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ÖZET 
 

Escherichia coli (E. coli) bakterisi, enfeksiyonlardan kaynaklanan dünya çapındaki 

salgın ve ölümlerin büyük bir kısmından sorumlu olan ve bilim dünyasında en çok 

çalışılan mikroorganizmaların başında gelmektedir. Bu tez çalışmasında, küresel bir 

halk sağlığı problemi olan antibiyotik direncine sahip E. coli bakterisinin, yapay 

tükürük numunesi içerisinde, Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) sensör ile hızlı ve 

yüksek hassasiyette genetik tespitini yapabilen bir sistem sunulmaktadır. Tasarlanan 

sistemde, tespit işleminin tükürük sıvısı içerisinde yapılması hasta, sağlık personeli ve 

maliyet açısından oldukça avantaj sağlayacaktır. 

 

Günümüzde E. coli bakterisinin genetik tespiti için polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

altın standart olarak kabul edilmektedir. Fakat işlem süresinin uzun ve maliyetinin fazla 

olması gibi sebeplerden dolayı hali hazırda kullanılan yöntemlere karşı alternatif 

yöntemler aranmaktadır. Bu tez çalışmasında, sensör yüzeyine bağlanan analitlerin 

neden olduğu rezonans frekansındaki değişimlerin (∆f), nanogram seviyesinde bir 

hassasiyet ile ölçülmesini sağlayan Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) cihazı 

kullanılmıştır. Genetik tespite en uygun sensör yüzey modifikasyonunu elde etmek için 

(3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPS) ve 11-merkaptoundekanoik asit (MUA) 

kimyasal kaplama ajanları ile çalışılmıştır. EDC/NHS çapraz bağlayıcıları ile sensör 

yüzeyi amin reaktif olarak işlevselleştirilmiş ve prob DNA’nın (pDNA) sensör yüzeyine 

immobilizasyonunun ardından, Büyükbaş Serum Albümin (BSA) bloklama işlemi 

yapılmıştır. Son olarak da sensör yüzeyi, 4 farklı (0, 10
8
, 10

10
, 10

13
 kopya/ml) sentetik 

hedef (veya target DNA (tDNA)) konsantrasyonuna maruz bırakıldı. Deneyler en az 3 

kere tekrar edildi. Elde edilen sonuçlar model tükürükte Escherichia coli bakterisinin 

genetik tespitinin 10
8
 kopya/ml hassasiyet ile DNA izolasyonu, pürifikasyonu ve 

amplifikasyonuna gerek olmadan tespit edilebildiğini ortaya koymaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Biyosensör; QCM; Escherichia coli; Genetik Tespit 
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ABSTRACT 
 

Escherichia coli (E. coli) bacteria is one of the most studied microorganisms in the 

scientific world, responsible for most of the worldwide epidemics and deaths caused by 

infections. In this thesis, a system capable of rapid and high-precision genetic 

determination of the E. coli bacteria with antibiotic resistance, which is a global public 

health problem, in the artificial saliva sample, with a Quartz Crystal Microbalance 

(QCM) sensor. In the designed system, carrying out the detection process in saliva will 

provide a great advantage in terms of patient, healthcare personnel and financial means. 

 

Today, polymerase chain reaction (PCR) has been accepted as the gold standard for the 

genetic detection of E. coli bacteria. However, alternative methods are sought against 

the currently used methods for reasons such as long processing time and high cost. In 

this thesis study, Quartz Crystal Microbalance (QCM) device, which enables the 

measurement of resonance frequency (∆f) caused by analytes connected to the sensor 

surface, with a precision at the nanogram level, was used. Chemical coating agents were 

studied using (3-Mercaptopropyl) trimethoxysilane (MPS) and 11-mercaptoundecanoic 

acid (MUA) to obtain the most suitable sensor surface modification for genetic 

detection. The sensor surface was amine reactively functionalized with EDC / NHS 

crosslinkers, and after immobilization of the probe DNA (pDNA) to the sensor surface, 

Bovine Serum Albumin (BSA) blocking was performed. Finally, the sensor surface was 

exposed to 4 different target DNA (tDNA) concentrations (0, 10
8
, 10

10
, 10

13
 copy/ml). 

Each experiment was repeated at least 3 times. The results show that the genetic 

detection of Escherichia coli bacteria in model saliva can be detected with a precision of 

10
8
 copies/ml without the need for DNA isolation, purification and amplification. 

 

Keywords: Biosensor; QCM; Escherichia coli; Genetic Detection 
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GİRİŞ 
 

Hastalıkların erken evrede teşhis edilmesi, uygulanacak tedavinin başarı oranını önemli 

ölçüde etkilemektedir ve tedavi maliyetlerini o denli azaltmaktadır. Hastalık erken tespit 

edilebildiğinde oluşabilecek olumsuz etkiler geciktirilebilir, hastalığın gösterdiği 

belirtilerin şiddeti azaltılabilir veya hastalık tamamen sonlandırılabilir. Bu nedenle insan 

ve hayvanlarda sonucu ölüme kadar giden diyareye, yara enfeksiyonlarına, menenjit ve 

hemolitik üremik sendrom (HUS) ve çeşitli immünolojik hastalıklar gibi hastalıklara ve 

salgınlara sebep olabilen Escherichia coli (E. coli) bakterisinin erken tespiti oldukça 

önem arz etmektedir. Ayrıca antibiyotik direnci gün geçtikçe artan E. coli bakterisinin, 

suşlarının hızlı bir şekilde tespit edilerek antibiyotik dirençlerinin saptanması, doğru 

antibiyotik tedavisinin önünü açacak, enfeksiyondan kaynaklanan morbidite ve 

mortalite oranlarını düşürecektir. 

 

E. coli bakterisinin, tespiti için geleneksel tespit yöntemi olan kültür ve koloniye dayalı 

yöntemler ile nükleik asit ve immünolojik temelli yöntemler kullanılmaktadır. Bakteri 

kültürüne dayanan geleneksel yöntemde, toplam tespit süresi bir günü aşmaktadır. 

Genetik tespitte altın standart olan polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain 

Reaction, (PCR)) ve enzim bağlı immünosorbent test (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay, (ELISA)) ile yapılan tespitlerin zaman alıcı, maliyetli olması, uzman personel 

gerektirmesi ve belirli bir serolojik türe özgü olmasından dolayı alternatif yöntemler 

aranmaktadır. Sunulan tez çalışmasında Kuvars Kristal Mikrodenge  (Quartz Crystal 

Microbalance, (QCM)) sensörü ile model tükürükte, E. coli bakterisinin ATCC 25922 

suşunun genetik tespiti amaçlanmaktadır.  Çalışmada, herhangi bir ön işleme ihtiyaç 

duyulmasını gerektirmeyecek, hızlı, hassasiyeti yüksek, güvenilir, yerinde, gerçek 

zamanlı ve erken tespit olanağı sağlayan bir sistem sunulmaktadır. Tasarlanan tespit 

işleminin tükürük sıvısı ile elde edilen tespit ortamlarında yürütülmesi, enfeksiyonunun 

sağlık personeline bulaşmasını oldukça sınırlayacağı gibi numunenin alınması invaziv 

olmayan bir işlem olduğu için hasta açısından da oldukça avantaj sağlayacaktır.



2 

 

QCM cihazı, sensör yüzeyine bağlanan analitlerin neden olduğu rezonans frekansındaki 

değişimlerin (∆f), nanogram seviyesinde bir hassasiyet ile ölçülmesini sağlamaktadır. 

Çalışmada, genetik tespite en uygun sensör yüzey modifikasyonu ve hassas bir tespit 

için gerekli olan yüzey modifikasyon süresi belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, model 

tükürükte Escherichia coli bakterisinin genetik model organizması olarak bilinen ATCC 

25922 suşunun, genetik tespitinin 10
8
 kopya/ml hassasiyet ile yapılabildiğini ortaya 

koymaktadır. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

1.  BÖLÜM  

GENEL BİLGİLER ve LİTERATÜR ÇALIŞMASI 

1.1. Gastrointestinal Enfeksiyonlar 

 

Gastrointestinal enfeksiyonlar, halk sağlığını tehdit eden başlıca enfeksiyonlar arasında 

yer almaktadır. Gastrointestinal sistemler, ağız boşluğundan başlayan, yiyeceklerin 

alındığı; ağız, özofagus, mide ve bağırsaklardan, yiyeceklerin atıldığı; rektum ve anüse 

kadar devam eden içi boş bir kas sisteminden oluşmaktadır. Bu sistem, gıdaların 

yutulmasında, sindirilmesinde ve emilimin kolaylaştırılmasında görev almaktadır [1]. 

