elektrik alam1 tarafindan {retilen Dielektroforez (DEP) kuvveti, bakteri
hiicrelerini siispansiyon c¢ozeltisinden mikrotelin ¢evresine yogunlastirir. Ardindan,
hedeflenen E. coli hiicreleri, tel lizerinde dnceden hareketsiz hale getirilmis antikorlar
tarafindan taninir ve yakalanir [62]. Literatiirde patojen tespiti i¢in antikor
immobilizasyonu ve DEP kuvvetini aymi anda birlestiren az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Ozgiilliik sorununu ¢ézmek ve antikorlari bir tel yiizeyinde verimli bir
sekilde sabitlemek i¢in diiz tel yerine islevsellestirilmis altin-tungsten tel tercih
edilmektedir (Sekil 6). Tungsten teller yiiksek ¢ekme modiiliine sahiptir ve sertligi
korurken genel olarak kiigiik boyutlara sahip elektrotlarin iiretilmesini saglarlar [63].
Tungsten tel, saglamligt ve son derece yiliksek erime noktasi (3422°C) nedeniyle

elektrot iiretmek igin kullanilmaktadir. Ik atomik olarak ¢oziilen goriintiiler, 1960'larda
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Alan Iyon Mikroskobu (FIM) aracilifiyla bir tungsten ucu apeksi kullanilarak

gozlemlenmistir [64].

Sekil 6: Altin kaplanmis tungsten tel [65]

2.5. Streptavidin

Streptavidin, Streptomyces avidinii bakterisinden izole edilen bir tetramerik
60-kD agirliginda avidin analogu olan, biyotini ¢ok yiiksek bir afinite ile baglama
yetenegine sahip bir proteindir. Teorik olarak, bu afinite, antijenleri i¢in ¢ogu
antikorunkinden yaklasik 10 kat daha ytiksektir ve antijen-antikor baglama olayinin ¢ok
spesifik saptanmasini ve amplifikasyonunu saglar [66]. Dogada hemen hemen benzeri
olmayan yiiksek bir afinite ile protein molii basina 4 mol biotine baglanir (Kd~101°
mol/L) [67]. Sekil 7 ‘de streptavidinin yapisi goriilmektedir.

Streptavidin, avidin {izerinde bulunan karbonhidrat yan zincirlerinden
yoksundur ve biyolojik agidan en yararli olan nétraliteye daha yakin bir izoelektrik
noktasina sahiptir [68]. Sterptavidin, aym1 zamanda molekiiler biyoloji ve
biyonanoteknolojide asir1 pH, sicaklik, organik ¢oziiciiler, denaturantlar, deterjanlar ve
proteolik enzimlere karsi direngli bir ajan olarak yaygin kullanilmaktadir.

Streptavidin-biotin sistemi hemen hemen her immiinolojik teste dahil
edilebilir, bu sayede bir antikor biyotine konjuge edilir ve daha sonra avidin veya
streptavidin ile saptanir.

Biyotinlenmis antikorlar1 sinyal amplifikasyonu ve artan hassasiyet i¢in
yiiksek kaliteli hiicrenin spesifik bilesenlerini boyamak i¢in kullanilan floresan

antikorlar ve enzim ¢esitlerine konjuge edilerek daha avantajli hale getirilebilir [69].
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Sekil 7: Streptavidinin yapisi

2.6. Polietilenimin

Biyosensor performansini iyilestirmek icin ¢esitli stratejiler uygulanmustir.
Bunlardan biri, polietilenimin (PEI) durumunda oldugu gibi, enzimatik giiclendiriciler
olarak islev goren molekiillerin kullanimu ile ilgilidir.

PEI'nin, biyosensor performansinda 6nemli bir gelisme saglayan bir elektrostatik
stabilizasyon ile enzim aktivitesini etkileyebildigi yaygin olarak gosterilmistir [70].
PEI, hem KNT’lerin baglanmasini saglamakta hem de iletkenligin artmasini
saglamaktadir. Bu sekilde daha hassas bir 6l¢ctim almaya elverisli bir sensér olusumuna
imkan vermektedir. PEI'nin genel yapi formiilii -(CH2-CH2-NH),—" dir. Sekil 8’de
PED'nin dallanmis bagli polimer yapisini gosterilmistir. Bu calismalarda kullanilan
PEI’nin ortalama molar kiitlesi 2000 ve 60,000 g/mol civarindadir. PEI; su, metanol,
etanol, n-propanol, izopropanol ve etil asetat i¢ginde ¢oziiniirken, toluen ve ksilen iginde
kismen ¢Oziiniir. PEI'nin 6nemli bir 6zelligi olarak, PEI molekiillerindeki nitrojen
atomlar1 giiclii elektron dondrleridir ve bu nedenle organik adsorpsiyon i¢in aktif
merkezleri temsil ederler [71]. Sabitlenmis PEI molekiilleri KNT'ler {izerindeki
koordinasyon yeteneginden dolay1 bir arayiiz pasivasyon katmani olarak da caligir.
Sistematik aragtirmalar, arayiiz yiik transfer direncinin azaldigini ve perovskite filmdeki

yiizey tuzak durumlarinin pasiflestirildigini ortaya koymaktadir [72].
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Sekil 8: PEI'nin dallanmis-bagli polimer yapist

2.7. N,N-Dimetilformamid

N, N-Dimetilformamid (DMF), C3H7NO veya HCON(CH3). formiiliine sahip,
formamid tiirevi bir organik bilesiktir (Sekil 9). Suda ve yaygin olarak kullanilan bir¢ok
organik ¢oziiciide karisabilen, yiiksek kaynama noktasina sahip renksiz, kokusuz bir
stvidir.

Cogu organik bilesigi ¢dzen polar aprotik, ancak hidrofilik bir ¢oziiciidiir. Bu
nedenle, mekanizmalar1 SN2 reaksiyonlar1 gibi polar tiirler icerdiginde organik
reaksiyonlarda 6zellikle yararlidir. Bu nedenle, DMF ¢ogunlukla, ¢ok ¢esitli organik
dontigiimler i¢in yararli olan, nispeten diisiik buharlagsma hizina sahip miikemmel bir
polar ¢éziicii olarak kullanilir [73]. Ustiin ¢dziiciiliik 6zelliginden dolay1 6zellikle yiizey
kaplamalarinda tercih edilen mitkemmel bir solventtir.

KNT’lerin islenmesinde kritik adim, sentezlenmis nanotiiplerin homojen ve
agrega icermeyen bir siispansiyonunun hazirlanmasidir. Bunun i¢in yaygin olarak
ultrasonikasyon islemine tabii tutulmaktadir. Kullanilan dagiticinin, KNT'ler arasindaki
giiclii van der Waals kuvvetinin {istesinden gelmesi ve daha sonra yeniden
toplanmalarina direnmesi gerekir [74]. KNT dispersiyonlarmin {iretilmesi igin
kullanilan temel ¢oziiciiler; amidler, 6zellikle DMF ve Nmetilpirolidon (NMP)’dur.
Yapilan ¢aligmalarda KNT'lerin homojen ve topak igermeyen dagilimlarini yapmak icin
en iyi yolun DMF kullanimi oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunun icin DMF, KNT bazlh
calismalarda 1yi bir dagitict olarak tercih edilmektedir. Stabil dispersiyonlar yapmak

icin, KNT'lerin ylizey enerjisini degistiren, yapisma/islatma Ozelliklerini gelistiren ve
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solventlerde topaklanma egilimlerini azaltan yilizey aktif cisimleri, asit islemleri ve

kimyasal islevsellestirme gibi yotemlerde kullanilmaktadir.

(0
[

C CH:

|
CH:
Sekil 9: DMF’nin kimyasal yapisi

2.8. Escherichia coli

Enterobacteriaceae bakteri ailesinin bir {iyesi olan Escherichia coli (E. coli),
insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal yollarinin en yaygin komensalidir
[75]. E. coli, paradoksal olarak, omurgalilarin bagirsaginda en sik goriilen kommensal
aero-anaerobik gram-negatif basil ve hem intratestinal hem de ekstraintestinal
enfeksiyonlardan sorumlu olan ana patojenlerden biridir. E. coli 6rnegi Sekil 10°da
gosterilmektedir. E. coli 'nin birincil yagam alani, ev sahibi ile simbiyoz i¢inde yasayan
baskin aerobik organizma oldugu omurgali bagirsagidir [76]. Bununla birlikte bu
bakterinin farkli suslari, birgok hastalifa sebep oldugu i¢in en yaygin insan ve hayvan
patojenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Genellikle insan ve hayvanlardan digki
veya atik su yoluyla ¢evreye bosaltilir. Cevresel sularda E. coli 'nin varligi su kirliliginin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. E. coli, normalde insanlarda zararli etki
gostermezken hayvanlardan insanlara o6zellikle sularla gegen suslar patojenik etki
gostermektedirler. E. coli kaynakli ishal hastaliklar1 sonucu yilda 1 milyondan fazla
insanin 6ldigii tahmin edilmektedir [77]. E. coli 'nin iyi ¢alisgilmis alt1 bagirsak patotipi
vardir; Shiga toksini iireten E. coli (STEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), entero-
toksijenik E. coli (ETEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), yaygin olarak yapisik E. coli
ve enteroinvaziv E. coli dahil Shigella suslar1 bunlardir. Bu suslar, viriilans 6zellikleri
ve ishal gibi gastrointestinal hastaliklara neden olan patojenite mekanizmalarina gore
smiflandirilir [78]. Patojenik etki gosteren E. coli insanlarda; akut bobrek yetmezligi,

siklikla 6liime yol agan hemolitik iiremik sendrom (HUS), hemorajik kolit, bagirsak dist
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hastaliklar, ishal, idrar yolu enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli
hastaliklara ve bir¢ok iilkede su ve gida kaynakli hastaliklarin salginlarina neden
olmaktadir. Insan saghig i¢in bu kadar tehlikeli olabilen bu patojenin hassas ve hizli bir
sekilde tespit edilmesi gerekmektedir. Biyosensorler, gida kaynakli patojenlerin tespiti
icin hizli yontemlerin gelistirilmesinde biiyiikk umut vaat etmektedirler ve son yillarda

oldukca yogun bir sekilde arastirilmaktadirlar.

Sekil 10: E. coli 6rnegi

2.9. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS), bir sistemin karmasik elektrik
direncini analiz etmek i¢in gili¢lii bir yontemdir ve yiizey fenomenlerine ve kiitle
ozelliklerindeki degisikliklere olduk¢a hassastir. Bu nedenle elektrokimyasal
aragtirmalarda tercih edilen ve siklikla kullanilan degerli bir yontemdir. Kullaniminin
ilk ornekleri 1980'lerin sonuna dayanmaktadir. Fakat, enstriimantasyonda kaydedilen
ilerlemeler sebebiyle gittikce artan bir uygulama alan1 bulmustur. Ornegin, korozyon
mekanizmalarimin aydinlatilmasi, membranlar ve membran/¢ozelti arayiizleri boyunca
yik taginmasinin karakterizasyonu ve pillerin optimizasyonu i¢in yogun olarak
kullanilmistir. Biyosensorler alaninda ve biyo-tanima siireglerinin tespitinin yani sira,
transdiiser lizerinde biyomolekiillerin immobilizasyonu sirasinda meydana gelen olaylar
gibi ylizey modifikasyonlarini karakterize etmek icin tercih edilen degerli bir yontemdir.
Biyosensorlerin gelistirilmesi, biyomolekiillerin 6zel baglanma ve etkilesimlerinin
belirlenmesi ve analizlerinde giderek artan bir uygulama alani bulmustur. Ve bununla
birlikte, biyosensor karakterizasyon ve fabrikasyonu EIS ile gerceklestirilebilmektedir.
Bu teknik, biyomolekiilleri floresan boyalar, enzimler, redoks veya radyoaktif
etiketlerle degistirme ihtiyacini ortadan kaldirdigi i¢in biyoanalizde o6zel bir ilgi
uyandiran etiketsiz tespit icin dogal bir potansiyele sahiptir. DNA, antijenler veya

antikorlarin saptanmasi i¢in birgok uygulama 6rnegi literatiirde gosterilmistir. Bununla
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birlikte, ¢cok diisiik analit konsantrasyonlar1 ile tanimlanmis bir yanit elde etmek igin
genellikle bir amplifikasyon adimi (sinyal gii¢clendirmeyi elde etmek i¢in) gereklidir. Bir
sistemin empedans1 genellikle kiigiik bir genlikli potansiyel uygulanmasi ve akim
cevabinin belirlenmesiyle tayin edilir. Biyolojik bir materyali, 6rnegin antikorlar1 veya
hiicreleri karakterize etmek igin, elektrotlar sisteme dahil edilmeli, bdylece bir
elektrokimyasal hiicre olusturulmalidir. Bir ac voltaj pertiirbasyonu uygulandiktan
sonra, akim sistemin tiim bilesenlerinden (¢aligma elektrotu, biyolojik malzeme, ¢ozelti
ve karst elektrot) akmaya zorlanir. Olgiilen empedans, tiim bireysel katkilarin
toplanmudir. Olgiim prosesleri, reseptdr biyomolekiil ile analit arasinda olusan algilama
yiizeyinin, elektronik transduserin elektriksel 6zelliklerini direkt veya indirekt sekilde
degistirmesine dayanir. Antijen-antikor veya DNA-DNA etkilesimleri gibi sinirh
katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin analizi i¢in gelistirilen EIS temelli biyosensorlerin
sayist literatiirde her gecen gilin daha da artmaktadir. Son yillarda EIS, bir¢ok kimyasal
ve fiziksel proseslerin ¢alisilmasinda da kullanilan, analitik ¢6ziimler sunan ¢ok etkili
bir yontem haline gelmistir. Enzim-substrat etkilesimlerinin tersine, baglanmadan sonra
herhangi bir reaksiyonun meydana gelmedigi antijen-antikor veya DNA-DNA, protein-
protein gibi afinite etkilesimlerinden sonra yiik transfer degisimleri meydana gelir ve bu

degisimler EIS ile ¢ok etkili bir sekilde izlenebilir [79-81].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
Distile Su Cihazi (GFL)
Empedans Spektroskopu (HF21S)
Firin (Niive ev 018)
FTIR (Shimadzu IRAffinity-1S)
Hassas Terazi (Metler)
Manyetik Calkalayici (Biosan)
pH Metre (Hanna)
Sonikator (Transsonic T460/H)
Ters Mikroskop (Olympus)
TEM Jeol 2100 F ( RTEM) ve Hitachi HT-7700