 

Dünya çapında büyük bir akut ve kronik hastalık yükü oluşturan gastrointestinal 

enfeksiyonlar, gastrointestinal sistemin iltihaplanmasına neden olan enfeksiyonlardır. 

Bakteriyal, viral ve parazit olmak üzere üç ana gastrointestinal enfeksiyon türü 

bulunmaktadır [2]. 

 

Bakteriyel gastrointestinal enfeksiyonlar, az pişmiş et, kirlenmiş su, pastörize edilmemiş 

süt, yıkanmamış meyve ve sebze tüketimi gibi sebeplerden ötürü oluşan gıda kaynaklı 

enfeksiyonlar ve gıda zehirlenmesi ile ortaya çıkmaktadır [3]. Gastrointestinal 

enfeksiyonların en yaygın görülen bakteriyel nedenleri,  Clostridium difficile, 

Salmonella, Shigella ve Escherichia coli patojenlerinden kaynaklanmaktadır [4].  

 

Viral gastrointestinal enfeksiyonlar, rotavirüs, sapovirüs ve nörovirüsten 

kaynaklanmaktadır. Bazı gelişmiş ülkelerde aşısı bulunan rotavirüs, viral 

gastrointestinal enfeksiyonların hastaneye yatmayı gerektiren en yaygın sebebidir [5].  

 

Parazit gastrointestinal enfeksiyonlarına ise bağırsak helmintleri, solucanlar ve 

protozoan parazitleri neden olmaktadır. Cryptosporidium, cyclospora cayetanensis, 

giardia lamblia en yaygın olarak bilinen parazitlerdir [4]. Bu parazitler, insan 

teması ve kontamine olmuş su ile kolaylıkla bulaşabilmektedir. 
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Bakteriyel, viral ve parazitten kaynaklanan gastrointestinal sistem enfeksiyonları 

bulaşan kişilerde diyare, mide bulantısı, elektrolit dengesizliği, yüksek ateş, kilo ve iştah 

kaybı gibi temel semptomlar ortaya çıkmaktadır. En sık görülen belirti olan diyare ise 

en büyük etkisini bebeklerde ve çocuklarda göstermektedir [6]. Ayrıca bulaşıcı ishal, 

gelişmiş ülkelerde çalışan insan gücüne etkisinden dolayı mali yük getirmekte iken 

yoksul birçok ülkede başlıca ölüm nedenleri arasında yer almaktadır.  

 

Viral gastrointestinal enfeksiyonları, genellikle bir haftadan az sürerken bakteriyel 

gastrointestinal enfeksiyonlar, yüksek ateş veya kanlı diyareden ötürü daha tehlikeli 

boyutlara ulaşabilmektedir. Özellikle hamile kadın, yaşlılar, bebekler ve çocuklar ile 

bağışıklık sistemi zayıf olan insanlar için gastrointestinal enfeksiyonlar oldukça tehlikeli 

ve ölümcüldür [2, 6]. 

 

 

 

Şekil 1.1. Gastrointestinal enfeksiyona sebep olan organizmaların tespit oranı [4] 

 

 

Gastrointestinal enfeksiyonlar, dünya çapında enfeksiyonlardan kaynaklanan morbidite 

ve mortalite oranlarının önemli bir kısmını kapsamaktadır [6]. Tez çalışmasının bu 

bölümünde, bakteriyel gastrointestinal enfeksiyonlarına sebep olan, insan ve 

hayvanlarda sonucu ölüme kadar giden diyareye, yara enfeksiyonlarına, menenjite, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gastrointestinal-infection
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hemolitik üremik sendroma (HUS), trombotik trombositopenik purpura (TTP), 

hemorojik kolitise ve çeşitli immünolojik hastalıklar gibi hastalıklara ve salgınlara 

sebep olan Esherichia coli patojeni ve bu patojenin teşhisi için günümüzde kullanılan 

yöntemler incelenerek, tez çalışmasında Esherichia coli bakterisinin genetik tespitine 

ilişkin alternatif bir yöntem sunulmaktadır. 

 

1.2. Escherichia Coli 

 

1.2.1. Tarihçe 

 

Esherichia coli (E. coli), Alman mikrobiyolog ve çocuk doktoru Theodor Escherich 

tarafından 1885 yılında ishalli süt çocuklarının dışkılarında keşfedilmiştir [6]. İlk olarak 

Bacterium (Bacillus) coli commune adıyla adlandırılan bu mikroorganizma, 1919 

yılında Castellani ve Chalmer tarafından önerilen Escherichia cins ismi ile Escherichia 

coli olarak adlandırılmıştır [7]. Escherichia coli, uzun yıllar hayvanların ve insanların 

bağırsak florasında bulunan ve patojen olmayan mikroorganizma olarak kabul edilmiştir 

[8]. 1920’li yıllarda üriner sistem enfeksiyonlarına ve 1940’lı yıllarda da çocuklarda 

gastroenteritise neden olduğu belirlenmiştir. Daha sonra 1945’li yıllarda insan 

hastalığıyla ilgili ilk E. coli bakterisi olan Enteropatojenik E. coli (EPEC) suşları 

tanımlanmıştır [9]. Yapılan araştırmalar sonucunda bazı serotiplerinin hastalıklara 

neden olduğunun ortaya çıkması ile potansiyel bir patojen olarak tanımlanmıştır [10]. 

1969’da Enterotoksijenik E. coli (ETEC) ve bağırsak enfeksiyonlarına yol açan 

Enteroinvaziv E. coli (EIEC) suşları izole edilmiştir. E. coli tarihi 1980’lerde ABD’de 

de Enterohemorajik E. coli suşlarının (EHEC) tanımlanması ile devam etmiştir. Son 

yıllarda ise küçük çocuklarda sık görülen Enteroagregatif E. coli (EAggEC) önem 

kazanmaya başlamıştır. Böylece geçmişten bugüne kadar enfeksiyon mekanizmalarına 

göre en az beş grupta toplanabilecek E. coli suşları tanımlanmıştır [11]. 

 

1.2.2. Genel Özellikleri 

 

E. coli bakterisine ait taksonomik sınıflandırma aşağıdaki gibidir [19].  

Alem                 Bacteria 

Şube                  Proteobacteria 

Sınıf                  Gamma Proteabacteria 
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Takım               Enterobacteriales 

Ailesi                Enterobacteriaceae 

Cinsi                 Escherichia  

 

Esherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan, genetik yapısı iyi bilinen sayısız 

biyokimyasal, biyolojik ve biyoteknolojik çalışmalarda model olarak kullanılan bir 

bakteri türüdür [12, 13]. E. coli; 1.0-1.5 µm en ve 2-6 µm boyda, düz, uçları yuvarlak, 

çubuk şeklindedir. Peritrik kamçıları ile yavaş da olsa hareket eden E. coli suşlarının 

yanında hareketsiz E. coli suşları da bulunmaktadır [12].  

 

 

 

Şekil 1.2. Escherichia coli bakterisinin mikroskobik görüntüsü [15] 

 

 

E. coli, oksijen varlığında yaşayamayan ve üreyemeyen mikroorganizmalardır. 

Zenginleştirilmemiş besiyerlerinde, fakültatif anaerobik olarak ürerler. Optimum üreme 

için sıcaklık 37 derecede ve pH nötr durumunda olmalıdır. Fakat sıcaklık 20- 45 °C 

arasında, pH ise 5- 8 sınırlarında iken yavaş da olsa üreme gerçekleşmektedir [12, 14].   

 

Gram negatif bakteriler grubuna giren E. coli, endospor oluşturamaz. Belirli şartlarda 

canlı kalmayı başaran E. coli bakterisi için memeli canlılar iyi bir konakçıdır. Sıcakkanlı 

hayvanların sindirim sistemine kısa bir süre içerisinde kolonize olan fakültatif anaerobik 

bir bakteridir. Öncelerde bağırsaklarda bulunan zararsız bir bakteri olarak bilinen E. 

coli’nin bazı suşlarının aslında insan ve hayvanlarda hastalığa neden olan patojenler 

olduğu anlaşılmıştır [16, 17].  



7 

 

 

Pastörize edilmemiş süt ve süt ürünleri, yıkanmamış meyve ve sebzeler, az pişirilmiş 

etler, tuvalet sonrası yıkanmamış eller ile insanlarla kurulan ilişki E. coli kaynaklı 

enfeksiyonların başlıca sebepleri arasında yer almaktadır [18]. 

 

1.2.3. Patojenik E. coli Bakterilerinin Sınıflandırması 

 

Memelilerin normal bağırsak florasında yaşayan bu bakteri, diğer flora bakterileri ve 

organizmalar ile denge içinde kaldığı sürece hastalık yapmamaktadır.  Yani E. coli 

suşları genellikle konağa zarar vermez. Fakat bağışıklık sistemi baskılanmış konaklarda 

sahip olduğu flagella, kapsül, hücre duvarı, fimbriya antijenleri, sentezlediği kolisinler, 

enterotoksinler, sitotoksinler, hemolizinler ve aerobaktin gibi virulans faktörleriyle 

hastalıklara neden olmaktadır. Bununla birlikte, bazı spesifik E. coli suşları, spesifik 

virülans özellikleri edindikten sonra hastalığa neden olma potansiyeli yüksek olan 

birincil patojenleri temsil eder [20, 21]. 

 

E. coli kaynaklı enfeksiyonlar; insan ve hayvanlarda sonucu ölüme kadar giden 

ishallere, yara enfeksiyonlarına, menenjit, septisemi, hemolitik üremik sendrom (HUS), 

trombotik trombositopenik purpura (TTP), hemorojik kolitis ve çeşitli immünolojik 

hastalıklar gibi hastalıklara ve salgınlara sebep olabilmektedir. Bu salgınlar binlerce 

kişiyi etkileyebilmektedir [20]. E. coli’nin patojenik suşları farklı patotiplere 

ayrılabilmektedir, her patotip ise farklı bir hastalığa neden olmaktadır. Tüm patotipler 

iki büyük gruba ayrılabilir;  

 

 İntestinal patojenik E. coli (bağırsaklarda oluşan E. coli hastalıkları) 

 Ekstraintestinal patojenik E. coli (bağırsak dışında oluşan E. coli hastalıkları) 

 

İntestinal patojenik E. coli (InPEC) kolonizasyon ile birlikte diyare, şiddetli kolitis, 

dizanteriye neden olmaktadır [22].  

 

Ekstraintestinal patojenik E. coli (ExPEC) ise üriner sistem enfeksiyonları ve 

septisemilere yol açabilmektedir [23]. E. coli; enterotoksijenik E. coli (ETEC), 

enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), enteroinvazif E. coli 

(EIEC), difüzyonla yapışan E. coli (DAEC) ve enterohemorajik E. coli (EHEC) olmak 

üzere altı temel kategoride sınıflandırılmaktadır [24]. 
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1.2.3.1. Enteropatojenik Escherichia Coli (EPEC)  

 

Escherichia coli’nin ilk tanımlanan patotipi EPEC’dir. İlk defa 1940’lı yıllarda toplum 

ve hastane kaynaklı yeni doğan ishal salgınlarında izole edilmiştir. EPEC’in temel 

özelliği, bağırsak mukozasındaki belirli hücrelere yapışmasıdır. Membran 

mikrovilluslarından, lezyonlara ve epitel hücrelerine yapışarak çeşitli bozukluklara 

neden olur. Bu grubun serotipleri şiddetli geçen sulu ve kanlı diyareye neden olurlar 

[25]. 

 

Sanayileşmiş ve gelişmekte olan ülkelerde ölümcül bebek ishalinin ve yeni doğan 

ölümlerinin önde gelen nedenlerindendir. Yeni doğan ve küçük çocuklarda sıklıkla 

şiddetli ve kansız ishal, kusma ve ateş hastalığın önemli belirtileridir [26]. Yetişkinlerin 

kazanılmış bağışıklığından ötürü yetişkinlerde nadiren görülmekte ve klinik belirtiler 

hafif düzeyde seyretmektedir. Çocuklarda yaş ne kadar küçülürse hastalığın gözlenme 

sıklığı o kadar artmaktadır. Yaşanan EPEC salgınları analiz edildiğinde; 6 aylık ve daha 

küçük olan çocukların, 1 ve 2 yaşındaki çocuklara göre hastalığın gözlenme sıklığının 

20 kat fazla olduğu saptanmıştır [27]. EPEC enfeksiyonlarının sebep olduğu ishallerde 

antibiyotik tedavisi faydalı olabilir [28]. 

 

1.2.3.2. Enterotoksijenik Escherichia Coli (ETEC)  

 

ETEC, ısıya duyarlı (labil) toksin (LT) ve ısıya dirençli (stabil) toksin (ST) olarak 

tanımlanmış iki toksine sahiptir. Bu iki enterotoksin su kaybına neden olmaktadır [29]. 

Bu toksinler plazmit genleri tarafından kontrol edilmektedir. ETEC bu iki farklı toksin 

grubundan en az birini salgılamak zorundadır. Isıya duyarlı toksin 60˚C’de 30 dakikada 

ölürken, ısıya dirençli toksin 100˚C’de 15 dakika boyunca direnç göstermektedir [30]. 

 

Ağız ile alınan gıdalar ve kontamine su ETEC enfeksiyonuna neden olmaktadır. Bakteri 

kolonize olduktan sonra toksinlerini salgılar. ETEC’nin en çok rastlanan belirtileri, ishal 

ve karın ağrılarıdır. Bu belirtileri ile birlikte baş ağrısı, bulantı ve ateşte 

gözlenebilmektedir. ETEC enfeksiyonu öncelerde 24 saat süren iken yeni ETEC 

salgınları incelendiğinde hastalık süresinin uzadığı gözlemlenmiştir [30, 31]. ETEC 

enfeksiyonlarında antibiyotik tedavisi belirtilerin şiddetini azaltmaktadır.  
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ETEC, gelişmekte olan ülkelerde sağlık koşulları yeterince gelişmediği için çocukluk 

ishalin önemli bir nedenidir.  Yetişkin bireylerde ishal birkaç gün içerisinde geçmesine 

rağmen bebeklerde ölümcül olabilmektedir. Aynı zamanda gelişmiş ve gelişmekte olan 

ülkeler arasında seyahat yapan bireylerde de ETEC enfeksiyonuna rastlanmaktadır. Bu 

nedenle turist diyaresi olarak adlandırılmaktadır [32]. 

 

1.2.3.3. Enteroinvaziv Escherichia Coli (EIEC) 

 

Shigella, insanlarda shigelloz olarak bilinen bağırsak hastalığına neden olan, Shiga 

toksinleri salgılayan zorunlu bir hücre içi patojendir [33]. EIEC suşları dışındaki diğer 

E. coli suşları, Shigella patojeninden biyokimyasal testler ile ayırt edilememektedir. 

Yani EIEC suşları ve Shiga genetik ve patojenik olarak birbirine benzemektedir [34]. 

 

EIEC suşu 1960’lı yıllarda Japonya ve Brezilya’da izole edilmiştir. EIEC basil dizanteri 

ajanıdır. EIEC salgınları genellikle yiyecek veya su kaynaklıdır, gıdalar aracılığı ile 

kişiden kişiye bulaşmaktadır. Temiz suya erişimin az olduğu gelişmemiş, ekonomik 

olarak fakir ülkelerde EIEC suşundan kaynaklı salgınlara daha sık rastlanmaktadır. 

EIEC, kolon epitel hücrelerini istila eder ve hücre içinde çoğalır. EIEC, sulu ishal veya 

dizanteriyle birlikte, shigelloz hastalığına sebep olmaktadır. EIEC suşundan kaynaklı 

salgınlar diğer E. coli patojenik suşlarından kaynaklı salgınlara göre daha az 

görülmektedir [35, 36]. 

 

1.2.3.4. Enteroagregatif Escherichia Coli (EAggEC / EAEC) 

 

En son keşfedilen patojenik gruptur. EAEC; labil toksin (LT) veya stabil toksin (ST) 

üretmeyen ve HEp-2 hücrelerine yapışan E. coli olarak tanımlanır. EAEC'nin 

patogenezi, bağırsak mukozasına kolonize olduktan sonra toksin salgılar [37]. EAEC, 

enteroagregatif ısıya kararlı toksin (EAST) ve patolojik etkilerden sorumlu olan bir 

sitotoksin içermektedir. EAEC’in tanımlanması için ajanın izolasyonu ve doku kültürü 

ile yapışma analizi gerekmektedir.  