3.2. Kimyasal Maddeler
Agar tozu (Himedia)
Bradford Reaktifi
Branched polyethylenimine solution (Sigma)
CaCl2 (Merck)
E. coli OP 50 Izolat: (Fisher Scientific, Catalog No: S29021)
Kolesterol (Sigma)
NaCl (Carlo Erba, 368257)
N,N-Dimethylformamide anhydrous, 99.8% (Sigma)

Streptavidin (Thermo)

3.3. Calismalarda Kullanilan Eriyikler
3.3.1. Bakteri iiretimi icin LB Agar ve hazirlama

Luria-Bertani (LB) Broth



Bacto tyrtone 10 g

Bacto yeast 10 g

NaCl5g

1 M NaOH, pH 7,5

dH>0 ile 1 L’ye tamamlanir
Luria-Bertani (LB) Agar
Bacto tryotone 10 g

Bacto yeast5 g

NaCl5g

Agar 159

1M NaOH, pH 7,5

1 It’ye dH20 ile tamamlanir

3.3.2. Antikorlar

Biotin Anti-E. coli antikor (Abcam)
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3.4. YONTEMLER

3.4.1. Kullanilan KNT’ler

Calisma da kullanilan KNT’ler Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU)
Teknokent’te faaliyet gosteren Nanografi firmasindan temin edilmistir. Temin edilen kisa,
saf KNT’ler asitle muamele edilerek islevsel hale getirilmistir. Islevsellestirme igin % 98
H2S04 ve % 68 HNO3 alinip distile su ile 1/1 oraninda diliie edilmistir. Ardindan 80°C’de
geri akig islemi 10 saat uygulanmistir. Daha sonra KNT’ler distile su ile yikanip 24 saat
80°C’de kurumaya birakilmigtir. KNT’ler TEM, Raman ve FTIR analizleri sonrasi
karakterize edilmistir [2].

3.4.2. KNT’lerin Dispersiyonu

KNT’lerin disperse olmasini saglamak amaciyla 20 ml DMF i¢ine 2 mg KNT
eklenerek 0,1 mg/ml konsantrasyonda DMF-KNT karigimi1 hazirlandi ve 4 saat
boyunca Transsonic T460/H marka sonikatérde 35 kHz HF-Frekansta ¢6ziinmesi

saglandi. Disperse agamalar1 Sekil 11°de goriildiigii gibi yapilmustir.

Sekil 11: KNT’lerin DMF ile disperse edilmesi
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3.4.3. Tungsten Tellerin Kaplanmasi

Tungsten teller 50 mikrometre ¢apinda ve 0.02 g/m agirh@inda ve % 3-5 kiitle
oraninda altin igermektedir. Teller 5’er cm uzunlugunda kesildikten sonra % 70 alkol
ile steril edilmistir (Sekil 12). Tungsten tellere karbon nanotiiplerin baglanabilmesi i¢in
bir ara yiizey olusturulmasi gerekmektedir. Bunun i¢in tellerin yiizeyi PEI ile kaplandi.
Esit hacimde PEI (7,5 g) ve dH20 igeren soliisyon hazirlandi. Tungsten tellerin
yiizeylerinin PEI ile etkilesimi 15 dk. oda sicakliginda 15 rpm’de calkalayict da
sagland1 (Sekil 13).

Sekil 13: Tungsten tellerin PEI ile kaplanmas1
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Yiizeyleri PEI kaplanmis olan tungsten teller 150°C’de firinda 10 dk. kurutuldu.

Firimlama islemi sonrasinda teller laboratuvar ortaminda, oda sicaklifinda sogumaya

birakildi (Sekil 14).

Sekil 14: KNT lerin firinlanmas1 ve sogutulmasi

Yiizeyleri PEI ile kaplanmis olan teller sogutma islemi tamamlandiktan sonra,
sonikasyon iglemi ile ¢oziindiirilen KNT’ler ile kaplanmaya caligiimistir. Tellerin
kaplanmas1 15 dk. siire ile KNT-DMF karisiminda ¢alkalayicida tutularak yapilmis,
daha sonra 12 saat boyunca 150°C’de firinda kurutma ile tamamlanmistir. Bu sayede
tellerin karbon nanotiipler ile baglanip, kaplanmasi saglandi. Teller kaplanarak

calismada kullanilabilecek sekilde hazir hale getirildi.

3.4.4. KNT Kaph Tellerin TEM ve SEM Analizi

Tellerin yiizeyinin KNT’lerle kaplanmasini belirlemek i¢in hem kaplanmamis
tungsten tel hem de kaplanmus teller analiz i¢in hazirland1 (Sekil 15). ODTU MERLAB’
tan hizmet alim1 yapilarak tellerin SEM goriintiileri alindi. TEM goriintiileri Jeol 2100 F
(200kV RTEM) ve Hitachi HT-7700 (120kV) cihazlar1 kullanilarak elde edildi.
Gortintiiler kontrol olarak nanotiipler ve tungsten tel, PEI kapli tungsten tel ve nanotiip

kapli tungsten telden alinmistir.
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Sekil 15: Tellerin SEM analizi i¢in hazirlanmasi ve KNT kaplanmasi

3.4.5. Tellerin Streptavidin ile Muamele Edilmesi
PEI kapl tellerin streptavidin ile kaplanmasi i¢in 40 uL streptavidin / 160 pL
distile su oraninda soliisyon hazirlandi. Teller soliisyonun igine daldirilip +4°C’de

calkalayicida 12 saat boyunca birakildi ve streptavidinin baglanmasi saglandi.

3.4.6. Tellerin Anti-E. coli Antikor ile Kaplanmasi

Streptavidin ile muamele edilen teller; Anti-E. coli Antikor ile kaplanmasi igin
20 pL Anti-E. coli Antikor / 480 pL distile su oraninda hazirlanan soliisyona birakilip
+4°C’de 12 saat galkalayicida (Sekil 16) tutuldu.

-
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Sekil 16: Tellerin kaplanmasi igin uygulanan metod
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3.4.7. FTIR Analizi
FTIR spektrumlar1 Shimadzu IRAffinity-1S sistemi ile elde edildi. Olgiimler
tungsten tel, PEI kapli tungsten tel, nanotiip kapli tungsten ve son olarak antikor kaplh

elektrot telinden yapilmistir. FTIR dl¢iimleri Altinbas Universitesi’nde alind.

3.4.8. Sensor Tellerinin Akim-Diren¢ Ol¢iimlerinin Alinmasi

Tellerin akim-direng dl¢iimleri Istanbul Teknik Universitesi Elektrik-Elektronik,
Kontrol ve Otomasyon Miihendisligi Boliimii laboratuvarlarinda Zurich Instruments-
HF2IS Empedans Spektroskopu kullanilarak 1 V - 50 Hertz frekans degerleri altinda
gerceklestirildi. Tungsten tel referans elektrot olarak alindi ve bu sekilde o6l¢iim
elektrodu olarak kullanilacak sensdr (nanotiip ve antikor kapli) telinin 6l¢iimii alindi.
Ardindan olgiim elektrodunun E. coli K-12 susu ile muamele edilmesiyle sensor
sisteminin dlgiimleri alind1. Ilk 6l¢iim E. coli K-12 susundan 175 CFU/mL alinip 6l¢iim
elekroduna damlatilmasiyla yapildi. Daha sonra doyuma ulagana kadar E. coli K-12
miktart arttirllarak Gl¢iimlerin alinmasina devam edildi. Bakteri doyumuna 1225
CFU/mL E. coli K-12 susu eklendiginde ulasildi ve dlgiimler tamamlandi. Olgiimler
Sekil 17°de goriilen sistemle gergeklestirildi.

Olgiim
elektrodu
Referans

elektrot

Sekil 17: Sensor 6lgiim sistemi
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4. BULGULAR

4.1. KNT’lerin Dispersiyonu

Fonksiyonel hale getirilmis ve karekterizasyonu yapilmis KNT‘ler DMF ile
kanstirllmistir (Sekil 18: A). KNT‘ler metaryal metot boliimiinde anlatildigi gibi
sonikasyon islemi sonucunda tamamen disperse olduklar1 goriilmistiir. Disperse edilen
KNT’ler ¢alisma da kullanilmak tizere petri kabina dokiilmiistiir (Sekil 18 B). Kalan

disperse KNT’ler sonraki ¢alismalar i¢in uygun kosullarda saklanmistir.

Sekil 18: KNT’lerin disperse edilmesi: A) Dispersiyon oncesi DMF-KNT
karisimi, B) Disperse edilen KNT’ler

4.2. TEM Analizi Sonuclar
Elektrot immobilizasyonundan énce, CDNT'lerin TEM goriintiileri alinmis ve ¢ok
duvarl yapilari, asit muamelesinden kaynaklanan yiizey kusurlari, ¢ap ve uzunluk

aralig1 dogrulanmistir (Sekil 19).
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Sekil 19: Cok duvarli karbon nanotiiplerin TEM goriintiileri: Cok duvarli yap1 ve
yiizey kusurlari, 10 nm'de cap

4.3. KNT Kaph Tellerin SEM Analizi

Tellerin yiizeyinin KNT’lerle kaplanmasin1 belirlemek i¢in hem kaplanmamis
tungsten tel hem de kaplanmus teller analiz i¢in hazirlandi. ODTU MERLAB’tan hizmet
alimi yapilarak tellerin SEM goriintiileri alindi ve kaplamanin homojen sekilde
gerceklestigi goriildii.

Sekil 20’de farkli biiyiitmeler altinda yilizey modifikasyonundan once ve sonra
elektrotun SEM goriintiilerini  gostermektedir. Yiizey gozlemleri yoluyla, 50 pm
capindaki bozulmamis tel (Sekil 20 A-B), ylizeyde toplanan KNT kiimeleri ve yaklasik
10 um PEI-CDNT kapli elektrotun kalinlagsmasi gosterildi (Sekil 20 C-D).
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det| HV |mag|spot, WD
1 ETD 12000 kV!1100y! 40 1103

Sekil 20: Tungsten telin ve PEI/KNT kapli tungsten telinin SEM goriintiileri

d 2 ot| WD }
12: M |E 2 50! 40 /104 mm MET RAL LAB

A) Tungsten tel B) Yarigap: dogrulayan 40 um'deki SEM goriintiisii
C) PEI uygulandiktan sonra elektrot yiizeyindeki nanotiiplerin goriintiisii

D) Elektrot nanotiip ile kaplandiktan sonraki goriintii

4.4. FTIR Analizi Sonuclar

Tungsten tel, CDNT ve PEI-CDNT'in FT-IR spektrumu Sekil 21°de

! arasinda yer

gosterilmektedir. PEI’ye ait parmak izi bolgesi 1800 ile 680 cm’
almaktadir. KNT, PEIL, PEI-tel, PEI-KNT’ye ait parmak izi bolgeleri Sehil 21 ve 22 ‘de
goriilmektedir. PEI’ye ait karakteristik tepeler i¢in, C-N germe bdolgesine ait pik 1303
cm®de, 1111 em™P’de C-O-C aromatik ether bolgesine ait pik ve C-N biikme
bolgesine ait pik 686 cm™’de ortaya ¢ikmaktadir [82]. Ayrica KNT ye 6zgii CC germe

modlar1 2300-2100 cm™ araliginda ortaya cikan tepelere, C-O-C titresimsel esneme ise
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1650 cm™’de ortaya cikan tepelere atf edilebilir [2]. 1700-1200 cm™ arasinda, altin

igeren tungsten tel i¢in ortaya ¢ikan parmak izi bolgesi goriilmektedir [83].

105.0
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Sekil 21: Tungsten tel, KNT, PEI - KNT kapli tungsten telin FTIR spektrumlari
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Sekil 22: Biyosensoriin FTIR spektrumlari
PEI -, E. coli K-12 susu (K12), KNT + DMF karisim1 (KNT+DMF), PEI kapl tel
(PEI+Tel), PEI+KNT+Antikor Kapli tel (TEL+Antikor), PEI+KNT+ Antikor kapli telin
tizerine E. coli damlatildiginda (K12- 0 sn), PEI+KNT+ Antikor kapli telin iizerine E.
coli damlatildiktan 5 dk. sonra (K12-5 dk.) FTIR spektrumlari.
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E. coli 'min FTIR spektrumundaki 1635'teki tepe noktasi, amid I bolgesidir ve
etkilesen proteinlerin C=0 titresim modundan kaynaklanir [84]. 1049'daki pik,
bakteriyel proteinlerin pikidir. 3325' teki pik, E. coli niikleik asitleri tarafindan ortaya
cikarilan piklerdir ve N-H gerilmesine atfedilmistir [85, 86]. 1651, 1465 cm™deki
pikler, tipik imid karbonil asimetrik ve simetrik gerilmenin sonuglaridir, 1303 ve 686

cm?, PEI spektrumu i¢in C-N gerilmesini ve biikiilmesini gosterir [82].

4.5. Sensor Tellerinin Akim-Diren¢ Ol¢iimleri

Viicudumuzda hastaliga sebep olabilecek bir patojenin, viriisiin veya bakterinin
varliginin hizli tespiti tedavinin ¢abuk baslamasina ve hizli iyilesmeye sebep olacaktir.
Kan, idrar veya bir baska metabolitle yapilan analizlerin sonuglarinin ¢ikmasi kullanilan
yontemlere bagli olarak saatler hatta giinler alabilmektedir. Teshis konulamadigindan
gerekli tedaviye tam baslanamamaktadir. Bu nedenle, hastanin saglik durumu kétiiye
gidebilmektedir. Tayin duyarliligi yiiksek, ucuz, kullanimi rahat, az bir miktar
metabolitle analiz yapabilen biyosensor sistemleri bu problemi ortadan kaldirabilir.
Giliniimiizde, basta saglik olmak iizere; tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi ve savunma
sanayii gibi bircok alanda biyosensor kullanimi giderek yaygilagmaktadir. Bu
caligsmada, ol¢iim elektroduna immobilize edilmis biyolojik materyalle sadece E. coli
bakterisine karsi hassas ve iist diizey duyarli ideal bir biyosensor gelistirilmistir. En
kiigiik konsantrasyonlarda bile hassas Ol¢limlerin alinmasma ve tayin duyarlilifinin
yiiksek olmasi i¢in dl¢timler EIS sistemi ile alinmistir. EIS; biyosensorler, elektrokimya,
tip, malzeme bilimi gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilan oldukga hassas ve giiglii
bir 6l¢lim yontemidir. Uygulanan ideal bir alternatif akima kars1 olan direncin odlciisiiyle
empedans belirlenir. Farkli voltaj degerlerinde oOl¢iimler alinmis, giiriiltiisiiz ve net
Ol¢iimler Empedans Spektroskopu kullanilarak 1 V - 50 Hertz frekans degerleri altinda
gerceklestirilmistir. Olgiimler sonucunda; Dalga (mV) ve Zaman (ms) olarak alinarak
grafikler elde edildi. Ham veriler python programiyla giiriiltiiden arindirilarak
filtrelenmis veriler elde edildi. Ayni sekilde filtrelenmis verilerden Vypp degeri de python
programi yardimiyla hesaplandi. Ilk basta referans elektrodu olarak alinan tungsten telin
Ol¢timii yapildi. Daha sonra PEI kapli tungsten telin 6l¢iimii alindi. Ardindan Anti-E.
coli antikor ile immobilize edilmis sensor telinin 6l¢iimii alindi. Sensor telinin E. coli