 

EAEC ile ortaya çıkan salgınlarda; düşük ateş, bulantı, dışkıda açık kan ve ishal 

gözlenmektedir [38]. EAEC hem akut hem de kronik (14 günden fazla) ishal hastalığına 

neden olabilir. Kötü beslenmiş konakçılar mukozal hasarı onaramayabilir ve bunun 

sonucunda kalıcı veya kronik diyare gözlenebilmektedir [37]. EAEC, hem gelişmekte 
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olan hem de gelişmiş ülkelerdeki çocuklarda ve yetişkinlerde kalıcı ishalin önemli bir 

nedenidir. EAggEC'in, kalıcı ishale neden sebep olduğu hala bilinmemektedir. Fakat 

EAEC ile ortaya çıkan ishal, EHEC ve EPEC’in neden olduğu ishalden daha az 

şiddetlidir. 

 

1.2.3.5. Diffuz Agregatif Escherichia Coli (DAEC) 

 

DAEC ile çok sayıda fonksiyonel çalışma olmadığı ve tüm genom dizisi 

tanımlanmadığı için DAEC'in patogenezi büyük ölçüde bilinmemektedir [39]. Yeni 

doğmuş bebeklerden daha sıklıkla çocuklarda ishal hastalıklarına neden olan E. coli 

patojenidir. Kan veya fekal lökosit olmadan sulu ishale neden olur [40]. 

 

1.2.3.6. Enterohemorajik Escherichia Coli (EHEC)  

 

İnsan ve hayvanlarda hastalık oluşturan E. coli patotiplerinden birisidir. EHEC grubu, 

Shiga toksini üreten E. coli (STEC) olarak da adlandırılmaktadır. Enterohemorajik E. 

coli’nin STEC olarak adlandırılmasının nedeni, salgıladığı sitotoksinin Shigella 

dysenteriae tarafından üretilen Shiga toksin ile genetik ve protein yapısı olarak büyük 

ölçüde benzer olmasıdır.  Shiga toksin üreten E. coli ilk kez 1977 yılında keşfedilmiştir 

[39]. Enterohemorajik E. coli’nin bir diğer ismi de VTEC (Verotoksin üreten E. 

coli)’dir.  

 

STEC, çeşitli yollarla yayılabilmektedir. İnsan enfeksiyonlarının çoğu, kirli gıdaların 

tüketiminden kaynaklanır. Yerli ve vahşi hayvanlar, özellikle de sığırlar, STEC'nin ana 

rezervuarı ve gıda kontaminasyonu için ana kaynak olarak kabul edilmektedir [42]. Bu 

hayvanlardan elde edilen gıda ürünleri, kesim ve ileri işlemler sırasında STEC ile 

kontamine olabilmektedir. Ayrıca sığır gübresiyle kontamine olmuş sebzeler, STEC 

enfeksiyon salgınlarına neden olmuştur. 

 

EHEC, konakçıdaki hafif diyareden şiddetli hemorajik kolite kadar birçok hastalıkla 

ilişkilidir. EHEC patojeninin, kuluçka süresi 3 ila 8 gün, hastalık süresi genellikle 1 ila 

12 gündür. Ayrıca iki ciddi hastalığın da temel nedenidir. Bunlardan biri Hemolitik 

Üremik Sendrom (HUS), diğeri de Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) adları ile 

bilinen hastalıklardır [43]. STEC suşları, yaşamı tehdit eden bu iki hastalığa neden olma 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/incubation-time


11 

 

yetenekleri ile birbirinden ayrılmaktadır. Bu ciddi klinik tablolara neden olan birkaç 

EHEC serotipi bulunmaktadır: O26, O111 ve O157. Bunlar arasında en çok öne çıkan 

O157:H7 serotipi dışkıda 50 gün, toprakta ise 130 gün boyunca canlılığını koruyarak 

direnç gösterebilmektedir. STEC enfeksiyonunun diğer semptomları arasında kanlı ishal 

ve hemorajik kolit (HC) bulunur [44]. 

 

E. coli O157:H7 1982’de bir patojen olarak tanımlanmıştır. Çok önemli salgınların 

kaynağı olduğu tespit edilmiştir.  

 

 

Tablo 1.1. Dünyada E. coli O157:H7’nin sebep olduğu salgınlar [45] 
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1.2.4. Escherichia Coli Bakterisinin Antibiyotik Direnci 

 

Gram negatif organizmalar, beta-laktam antibiyotikler gibi enzimleri kodlayan genleri 

bulundurması, zardaki değişiklikler sonucu geçirgenliğin azalması, antibiyotiklerin 

engellediği yolları atlayarak alternatif yollar kullanması ile antibiyotiklere direnç 

geliştirebilmektedir [46]. Antibiyotik direnci artık sadece potansiyel bir tehdit değil, 

dünya çapında hızla artan ciddi bir sağlık sorunudur.  

 

Dirençli bakteri ve genlerin gün geçtikçe artmasına neden olan baskın risk 

faktörlerinden biri, insan tıbbında, hayvanlarda, beslenmede ve tarımda antibiyotik 

ilaçların (aşırı) kullanılmasıdır. Enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde yaygın bir 

şekilde kullanılan antibiyotikler, bir taraftan tedavide başarı sağlarken diğer taraftan 

enfeksiyona neden olan bakterilerde, kullanılan antibiyotiklere karşı yüksek düzeyde ve 

hızlı bir şekilde dirençliliğin gelişimine neden olmuştur. Dünya genelinde yıllık toplam 

antibiyotik pazar tüketiminin 100.000 ila 200.000 ton arasında olduğu tahmin 

edilmektedir [47]. 

 

1980'lerde test edilen suşların çoğu ampisilin, trimetoprim-sülfametoksazol, tetrasiklin 

ve kinolonlara karşı duyarlı ve eritromisine, metronidazole ve vankomisine karşı 

dirençlidir. Daha yakın zamanlarda araştırmacılar, muhtemelen bu antibiyotikleri alan 

gıda hayvanlarında bu organizmanın prevalansının bir sonucu olarak, streptomisin, 

sulfimetoksazol ve tetrasikline karşı direnç oranlarının arttığını rapor etmişlerdir [48]. 

 

2000’li yıllardan itibaren E. coli bakterisinde de görülen genişletilmiş spektrum beta-

laktamaz (GSBL) üretimi ile oluşan antibiyotik direnci hastanede ve yoğun bakım 

servislerinde yatak süresi uzun olan, bağışıklık sistemi baskılanmış, birden fazla 

antibiyotik kullanımına maruz kalan ve hijyen problemleri yaşanan yerlerde yaşayan 

kişilerde önemli bir risk oluşturmaktadır [49]. Bu enzimleri taşıyan bakteriler penisilin, 

sefalosporin gibi geniş kullanıma sahip antibiyotiklere karşı da dirençlidirler. 

Bakterilerin, antibiyotiklere direnç geliştirmesi küreselleşmiş bir sorun olup, özellikle 

hastane enfeksiyonlarında tedaviyi zorlaştıran, mortaliteyi ve tedavi maliyetlerini artıran 

önemli bir unsurdur. Bu kapsamda, gram-negatif bakterilerdeki direncin çok hızlı 

yayılması özellikle yoğun bakımlarda, kullanımdaki antibiyotiklerin hemen hepsine 

dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına yol açarak son derece tehlikeli gelişmelere neden 

olmaktadır. 
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Şekil 1.3. Esherichia coli bakterisinin antibiyotik direnç yüzdeleri [50] 

 

 

1.2.5. Escherichia Coli ATCC 25922 Suşu  

 

Escherichia coli bakterisinin ATCC 25922 suşu, ilk olarak 1946 yılında 

Washington’daki klinik bir örnekten izole edilmiştir. Genetik ve biyokimya alanında 

yapılan araştırmalarda ve laboratuvar çalışmalarında kullanılan, patojenik olmayan bu 

suş, antibiyotik duyarlılık testlerinde kontrol suşu olarak kullanılmaktadır. 

Laboratuvarlarda gerçekleştirilen duyarlılık testlerinin tekrarlanabilirliği, kararlı kontrol 

suşları ile mümkün olduğu için E. coli bakterisinin ATCC 25922 suşu, bu alanda 

kontrol gram negatif bakteri olarak kullanılmaktadır [51].   

 

1.3. Tükürük 

 

Tükürük bezleri ile salgılanan, ağzı nemlendiren, gıdaların yutulmasında ve tadının 

alınmasında görev yapan interstisiyel sıvıya tükürük denir. Tükürük; kokusuz,  renksiz, 

kıvamlı, yapışkan, hafif bulanık ve kolayca köpüren yapıya sahiptir. Tükürüğün % 

99.5’i sudan, % 0.5’i ise glikoproteinlerden, elektrolitlerden (potasyum, kalsiyum, 

sodyum), mukopolisakkaridlerden, immunglobulinlerden, antimikrobiyal maddelerden 

(IgA, hidrojen peroksit) ve amilaz, lizozim ve lipaz gibi enzimlerden oluşmaktadır [52].  
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Şekil 1.4. Tükürük örneği [54] 

 

 

Vücuttaki sağlığın ve homeostazın korunmasında tükürüğün rolü büyüktür.  Tükürük 

sıvısı azalan bireylerde yutma, diş çürümesi, konuşma, akut problemler, yiyeceklerin 

sindirilmesi ve tadı ile ilgili ciddi sıkıntılar oluşur. Tükürük karmaşık bir sıvıdır. 

Tükürüğün % 93’ü büyük tükürük bezleri tarafından salgılanırken kalan % 7’si küçük 

tükürük bezleri tarafından salgılanır [52, 53]. 

 
Tükürük % 99,5 oranında su ve % 0,5 oranında inorganik ve organik moleküllerden 

oluşur [53].  

 

Erişkin bireylerde günlük ortalama 1000-1500 ml tükürük salgılanması 

gerçekleşmektedir. İstirahat halindeyken tükürüğün salgılanma hızı dakikada 0,05-0,3 

ml iken uyarıldığı zaman dakikada 0,18-1,7 ml’dir. İstirahatte tükürüğün, % 69’unu 

submandibuler bezi, % 26’sını parotis bezi ve % 5’ini sublingual bez salgılar. 

Uyarıldığında ise tükürüğün, 2/3’ ünü parotis bezi , % 7-8’ini minör bezler salgılar [52].  

 

Tükürük, hipotonik bir sıvıdır. Yoğunluğu 1003-1009 g/ml arasında, pH’ı 6,2-7,4 

arasında değişmektedir. Viskozitesi ise 19 ile 35 milipaskalsaniye arasındadır. 

 

1.3.1. Tükürük Bezleri 

 

Tükürük, tükürük bezleri tarafından üretilir ve salgılanır. Tükürük salgılayan bezler 

büyük tükürük bezleri (majör) ve küçük tükürük bezleri (minör) olarak ikiye ayrılır. 
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Büyük tükürük bezleri, parotis (kulakaltı), submandibuler (çenealtı) ve sublingual 

(dilaltı) tükürük bezi olmak üzere üç çeşittir. Küçük tükürük bezleri ise bukkal, labial, 

palatin ve lingual tükürük bezleri olarak adlandırılır [56]. 

 

 

 

Şekil 1.5. Tükürük bezleri [58] 
 

 

Parotis bezinin, ağırlığı 20-25 gram olup büyük tükürük bezleri arasında en büyük 

olanıdır. Dış kulağın önünde, kanal yanak içinde yer almaktadır. Piramit şeklini andıran 

parotis bezinin tabanı arcus zygomaticus’ta, tepesi angulus mandibuladadır [56]. Geniş 

şekilli ve düzensiz olan parotis bezi, tamamen seröz salgı yapar. Bu salgı 4-5 cm 

uzunluğundaki stenon kanalı ile ağız boşluğuna ulaşır. Parotis salgısı, çeşitli elektrolit 

ve proteinlerden oluşur.  Sulu, akıcı kıvamda ve α-amilaz bakımından zengin olduğu 

için gıda maddelerini ıslatıp yumuşatma etkisi vardır.  

 

Submandibular bezi, 7-12 gram ağırlığında olup yaklaşık bir ceviz büyüklüğündedir. 

Çene altında yer aldığı için çenealtı tükürük bezi olarak da isimlendirilmektedir. 

Tükürüğün yaklaşık % 69’unu oluşturmaktadır. Submandibular bezi, mükoz ve seröz 

karma bir bezdir. Ağız tabanının arka kısmından mandibula orta hatta doğru 

uzanmaktadır. Yaklaşık 5 cm uzunluğundaki Wharton kanalı ile ağız boşluğuna dökülen 

submandibular salgı, yüksek viskoziteye sahiptir [57]. 
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Sublingual bezi, büyük tükürük bezlerinin en küçüğü olup yaklaşık 2-4 gramdır. Badem 

şekli ile bilinen bu bezler, ağız tabanının derininde ve dilin altında bulunur. Bu nedenle 

dilaltı tükürük bezi olarak da adlandırılmaktadır. Sublingual salgısı, Bhartolin kanalı 

aracılığı ile Wharton kanalına dökülür. Buradan ağız boşluğuna ulaşır. Miks salgı üreten 

sublingual bezinin, müköz hücreleri fazla olduğu için salgısı müsinden zengindir. Müsin 

oranı fazla olduğu için salgısı daha koyudur.  

 

Küçük tükürük bezleri, tükürüğün yaklaşık % 7-8’ini karşılamaktadır. Bukkal, labial, 

palatin ve lingual tükürük bezleri küçük tükürük bezleridir. Sert damağın ön bölgesi ve 

dişeti dışında ağız boşluğunun hemen her yerinde küçük tükürük bezleri yer almaktadır. 

Salgıları genellikle müköz karakterdedir. Küçük tükürük bezleri, daha az tükürük 

üretirler [57]. 

 

Submandibular, sublingual ve küçük tükürük bezleri esas olarak ağız sağlığı 

bakımından sorumluyken, parotis bezi sindirimde görev almaktadır. 

 

1.3.2. Tükürüğün Bileşenleri 

 

Tükürüğün miktarı ve içeriği, salgı yapan tükürük bezine, günlük ritme, sempatik ve 

parasempatik sinir sistemi uyarısına ve kişinin hastalık durumlarına göre değişmektedir. 

Tükürük bezleri tarafından bir günde yaklaşık 1000 mililitre tükürük salgılanmaktadır. 

Bunun yaklaşık % 99,5’u su, % 0,5’i ise organik ve inorganik maddelerden oluşur. 

Tükürüğün içerisinde 20’den fazla organik ve inorganik madde bulunmaktadır. 
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Şekil 1.6. Tükürüğün bileşenleri [59] 

 

 

1.3.2.1. Tükürüğün Organik Bileşenleri 

 

Tükürük, üre, enzim, immunglobulin (Ig), amilaz, protein, müsin, albümin, amonyak, 

polipeptid, hormon ve ürik asit gibi organik maddeleri içermektedir.  

 

Tükürükte bulunan organik bileşenlerin büyük kısmını proteinler oluşturmaktadır. 

Büyük tükürük bezlerinden salgılanan en az 40 tükürük proteini olduğu bilinmektedir.  

Büyük tükürük glikoproteinleri (musinler, immünglobülinler ve glikoprotein) ve küçük 

tükürük glikoproteinleri (lizozim, aglütininler ve laktoferrin) ağız içerisindeki savunma 

mekanizmasında yer almaktadır. Tükürükte bulunan proteinlerin % 26’sını müsinlerden 

oluşmaktadır. Müsinler, ağızda bulunan sert ve yumuşak dokuların üzerinde bulunan 

tabakanın büyük bir kısmını kapsamaktadır. Müsinler, mikroorganizmaların ağız içine 

tutunmalarını ayarlayarak, antibakteriyel görev yerine getirirler. Müsinlerin diğer bir 

önemli görevi ise yemek yeme esnasında kayganlık oluşturmasıdır [60]. 

 

Tükürükte en fazla miktarda bulunan immunoglobulin, İmmunoglobulin A’dır. 

İmmunoglobulinler, virüs ve toksinleri nötr hale getirerek, bakterilerin diş yüzeyine 

tutunmasını engeller. Tükürükte bulunan lizozim, laktoferrin gibi bazı maddeler ile 



18 

 

birlikte ağız içindeki anti bakteriyel etkinliği artırır. Bu antibakteriyel özellik, ağızda 

bulunan en önemli savunma mekanizmasıdır.  

 

Yukarıda bahsedilen büyük tükürük glikoproteinlerinin yanı sıra laktoferrin, sistatin, 

aglutinin ve lizozim gibi küçük tükürük proteinleri de ağız boşluğunun savunma 

mekanizmasında görev almaktadır. 