ile muamele edilmesine ortama 175 CFU/mL E. coli K-12 bakterisinden eklenmesiyle
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birinci 6l¢lim alindi. Daha sonra her defasinda 175 CFU/mL eklenerek sirasiyla; 350
CFU/mL, 525 CFU/mL, 700 CFU/mL, 875 CFU/mL, 1050 CFU/mL ve 1225 CFU/mL
E. coli K-12 igin &lgiimler alind1. Olgiim ortaminda sirasiyla toplam 1400 CFU/mL,
1575 CFU/mL ve 1750 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi varken doyuma ulasildig1 ve
herhangi bir degisiklik olmadig1 goriildii. Daha sonra tekrarlanan dl¢timlerde ortama
175 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi eklenerek dlgiimlere baslandi ve 1225 CFU/mL E.
coli K-12 eklenmesiyle 6l¢iimler sonlandirildi. Her defasinda tutarli ve benzer sonuglar
elde edildi.

Referans elektrodu olarak alinan tungsten telin 6lgiim sonucunda Vp,=118,42

mV olarak elde edilmistir. Sekil 23’te 6l¢lim grafigi goriilmektedir.

Ham veri
Filtrelenmis veri
100 -
p=118.42m
\} ] r -
p
=~
g
= ’l 1
=0
<
a
0 -
5041 ’ b — | u
—100 +— Y

0 50 100 150 200 250 300

Zaman (ms)

Sekil 23: Tungsten tel dlgliim grafigi

Elektrot iletkenliginin arttiritlmasi ve tungsten telin CDNT kaplanmasi i¢in PEI
kullanmilmistir. Sekil 24°te goriildiigii gibi referans elektroduna goére alinan Vpp degeri
artmustir. PED siz referans elektrodu dl¢iimiinde Vpp=118,42 mV olarak alinmis ve PEI

kapli tunsgten telde ise Vpp=123,47 mV olarak o&lglilmiistiir. PEI kaplanmasiyla
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iletkenlik 5,05 mV artmigtir. Boylece ayn1 anda hem iletkenlik arttirilmis hem de

kaplama islemi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 24: PEI kapli tungsten tel 6l¢lim grafigi

Olgiime Anti-E. coli antikor ile immobilize edilmis sensor teli ile devam edildi.
PEI kapli tungsten telin verdigi degerden daha yiiksek bir degerin alinmasi
beklenmekteydi. Ol¢iim sonucunda Vpp=168,40 mV olarak dlgiildii (Sekil 25). Bir
onceki Olglime gore Vpp degeri 44,93 mV artig gosterdi. Bu artis sensor telinin
tamamen Anti-E. coli antikor ile immobilize edildigini de gostermis oldu. Sensor teli
basarili bir sekilde antikor ile kapland1 ve E. coli K-12 bakterisi ile muamele edilmeye

hazir hale geldigi gortldii.
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Sekil 25: Antikor kapli tungsten tel 6l¢iim grafigi

Sensor telininin ¢alismasinin test edilmesine ortama 175 CFU/mL E. coli K-12
bakterisi eklenmesiyle baslandi. Burada sensoriin calismasi, etkilesim sonucunun
bilgisayara aktarim hiziyla hassasiyetinin belirlenmesi ve az bir miktara duyarliliginin
tespiti yapildi. Ortama bakteri eklendikten sonra kisa siirede (5 sn) bilgisayar ekraninda
etkilesimin oldugu alinan grafikle goriildii. Tayin duyarliliginin oldukga hassas oldugu
tespit edildi. Cok az bir miktardaki analite karsi aninda cevap olusturmasi sensor
sisteminin ideal ¢alistigin1 gostermis oldu. Sekil 26’°da goriildiigii gibi Vpp=198,57 mV
olarak alindi. Vpp degeri 30,17 mV gibi yiiksek bir artis gosterdi. Bu da gelistirdigimiz
sensOr sisteminin hassasiyeti ve duyarliligini ispat etmis oldu. Biyosensér cevabinin

elde edilebilecegi optimum immobilizasyon kosullar1 da tespit edildi.
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Vpp= | 198.57mV
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Sekil 26: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 1.adim: 175
CFU/mL

Olgiim ortammna 175 CFU/mL daha E. coli K-12 bakterisi eklenerek devam edildi.
Olgiim sonucunda artan konsantrasyona bagl olarak Vpp, degerinin artmasi
bekleniyordu. Sekil 27°de goriildiigii gibi Vpp=220,03 mV olarak o6lgiildii. Artan
konsantrasyonla Vpp degeri 21,46 mV artig gosterdi.
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Sekil 27: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 2.adim: 350
CFU/mL
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Ortama 525 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi eklenmisken 6l¢iim alinmaya devam
edildi. Olgiim sonucunda beklenildigi gibi konsantrasyona bagli olarak Vpp degerinin
giderek arrtig1 goriildii. Konsantrasyon artisiyla daha belirgin artis ve degerler alindi.
Vpp=272,12 mV olarak 6lgildi (Sekil 28). Bir onceki konsantrasyona gore (350
CFU/mL E. coli K-12) Vpp degeri 52,09 mV’luk biiyiik bir artig gosterdi.

Vop=| 272.12mV
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Sekil 28: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 3.adim: 525
CFU/mL

Ortama 175 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi daha eklenerek ortamda toplam 700
CFU/mL E. coli K-12 bakterisi varken 6lgtim alindi. Sekil 29°da gortildiigi gibi 6l¢tim
sonucunda Vppy=308,96 mV olarak 6lgiildii. Vpp degeri 36,84 mV’luk bir artig gosterdi.
Artan konsantrasyona bagli olarak dogru orantili bir artig goriilmeye devam etti. Bu

yiizden konsantrasyon arttirilarak dl¢iimlere devam edildi.
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Sekil 29: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 4.adim: 700
CFU/mL

Ortama 875 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi eklenmisken olgiim alinmaya
devam edildi. Olgiim sonucunda yine konsantrasyona bagl olarak Vpp degeri giderek
arttt. Vpp=357,16 mV olarak 6l¢iildii (Sekil 30). Bir onceki konsantrasyona goére (700
CFU/mL E. coli K-12) Vpp degeri 48,20 mV’luk bir artis gosterdi.
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Sekil 30: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 5.adim: 875
CFU/mL
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Ortama 175 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi daha eklenerek ortamda toplam 1050
CFU/mL E. coli K-12 bakterisi varken 6lgtim alindi. Sekil 31’de gortildiigt gibi 6l¢tim
sonucunda Vpp=371,81 mV olarak o6lgiildii. Vpp degeri 14,65 mV’lik bir artis gosterdi.
Artan konsantrasyona bagli olarak goriilen artis miktarinin azaldigi goriildi. Yavas

yavas doyuma ulasilacagi anlasildi. Konsantrasyon arttirilarak 6l¢iimlere devam edildi.
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Sekil 31: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 6.adim: 1050
CFU/mL