 

Üre ise tükürüğün pH’ını artıran organik bileşendir. Üre molekülü, enziminin etkisiyle 

karbondioksit ve amonyağa dönüşmekte ve asit ortamının pH’ını artırmaktadır. 

 

Tükürükte bulunan en önemli organik bileşenlerden biri olan α-amilaz, insan 

tükürüğünde bol miktarda bulunmaktadır. Amilaz, nişastayı ayrıştırarak 

karbonhidratların sindiriminin ağızda başlamasını sağlar [59]. Nişastanın parçalanması 

ile oluşan glikoz ağızdaki bakteriler ile etkileşime girerek laktik asit oluşturur. Bu 

durum diş yüzeyinde mineral kaybına eden olur. Ayrıca amilaz diş yüzeyine bakterilerin 

tutunmasını sağlayarak plak oluşumuna neden olmaktadır. 

 

1.3.2.2. Tükürüğün İnorganik Bileşenleri 

 

Tükürüğün inorganik bileşenlerinden klor, sodyum, bikarbonat ve potasyum tükürükte 

fazla miktarda bulunurken magnezyum, kalsiyum, iyot, inorganik fosfat ve florür az 

miktarda bulunmaktadır. 

 

Tükürükteki klor ve sodyum yoğunluğu tükürüğün akış hızına bağlı olarak 

değişmektedir. Potasyum yoğunluğu, tükürüğün akış hızı ile ters orantılıdır. Akış 

hızının artmasıyla tükürükteki potasyum yoğunluğu azalır.  

 

Florür, bilinen en etkili çürük önleyici maddedir. Tükürükteki florür yoğunluğu tükürük 

akış oranından etkilenmemektedir. Florür gıdalardan, diş macunundan ve sindirimden 

tükürüğe geçebileceği gibi kan dolaşımı yoluyla da tükürüğe karışabilmektedir. Diş 

plaklarındaki asit üretimini azaltabilen florür iyonu, dişlerdeki mineral dengesini de 

değiştirmektedir [61].  

 

Tükürükte bulunan diğer bir inorganik bileşen ise inorganik fosfatlardır. Fosfat 

seviyesinin yüksek olmasının çürük oluşum oranını azalttığı savunulmaktadır.  
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1.3.3. Tükürüğün Fonksiyonları 

 

Tükürüğün yağlama, yıkama, tamponlama, koruma ve sindirim gibi birçok önemli 

görevi bulunmaktadır. Tablo 1.2.‘de tükürüğün fonksiyonları ve bunlardan sorumlu olan 

tükürük bileşenleri verilmiştir. 

 

 

Tablo 1.2. Tükürüğün ana fonksiyonları [64] 
 

A. Koruyucu Fonksiyon  

Kayganlık 

Antimikrobiyal fonksiyon 

Büyüme faktörleri 

Mukozal Bütünlük 

Yıkama / temizlik 

Tampon 

Remineralizasyon 

Müsin, su, glikoprotein, prolin 

Amilaz, lizozim, laktoferrin, müsin, histatin, prolin, Ig  

Epidermal büyüme faktörü, nerve growth factor 

Müsin, elektrolit, su 

Su 

Bikarbonat, fosfat iyonları, proteinler 

Kalsiyum, fosfat, prolin 

B. Konuşma ve Gıda Üzerine Fonksiyon  

Konuşma                                 

Lokma yapımı 

Sindirim 

Tat alma 

Su, müsin 

Su, müsin 

Amilaz, lipaz, proteaz, ribonükleaz, su 

Su, gustin 

 

 

Tükürüğün karmaşık karışımı, ağız boşluğundaki yumuşak ve sert dokuları yağlama 

(lubrikasyon) ve koruma üzerine etkilidir. Tükürük sayesinde ağız boşluğu serömukozal 

bir kaplama sağlayarak dokulara karşı yağlama ve koruma özelliğini göstermektedir. 

Musinler tarafından yapılan serömukozal kaplama sayesinde dişler erozyona karşı 

korunur [62]. Bunun yanı sıra ağız dokularının kayganlığı çiğnemeye, konuşmaya ve 

yutkunmaya yardımcı olur. 

 

Ortamdaki pH değişikliklerine direnme gücü tamponlama gücü olarak ifade 

edilmektedir. Nötr pH’a sahip olan tükürük etkili bir tampon sistemidir.  Tükürüğün 

içerisinde bulunan üre ve amonyak tükürüğün pH’ını arttırarak tamponlama 

yapmaktadır. Tamponlama kapasitesi, tükürük akış miktarı ile orantılıdır. Tükürüğün 



20 

 

tampolama işlevi sayesinde dokular bakteri ve besinlerin asitlerine karşı korunmakta ve 

tükürüğün pH’ı fizyolojik sınırlar içinde tutulabilmektedir [61]. 

 

Tükürüğün bileşenlerinden lizozom, immunoglobulin A ve laktoferrin ağız içerisindeki 

antimikrobiyal ortamı sağlamaktadır. Tükürük, ağız florasında bulunan bakterilerin 

duvarlarını parçalayarak ve bakteriler için gerekli olan besinleri yok ederek 

antimikrobiyal etki oluşturmak ile görevlidir. 

 

Yediğimiz besinlerin tatlarını algılayabilmemiz için suda çözünmüş halde olması 

gerekmektedir. Hipotonik halde bulunan tükürük tat veren maddelerin çözünmesini 

sağlamaktadır. Çözünen maddeler taşınarak tat tomurcuklarının, farklı tatları 

algılamasına izin verir. Yeni alınan besinlerin tatlarının algılanabilmesi için tükürük 

dildeki tat veren maddeleri temizler. Tükürüğün içerisinde bulunan gustin isimli 

proteinlerde tat tomurcuklarından sorumludur [61, 62]. 

 

Tükürük sayesinde nişastanın vücuttaki ilk sindirimi gerçekleşmektedir. Alfa amilaz 

(pityalin) enzimi sayesinde gerçekleşen bu sindirim ağız içerisi ile sınırlıdır.  

 

1.3.4. Tükürük ile Hastalık Teşhisi 

 

Kan, idrar ve tükürük gibi vücut sıvılarından hastalık teşhisi yapılmaktadır. Hastalık 

tayininde kullanılan bu vücut sıvıları içerisinde tükürüğün bazı avantajları 

bulunmaktadır: 

 

 Tükürük örneğinin hastadan alınma işlemi daha hızlı gerçekleşmektedir. 

 Hasta konforu açısından diğer vücut sıvılarının örnek alma işlemlerine göre üst 

düzeydir. 

 Örnek toplama, saklama ve taşıma gibi durumlar açısından maliyeti daha az ve 

kolaydır. 

 Noninvaziv yöntemler ile örnek alınabilmektedir. 

 Hasta ve sağlık personeline bulaşabilecek enfeksiyon riski çok azdır. 

 Erken teşhis için önemli bir vücut sıvısıdır. 

 

Bu avantajların yanında kan sıvısında gerçekleştirilen işlemlerde sadece büyük 

laboratuvarlarda bulunan PCR cihazları kullanılmaktadır. Bunlar oldukça yüksek 
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maliyetli ve kullanımı uzmanlık gerektiren cihazlardır. Bunların yanı sıra işlem 

süresinin uzun olması ve kan numunesinin pıhtılaşması gibi dezavantajları 

bulunmaktadır. Tükürük ise daha az bir sürede ve daha az maliyetle kesin sonuçlar 

alınabilmektedir [65].  

 

Günümüzde, tükürükten bakteriyel enfeksiyon teşhisi, bazı klinik laboratuvarlarda 

yapılabilmektedir: 

 Helicobacter pylori enfeksiyonuna sebep olan Helicobacter pylori (H. 

Pylori)  bakterisi, H. Pylori tükürük testi (HPS) ile tespit edilebilmektedir. HPS, 

tükürük numunesi ile H. Pylori patojeninin 5 ila 15 dakika içerisinde, hızlı ve 

kalitatif tespiti için kullanılan basit bir immünokromatografik testtir [66].  

 

 OralDNA laboratuvarı ile yaygınlaşan, MyPerioPath isimli tükürük testi ise 

periodontal hastalığa neden olduğu bilinen bazı bakterilerin tespiti için tükürük 

numunesi ile çalışan bir laboratuvar testidir. Bu test, ciddi sistemik sağlık 

sorunlarıyla bağlantılı olan 11 bakteriyel patojenin varlığını test edebilmektedir 

[67].  

 

1.3.5. Erken Teşhisin Önemi  

 

Hastalıkların erken evrede teşhis edilmesi, uygulanacak tedavinin başarı oranını önemli 

ölçüde etkilemektedir. Hastalığın erken tespitinde, oluşabilecek olumsuz etkiler 

geciktirilebilir, hastalığın gösterdiği belirtilerin şiddeti azaltılabilir veya hastalık 

tamamen sonlandırılır. 

 

Bazı hastalıkların belirtileri çok geç görülebilmektedir. Böylece kişi hasta olduğunu 

öğrenene kadar hastalık tedavi edilemez sürece girmiş olabilir.  Bu tür hastalıkların 

belirlenebilmesi için bireylerin sağlık kontrollerini düzenli şekilde yaptırmaları 

gerekmektedir. Sağlık kontrollerinde belirlenen hastalıklarda erken tanı, hem tedavi 

sürecinin daha olumlu ilerlemesini sağlamakta hem de hastanın yaşayacağı sıkıntıları 

minimum seviyeye indirmektedir. 

 

Hastalıkların erken teşhislerinde biyobelirteç adı verilen biyolojik işaretlerin etkisi 

oldukça büyüktür. Bu biyolojik işaretler, hastalığın varlığının veya hastalığın hangi 

evrede olduğunun belirlenmesinde önemli rol oynarlar.  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pylorus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pylorus
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Antikor-antijen etkileşimindeki antikor veya antijene, nükleik asit-nükleik asit 

etkileşimindeki nükleik asitlere (DNA, RNA) veya protein-protein etkileşimindeki 

proteinlere biyobelirteç denir. Biyobelirteçler, deri, saç teli ve tırnak gibi dokularda 

bulunabileceği gibi kan, idrar, tükürük ve beyin omurilik sıvısı gibi vücut sıvılarında da 

görülebilmektedir [65, 68]. Son yıllarda klinik uygulamalarda moleküler teşhislerin 

önemi artsa da hastalığa özgü biyolojik işaretlerin eksikliği moleküler teşhisleri 

sınırlandırmıştır.  

 

Tükürüğün serum komponentleri, karotid artere bağlı olan lokal damar ağından elde 

edilmektedir [68]. Bu nedenle tükürük, büyük kan dolaşımda bulunan birçok molekülü 

içeren ve hastalıkların erken tanısında kullanılabilen çok büyük bir sıvı kaynağıdır.  

 

Tükürüğün içerisinde protein ve DNA, RNA gibi genetik moleküller bulunmaktadır. 

İçerik bakımından kana benzeyen tükürük ile yapılan analiz testlerinin ucuz, kolay ve 

güvenilir olması hastalıkların tanısında tükürük biyoişaretleyicilerinin önemini ortaya 

koymaktadır.  Bazı hastalıkların teşhisine engel olan biyobelirteçlerin eksikliğinin, 

tükürük biyobelirteçleri ile gelecekte ortadan kalkabileceği düşünülmektedir [69].  

 

 

Tablo 1.3. Tükürük biyobelirteçleri ve tanıda kullanım alanları [70] 
 

Tükürük Biyoişaretleyici Kullanım Alanı 

DNA Standart genotip 

Bakteriyel enfeksiyonlar 

Baş-boyun kanserlerinin tanısı 

Adli tıp 

 

RNA Virüs ve bakterilerin tanısı 

Baş-boyun kanserlerinin tanısı 

 

Proteinler Periodontitis Tanısı 

Baş-boyun kanserlerinin tanısı 

Cürük kavitelerinin tanısı 

 

Müsin/Glikoprotein Baş-boyun kanserlerinin tanısı 

Çürük kavitelerinin tanısı 

 

İmmünoglobulinler Viral hastalıkların tespiti (HBV, HCV, 

HIV) 
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Metabolitler Periodontal hastalıkların tanısı 

 

İlaçlar ve matabolitler İlaç bağımlılıklarının ortaya çıkarılması 

Vücuttaki ilaçların tespiti 

 

Virüs, Bakteri Epstein-Barr virüsü reaktivasyonu 

 

Hücresel Materyal Baş-boyun kanserlerinin tanısı 

 

 

 

Tükürük tanı materyali olarak:  

 

 Hormonal hastalıklar,  

 Kardiyovasküler hastalıklar,  

 Enfeksiyon hastalıkları (bakteriyel/viral),  

 Onkolojik hastalıklar,  

 Böbrek hastalıkları,  

 Otoimmün hastalıklar,  

 İlaç bağımlılıkları ve kullanılan ilaçların tespit edilmesinde kullanılır [69, 70]. 

 

Tükürük tanı yöntemleri gelecekte yaygınlaştığında, sosyoekonomik düzeyi düşük 

bölgelerde etkili tarama programları gerçekleştirilebilecek, risk grubundaki hastaların 

saptanması ve tedavi edilmesi ile toplumun sağlık düzeyi yükseltilebilecektir. 

 

1.4. Escherichia Coli Tespit Yöntemleri 
 

Escherichia coli bakterisinin saptanması için hali hazırda kullanılan klinik yöntemler ve 

gelişmekte olan yöntemler bulunmaktadır. Hali hazırda kullanılan yöntemlerin, 

maliyetinin yüksek ve zaman alıcı olması, çalışmalarda uzman personele ve tespit için 

ön işleme ihtiyaç duyulması gibi sınırlılıkları bulunmaktadır. Son zamanlarda zaman ve 

işgücü tasarruflu, hassas ve spesifik yeni tespit yöntemleri araştırılmaktadır. Yeni tespit 

yöntemlerinin araştırılmasında, en önemli noktalardan biri hassasiyet seviyesidir. 

Biyosensör temelli olan ve üzerinde hala çalışmaların devam ettiği gelişmekte olan 

piezoelektrik sensörler ile yapılan tespit işlemleri, yüksek hassasiyeti öne çıkmaktadır. 

Tablo 1.4.‘de E. coli bakterisinin tespit edilmesinde, hali hazırda kullanılan ve 

geliştirmeye çalışılan yöntemlerin avantajları, dezavantajları ve hassasiyet seviyeleri 

hakkında bilgiler yer almaktadır.  
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Tablo 1.4. Escherichia coli tespit yöntemleri 
 

Escherichia Coli 

Tespit Yöntemleri 

 

Avantaj Dezavantaj Hassasiyet 

Hali Hazırda Kullanılan Klinik Yöntemler 

Kültür ve Koloniye 

Dayalı Yöntemler  

- Maliyet  

- Güvenilirlik 

- Kararlılık 

- Zaman  

- Eğitimli personel ihtiyacı 

- Yapılan ön işlemlerin 

uzunluğu 

- Endüstriyel uygumalar 

için elverişsiz olması 

 

Yüksek [71] 

Nükleik Asit Temelli 

Yöntemler (PCR) 

- Duyarlılık  

- Özgüllük  

- Güvenilirlik 

- Düşük konsantrasyonlarda 

çalışma olanağı  

 

- Maliyet ve zaman 

- Eğitimli personel ihtiyacı 

- DNA saflaştırma 

gereksinimi 

- Canlı ve cansız hücreler 

arasında ayrım eksikliği 

 

3,5 x 10
3
 

CFU/ml [72] 

İmmünolojik Temelli 

Yöntemler (ELISA) 

- Zaman 

- İş gücü 

- Çok sayıda örnek ile 

çalışma olanağı 

 

- Spesifiklik  

- Eğitimli personel ihtiyacı 

- Antikor-antijen 

etiketleme ve ön 

zenginleştirme ihtiyacı 

 

6,8 x 10
3
 

CFU/ml [73] 

Gelişmekte Olan Yöntemler 

Elektrokimyasal 

Biyosensörler 

- Maliyet 

- Etiketsiz tespit 

- Çok sayıda örnek ile 

çalışma olanağı 

 

- Duyarlılık 

- Seçicilik 

 
7.8 × 10

1
 

CFU/ml [74] 

Optik Biyosensörler - Hassasiyet 

- Etiketsiz tespit 

- Gerçek zamanlı tespit 

 

- Maliyet 

3 x 10
3
 CFU/ml 

[75] 

Piezoelektrik 

Biyosensörler (QCM) 

- Maliyet 

- Hassasiyet 

- Etiketsiz tespit 

- Kullanım kolaylığı 

- Gerçek zamanlı tespit 

 

- Ortam şartları 

 
1.46 × 10

3
 CFU

/ml 

[76] 

 

 

1.4.1. Kültür ve Koloniye Dayalı Yöntemler 

 

Gıda kaynaklı patojen bakterilerin tespit edilmesi için kullanılan geleneksel yöntemler, 

mikroorganizmaların ağar plakaları üzerinde kültürlenmesine ve biyokimyasal 

kimliklerinin belirlenmesine dayanmaktadır. Geleneksel yöntemler genellikle ucuz ve 

basit olsa da bu yöntemlerdeki ön işlemler uzun zaman almaktadır. Geleneksel 
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yöntemlerde ön tanımlama işlemi için genellikle 2-3 gün, patojen türlerinin 

doğrulanması için en az bir hafta gerekmektedir.  