Ortama 1225 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi eklenmisken son ol¢iim alindi.
Olgiim sonucunda Vpp=403,79 mV olarak dl¢iildii (Sekil 32). Bir dnceki konsantrasyona
gore Vpp degeri 31,98 mV’luk bir artig gosterdi. Ortama 1225 CFU/mL E. coli K-12
bakterisi eklendikten sonraki konsantrasyon arttirmalarinda sensoriin doyuma ulastig
tekrarli deneylerle tespit edildiginden bu degerden sonra 6l¢iim alinmadi. Sensor sistemi
ortama 1225 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi eklenmesiyle doyuma ulasti. Cok az bir
konsantrasyon olan 175 CFU/mL E. coli K-12 bakterisi ile baslanilan 6lgtimler basarili
bir sekilde tamamlandi. Farkli zamanlarda alinan ol¢timlerin korele oldugu goriildii.

Sonuglarin uyumlu ve tekrarlanabilir olusu gelistirdigimiz sensor sisteminin ideal
oldugunu gosterdi.
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Sekil 32: Artan konsantrasyonlarda E. coli K-12 etkilesim grafigi 7.adim: 1225
CFU/mL
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5. TARTISMA

Glinlimiizde patojenik bakterilerden kaynakli sorunlar halen diinya capinda
problemlere sebep olmaktadir. Basta gida, su ve tibbi aletlerin kontaminasyonu yoluyla
ortaya c¢ikan problemler gida zehirlenmeleri, salginlar, ciddi hastaliklara yol agmakta
hatta o6liimciil olabilmektedir. Bu nedenle patojenik bakterilerin hassas ve hizli tespiti,
klinik teshis, gida, su ve ¢evre konusunda kritik oneme sahiptir. Bakteriyel patojenlerin
sebep oldugu salginlar nedeniyle her yil milyonlarca insanda panik, hastaneye yatis ve
Olumler goriilmektedir. Mevcut konvansiyonel patojen tespit yontemlerinin ¢ogu kiiltiir
ve koloni sayimi, polimeraz zincir reaksiyonu, biyokimyasal ve genetik teknolojiye
dayalidir. Hastanelerde ¢ogunlukla kullanilan koloni saymmi ve PCR teknikleriyle
patojenlerin tespiti saatler hatta gilinler alabilmektedir. Buna ragmen, patojenik
bakterilerin neden oldugu hastaliklar halen biiyiik sorunlara neden olmaktadir. Ciinkii
bu tekniklerin oncelikle zaman ve maliyet, laborant tecriibesi, 0zgiilliikk, duyarlilik,
saptama orani agisindan dezavantajlar1 vardir. Nanoteknolojideki gelismelerle beraber
patojen tespit teknikleri giinlimiizde hizla gelismektedir. Bakteriyel enfeksiyon
sorunlarinin ¢6zliimii i¢in, nanoteknoloji ve biyosensor calismalarinin entegrasyonu ile
giivenilir, hassas ve hizli bakteri tespiti ve Ol¢iimii i¢in spesifik biyosensorlere ihtiyag
duyulmaktadir.

Escherichia coli, giiniimiizde en iyi bilinen organizmalardan biridir. E. coli K-12
susu ve tilirevleri, genetik, molekiiler biyoloji, fizyoloji ve biyokimyanin ilerlemesinde
anahtar olmustur. E. coli hem omurgalilarin yaygin bir bagirsak komensali hem de ¢ok
yonlli patojen bir 6zellige sahiptir. Hem bagirsak i¢i hem de bagirsak disi hastaliklar
yoluyla yilda 2 milyondan fazla insanin 6liimiine sebep olmaktadir [87, 88]. Ayni
zamanda, su ve tortu i¢inde gegebildiginden, genellikle suyun fekal kirliliginin bir
gostergesi olarak da kullanilir [76]. Sonug olarak, baslica igecegimiz olan suyun
analiziyle kontaminasyonlarin onlenmesi ve hastaliklardan korunmak i¢in patojen
tespitini ultra hassas, hizli ve giivenilir sekilde yapabilen biyosensorler talep
edilmektedir. Bunun igin gelistirdigimiz CDNT tabanli elektrokimyasal E. coli tespit ve
tayinine yonelik biyosensoriimiiz her alanda ihtiyaci tam karsilayabilecek yapidadir.

Tungsten telin erime noktasi tiim saf metaller arasinda en yiiksektir ve oldukca
serttir (akma dayanimi 1 GPa'dan fazladir) [89]. Yiiksek g¢ekme gerilimine sahip

oldugundan, sertligini koruyarak kiigiik elektrotlarin olusturulmasina imkan saglar. Hem
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tungsten telin hem de altinin yiizey oksidasyon egilimi olmadigindan, iletkenliklerinin
cok 1yi olmasi nedeniyle biiyiik tercih sebebidir. Tungsten teller kullanilarak yapilan
sensoOr ¢aligmalarinda bir¢ok acidan avantajli oldugu bildirilmistir. Uzun yillar 6nce
Hyson tarafindan 1968’de 1s1 sensorleri lizerine yapilan bir calismada tungsten telin
avantajli oldugu vurgulanmistir [90]. Bu yilizden ¢alismamizda kiitlece % 5 altin igeren
tungsten tel kullandik. Yiizeyi ¢ok rahat islevsellestirilebildigi kaplama i¢in kolaylik da
saglamaktadir. Sensor teline biyomolekiiliin saglam baglarla baglanmas1 ve
hareketsizlestirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Tungsten tel {izerine herhangi bir
manipiilasyona engel olmak icin kovalent baglarla biyomolekiiliin immobilizasyonu
kolay bir prosediirle gerceklestirildi. Biyokomponentlerin kovalent baglama ile
immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon siddeti gibi degiskenlere karsi direng saglar ve
biyosensoriin omriinii uzatir [91]. Boylelikle elektrot olusturmak igin altin igeren
tungsten tel tercihi ile, ideal bir immobilizasyon gergeklestirildi ve suyla temasinda
herhangi manipiilasyon olma olasilig1 engellenmis oldu. Ayn1 zamanda, ¢ok kiigiik bir
elektrot yapilmasina imkan saglandigi icin tasinabilir bir biyosensoriin gelistirilmesi
miimkiin hale geldi.

Sivi  kristal bir polimer olan PEI, nanomalzemeleri islevsellestirerek
dagilabilirligini ve stabilitesini arttirmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir [92]. PEI
tabanli nanojellerle (NG) yapilan bir ¢alismada gen ve ilag dagitimi, kanser teshisi ve
tedavisine yonelik ¢esitli sensor tasarimlart denenmis ve incelenmistir. Sonugta PEI
kullanimiyla ancak hazirlanabilecegi goriilmiistiir. Bol miktarda pozitif yiiklii amin
gruplarina sahip olan PED’nin, NG'lerin gelisimi i¢in ideal bir platform oldugu
bildirilmistir [93]. CDNT-polietilenimin nanokompozitlerine dayali bir elektrokimyasal
biyosensor ¢alismasinda PEI’nin karbon esasli malzemelerin yiizeyinde stabilize edici
Ozelligi ve avantajlar1 sunulmustur. PEI, ince film olusumu, biyouyumluluk, ucuz fiyat,
ayristirma ve geri doniislim kolayligi ve kokusuz olmasi gibi avantajlar sunarken,
yapisinda ¢ok sayida amin grubunun bulunmasi biyolojik bilesiklerin elektrokimyasal
sensOrler lizerinde daha iyi immobilizasyonuna yardimci olmaktadir [94].
Sonuglarimizla benzer sekilde ayni ¢aligmada PEI varligindan dolay: sinyalde nispi bir
artig elde edilmistir. Bu artis amin gruplarmin varligmin yani sira nanomalzeme
stispansiyonunun  homojenligini  kolaylastirmasi ve nanokompozitlerin elektrot

yiizeyinde daha iyi kovalent immobilizasyonunu kolaylastirmasina baglanmistir. Ayni
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zamanda, sonuclarin daha iyi degerlendirilmesi i¢in ¢alismamiz da kullandigimiz gibi
EIS kullanilmustir [94].

Yapilan baska bir ¢aligmada amino grubuna dayali olarak altin elektrot yiizeyine
grafit benzeri karbon nitriir (g-C3N4) nanomalzemelerinin baglanabildigi gosterilmistir.
Altin, iyi iletkenlige sahiptir, elektron transferini destekler ve analitik duyarlilig1 artirir.
PEI ile modifiye edilmis altin elektrotun iletkenligi ve spesifik yiizey alanini
iyilestirdigi bildirilmistir [95]. PEI kullanilarak gergeklestirilen bir diger CDNT bazli
elektrokemiliiminesans immiinosensor c¢alismasinda, PEI'nin amino gruplarinin
dogrudan CDNT’lerin karboksil gruplariyla kimyasal baglanmasiyla hem sinyal
amplifikasyonu sagladigi hem de biyomolekiiliin immobilizasyonunu gerceklestirdigi
sunulmustur. Bu sayede reaksiyon arayiiziinde elektron transferi hizlandirilarak hassas
bir sensor sistemi elde edilmistir [96].

Her streptavidin molekiilii dort biyotin baglama bdlgesi icerdiginden dogal giicli
baglanma-etkilesim saglamaktadir [97]. Avidin veya streptavidin, dort biyotinlenmis
molekiile verimli ve hizl1 bir sekilde baglanabildiginden biyotinlenmis molekiiller dogal
Ozelliklerini degistirmezler [98]. Bu nedenle, biyotin-avidin etkilesimi, ¢esitli
uygulamalar i¢in biyomolekiillerin, nanoparcaciklarin konjugasyonu i¢in bir baglama
aract olarak kullanilir [99]. Biotin-streptavidin  baglanmasi, bilim, tip ve
nanoteknolojide bir¢ok farkli uygulama ile nano 6lgekli iiretim ve yakalama i¢in giiglii
bir platformdur [100]. Streptavidin-biyotin etkilesiminin giicii, onu belirli hedefleme
uygulamalarinda, biyomedikal algilama ¢alismalarinda ve tahlil tasariminda yararli bir
ara¢ haline getirmistir. Sensorlerin imalatinda, elektrot yiizeyinde biyomolekiiliin
immobilizasyonu, sensoriin performans ozelliklerini belirleyen ¢ok dnemli bir iglemdir
[101]. Ayn1 zamanda streptavidin biyosensor sistemlerinde sinyal giiciinii arttirmak igin
tercih edilmektedir [97]. Bu nedenlerle, yapilan ¢esitli sensor gelistirme ve
uygulamalarinda streptavidin kullanimi1 6nemle tercih edilmistir. Hem biyomolekiiliin
giiclii baglanmasin1 saglanmasi hem de biyosensoriin algilama sinirini artirmaya
yardimc1 olmasindan dolayr calismamizda streptavidin  kullanilmistir. Bu sayede
nanotiiplerin iizerine daha fazla Anti-E. coli antikor baglanmasi saglanmistir. Sonugta
cok diisiik bir konsantrasyonda bile yiiksek hassasiyet ve secicilikte E. coli tespiti
yapilabilmistir.

KNT'ler genis yiizey alani, iistiin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, yiiksek elektrik

iletkenligi ve kimyasal dayaniklilig1 ile biyosensor sistemlerinde vazgegilmez bir parga
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haline gelmistir. Bu sebeple elektrot materyali olarak kullanilabilirler ayrica yapilari
nedeniyle bir¢ok biyomolekiiliin immobilizasyonuna da olanak tanirlar [102]. KNT'ler
tibbi uygulamalarda, yeni goriintiilleme modalitelerinde, biyosensorler ve ilag taginim
arastirmalarinda genis kullanim alan1 bulmustur.

CDNT’ler, immiin reaksiyonlar meydana geldiginde biiyiik direng degisiklikleri
nedeniyle direncli biyosensorler i¢in iyi bir se¢imdir, ayrica diisiik maliyetlidirler, tek
duvarli karbon nanotiiplerden daha biyouyumludurlar ve direngli 6l¢iim ekipmani
genellikle pahali degildir ve kolayca kullanilabilir [103]. Genel olarak, elektrokimyasal
analiz i¢in CDNT kullanimi, diisiik yiik transfer direnci, dogrudan algilama, yiiksek
hassasiyet, hizli tepki, miikemmel tekrarlanabilirlik gibi gelismis 6zellikler sunmaktadir
[104]. Bu nedenle sensor calismalarinda siklikla CDNT’ler tercih edilmektedir.
CDNT'ler sensor calismalarinda kullanilmak igin ¢esitli asamalardan gegirilip
islevsellestirilir ve sensor bileseni olarak kullanilir. KNT tabanli biyosensdrler ile beyin
omurilik sivist (BOS) sizintis1 tespiti lizerine yapilan bir ¢alisma, hayati konularda
biyoalgilama cihazlarinda KNT'lerin 6nemini bir kez daha géstermistir [105].

Yapilan bir CDNT bazli elektrokemiliiminesans immiinosensor gelistirilmesi
calismasinda, CDNT’lerin bir¢ok biyomolekiiliin baglanmasina imkan saglayan genis
spesifik ylizey alanina sahip olmasinin yaninda sinyalleri daha da gii¢lendirdiginden
miitkemmel bir iletkenlik sergiledigi ve sensdriin duyarliligini arttirdigi bildirilmistir
[96].

Baska bir ¢alismada CDNT’ler iizerine elektro-¢okeltilmis Prusya mavisi ile
modifiye edilmis, ekran baskili bir karbon elektroduna dayanan bir enzimatik histamin
biyosensorii gelistirilmeye ¢alisilmistir. Histamin tayini igin kullanilan bazi yontemlerin
dezavantajlar1 aktarilmis ve gelistirilen sensor Ol¢iim sonuglart ELISA verileriyle
karsilastirilmistir. Histamin seviyeleri, spektrofotometri, gaz kromatografisi ve yiiksek
performanslt sivi kromatografisi gibi tekniklerle belirlenebilir. Ancak, bu analitik
yaklagimlarin bazilarinin smirlamalar1 vardir. Spesifik olarak, spektrofotometrinin
duyarhilig1 diisiiktiir ve kromatografi uygulanmasi pahali bir tekniktir ve numune 6n
isleme ve uzun analiz siireleri gerektirir. Bu nedenle histamin tayini i¢in, hizli, hassas,
diisiik maliyetli bir elektrokimyasal enzimatik biyosensorii gelistirilmistir. CDNT lerin
varligmin elektrotun iletkenligini arttirdigi, diisiik bir algilama limiti ve genis bir lineer
araligin yam1 sira miikemmel uzun vadeli stabilite, tekrarlanabilirlik ve secicilik

sergiledigi tespit edilmistir. Gelistirilen biyosensorle elde edilen sonuglar, ELISA
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uygulanarak elde edilen sonuglarla tutarliydi. Bu nedenle, Onerilen yaklagimin
uygunlugu ve giivenilirligi belirlenmis, EIS analiziyle de elektrotun elektron transfer
stirecinin ¢ok hizli oldugu dogrulanmis [106].

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), hastane ortaminda gériilen en yaygin enfeksiyon
ve genel popiilasyonda en sik goriilen ikinci enfeksiyondur [107]. Geleneksel
laboratuvar tan1 yontemleri en az 24 saat gerektirir ve ¢ogu durumda daha uzun
siirebilir. Ayrica, 6rnegin laboratuvara tasinmasinda gecikme olmusgsa, canli enfekte
eden organizmalarin sayis1 diisiikse veya kiiltiir 6rnegi alindiginda hasta antibiyotik
aliyorsa, kiiltiirler hicbir bakteri iiremesine neden olmayabilir [108]. Hinata ve ark.
tarafindan bakteriiiri siiphesi olan IYE'li 200 hastanin idrarindaki E. coli tespitine
yonelik bir ¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismada, gercek zamanli PCR ile bakteriiiri olan
hastalarin idrarindan E. coli ’nin kantitatif tespitine yonelik kullanilan klasik idrar
kiltirti, PCR ve gergek zamanli PCR Kkarsilagtirlmistir. E. coli K-12 susunda
tanimlanmis ve karakterize edilmis evrensel stres proteini (uspA) kodlayan gen
kullanilmigtir [109]. Klasik idrar kiiltiirii yontemiyle karsilastirildiginda, PCR daha
hizlidir ve daha az sayida bakteri saptayabilir, ancak miktar tayini i¢in yetersizdir. Rutin
PCR'da miktar belirleme eksikligi nedeniyle, pozitif bir PCR test sonucunun anlami tiim
enfeksiyonlar icin dogrulanmamistir. Bu nedenle gercek zamanli PCR Onerilmis ve
orneklerde basarili tespit gergeklestirilmistir [108]. Her ne kadar ger¢cek zamanli PCR
dogru sonuglar verse de testin zaman almasi, uzmanlik istemesi ve ucuz olmamasi gibi
dezavantajlart mevcuttur.

Son yillarda giderek artan oranda konvansiyonel yontemlerin yerine farkli
biyosensor ¢aligmalari yapilmaya baslanmistir. Guinlet ve ark tarafindan 2019 yilinda
E. coli' nin tespiti i¢in silika nanopargacik destekli elektrokimyasal biyosensor
gelistirilmeye c¢alisilmistir [110]. Bu ¢alismada, E. coli 'yi hedeflemek ve baglamak igin
spesifik poliklonal antikorlar (Abs) ile islevsellestirilmis silika-NP'lerin varliginin
kullanildig1  bir elektrokimyasal biyosensoriin tasarimina iliskin ilk sonuglar
sunulmustur. Beklenen tespit limitine (LOD) ancak 30 dakikada ulasilmistir. Geleneksel
yontemlere gore hizli olsa da gelistirdigimiz sensor sistemine gore oldukca yavas
kalmaktadir. Bu ¢alismada en iyi LOD degerine 30 dakika da ulasilirken, sensor
sistemimiz 0,005 uL/ml konsantrasyonda bile saniyeler i¢inde tespit yapabilmektedir.

Son caligmalar, hizli tespit sistemlerinin hasta 6liim oranlarin1 ve hastaneye

yatigla iliskili maliyetleri ©nemli Ol¢iide azaltabilecegini gostermektedir [108].
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Patojenlerin tespiti i¢in kullanilan konvansiyonel tekniklerin zahmetli olmasi, testlerin
bazen giinlerce siirerek zaman almasi, pahali olmasi, karmasik 6n islem gerektirmeleri,
uzman laborant ihtiyact olmasi ve duyarliliklarinin az olmasi gibi dezavantajlari vardir.
Biyosensorlerin basit kullanim 6zellikleri, yiiksek duyarlilik, kisa analiz siiresi, diisiik
analiz maliyeti ve ger¢ek zamanl dlgiimlere uygulanma potansiyelleri gibi 6zellikleri
nedeniyle bir¢ok alanda genis uygulama alanlar1 bulunmaktadir. CDNT'lerin benzersiz
yapisal ve elektronik &zelliklerinden dolay1r elektrokimyasal immiino-algilama
sistemleri i¢in tercih edildigi kanitlanmigtir [111].

Birgok c¢alisma, basit sentez siirecleri, ayarlanabilirlikleri, basitlestirmeleri,
malzeme bilesimlerinin ve 6zelliklerinin manipiilasyonu ve farkli tiirde biyomedikal
analitlerin genis algilama aralig1 nedeniyle elektrokimyasal biyosensorleri ele almistir.
Daha hizli elektron transferi, daha genis yiizey alanlari, ¢ok iyi elektrokatalitik
aktiviteler ve biyokonjugasyon icin ¢ok sayida alan saglayan materyaller segilerek
performanslh elektrokimyasal biyosensorler elde edilebilir [112]. Tiim biyosensor
tirlerinden (mikrobiyal, elektromanyetik, optik ve elektrokimyasal), ger¢ek zamanh
analiz ve tatmin edici hassasiyetle hem tekli hem de c¢oklu analitleri yalnizca
elektrokimyasal biyosensorler tespit edebilmektedir [31]. Uygulamalar1 laboratuvar
kosullar1 gerektirmez; basit enstriimantasyon sayesinde, doktor muayenehanelerinde
veya hasta bakim evlerinde analiz yapilmasini saglar. Tiim sensorler arasinda en
kiictigidiirler ve en giiclii gelecek perspektiflerine sahiptirler [31, 113].

Gelistirdigimiz CDNT tabanli E. coli tespitine yonelik elektrokimyasal
biyosensor, basit fabrikasyon, ucuz-ekonomik olma, ultra duyarlilik, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda hassas tespit yapabilme, hizli cevap siiresi ve giivenilir aralikta
Olclim stabilitesi, minyatiirlestirmeye uygun olmasi gibi bir¢cok avantajli yonleriyle 6ne
cikmaktadir. Ayni zamanda numunelerde on islem gerektirmediginden, laborant
tecriibesine baglilig1 da ortadan kaldirmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensoriimiiz E. coli’nin ¢ok hizli ve erken tespiti i¢in
vazgecilmez bir yontem olacaktir. Bu sayede sulardaki kirlilik hizlica tespit edilip halk
saghgm  tehdit edecek bir soruna  doniismeden  Onlenebilecektir.  Su
kontaminasyonlarindan dolay1 goriilen salginlarin 6niine gecilebilecektir. Ayni zamanda
hastanelerde erken tani ile hem hastanin hizli ve konforlu iyilesmesi saglanacak hem de
hastane maliyetleri oldukg¢a diisecektir. Ozellikle ¢ocuklar da ve yaslilarda goriilen

birgok E. coli kaynakli enfeksiyon hastaliginin 6niine gegilecektir.
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