 

Konvansiyonel yöntemler, gerek kültür ortamının hazırlanması gerekse koloni sayımı 

gibi işlemlerden dolayı zahmetlidir. Canlı olan fakat kültürlenemeyen patojenleri tespit 

edemeyen geleneksel yöntemler, düşük hassasiyetleri ile patojen tespitinde yetersiz 

kalmaktadır.  

 

Kültür ve koloniye dayalı yöntemlerin en büyük dezavantajları yoğun emek istemesi ve 

zaman alıcı olmasıdır. Bu durum özellikle gıda sektöründe olmak üzere birçok alanda 

sıkıntı oluşturmaktadır. Dezavantajlarına rağmen, geleneksel kültür yöntemleri hala 

ilerlemenin mümkün olduğu bir alanı temsil etmektedir. Daha doğru ve hızlı sonuçlar 

elde etmek için bu sistemler antikor, DNA veya biyokimyasal temelli yöntem gibi diğer 

patojen tespit yöntemleri ile birleştirilebilmektedir. 

 

Son zamanlarda, gıda kaynaklı patojenlerin saptanması ve tanımlanması için geleneksel 

yöntemlerin sınırlamalarının üstesinden gelmek için yüksek hassasiyete sahip farklı 

yöntemler geliştirilmiş ve geliştirilmeye çalışılmaktadır. Nükleik asit, immünolojik ve 

biyosensör temelli geliştirilen yöntemler ile patojen tespitinde oldukça hassas ve hızlı 

bir sistem oluşturulmaya çalışılmaktadır. Her bir patojen tespit yönteminin kendi 

avantajları ve dezavantajları bulunmaktadır. Araştırmacılar hala yerinde analiz 

yapabilen hızlı, duyarlı ve özgül iyileştirmeler ile yeni yöntemler geliştirmektedir.  

 

1.4.2. Nükleik Asit Temelli Yöntemler 

 

1.4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

Gıda kaynaklı bakteriyel patojenleri tespit etmek için kullanılan nükleik asit temelli 

yöntemlerden biri polimeraz zincir reaksiyonudur. PCR, polimeraz zincir 

reaksiyonunun ingilizce karşılığı olan Polimeraze Chain Reaction kelimelerinin baş 

harflerinden oluşmaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), mantar, virüs veya 

bakteri gibi herhangi bir organizmaya ait belirli bir DNA dizisinin in vitro olarak 

çoğaltılmasını (amplifikasyonunu) sağlayarak, DNA’nın milyarlarca kopyasını 

oluşturan bilimsel bir tekniktir.  
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Polimeraz zincir reaksiyonu, Kary Mullis isimli Amerikalı biyokimyacı tarafından 1984 

yılında geliştirilmiştir. Mullis, bu buluşundan dolayı 1993 yılında Nobel Ödülü 

kazanmıştır [77]. PCR şu anda tıbbi ve biyolojik araştırma laboratuvarlarında çeşitli 

uygulamalar için yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. Bu teknik bir çeşit  DNA 

klonlama işlemidir. Bir PCR reaksiyonunun gerçekleşmesi için gereken 6 adet temel 

bileşen bulunmaktadır [77, 78, 79]:   

 

1. Kalıp DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunun başlangıç materyalidir. Yani 

amplifiye edilecek baz dizisine sahip genetik materyali temsil etmektedir. PCR 

uygulaması için çok küçük DNA bölgeleri yeterlidir. PCR’daki en önemli nokta 

çoğaltılacak DNA’nın işlevsel özellikte olmasıdır. 

 

2. Primerler: 15-25 nükleotidden oluşan, DNA sentezleyicide özel olarak 

sentezlenen spesifik bir sekansa sahip, DNA’nın PCR tekniği ile çoğaltılmasında 

kullanılan oligonükleotidlerdir. Primerler, başarılı bir PCR reaksiyonu 

gerçekleşmesi için kritik bileşenler olup çoğaltılmak istenilen DNA parçasının 

iki ucu ile eşleşmektedir. 5’ uçlu primer DNA’nın ilgili bölümünün bir ucundaki 

üst iplikçikle eşleşirken diğer primer, Şekil 1.7. ‘da gösterildiği gibi diğer uçtaki 

alt iplikçikle eşleşmektedir. Primer tasarımı yapılırken çoğaltılmak istenen DNA 

dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kısımlar dikkate alınmaktadır. 

 

 

 

 

Şekil 1.7. Primer tasarımı [77] 

 

 

3. DNA Polimeraz: Canlı bir organizmada hücre döngüsü sırasında DNA’nın 

çoğalmasını sağlayan bir enzim kompleksidir. Bu enzim tamamlayıcı olan iki 

DNA ipliğini ayırmak için gerekli olan yüksek sıcaklığa (95 ° C ) tolerans 

gösterebilmektedir. DNA polimeraz enzimleri, kalıp DNA’yı kullanır, onu 

okuyup, onun boyunca deoksiribonükleotitlerin polimerizasyonunu katalizler. 
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4. Nükleotidler (Deoksiribonükleozid Trifosfat (dNTPs)): DNA molekülünün 

sentezlenmesi için 4 tip nükleotidin (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) karışımı olan 

deoksiribonükleozid trifosfat karışımına ihtiyaç duyulmaktadır. dNTP 

moleküllerinin miktarı; hedef DNA’nın sayısı, uzunluğu ve döngünün kaç kere 

tekrarlanacağı ile doğrudan ilişkilidir.  

 

5. PCR Tamponları: Reaksiyon döngüleri sırasında doğru pH'ın korunmasına 

yardımcı olarak enzimlerin çalışması için gerekli iyonları sağlamaktadır. 

Polimeraz enzimleri aktiviteler için serbest magnezyum iyonlarına gereksinim 

duymaktadır. Bu yüzden magnezyum içeren tamponlar tercih edilmektedir. 

 

6. Reaksiyon Koşulları:  PCR’da DNA’nın hangi oligonükleotid ile çoğaltılacağı 

zaman, sıcaklık ve döngü sayısı gibi parametreleri etkilemektedir.  

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) prosedürü, 20-40 tekrarlı döngüden oluşan otomatik 

bir termal döngüleyici makinesinde gerçekleştirilmektedir. Her döngü ayrışma, birleşme 

ve uzama aşamalarını içeren üç adımdan oluşmaktadır [78, 79]:  

 

1. Ayrışma (Denatürasyon): Bu aşamada çift iplikli hedef DNA’nın birbirinden 

ayrılması sağlanmaktadır. Çift sarmallı olarak bulunan DNA, hidrojen bağlarının 

kopmasıyla tek sarmal haline getirilmektedir. Bu aşama genellikle 5 dakika 

sürmektedir. Ayrışmanın gerçekleşmesi için sıcaklık yaklaşık 95˚C’ de 

olmalıdır. Ayrışmanın gerçekleştiği sıcaklığın yüksek olması veya işlem 

süresinin uzaması gibi etkenler prosedürde kullanılan enzimleri olumsuz 

etkilemektedir.  

 

2. Birleşme (Primerlerin Bağlanması, Hibridizasyon): PCR’ın bu aşamasında; 

hedef DNA bölgesine özel olarak tasarlanan primerler, ayrışma adımında elde 

edilen tek sarmallı DNA’nın üzerindeki tamamlayıcı olan diziye 

bağlanmaktadır. DNA sarmalı ile primerler arasındaki hidrojen bağlarının 

oluşması için sıcaklığın yaklaşık 37-65 ˚C arasında olması gerekmektedir. Fakat 

bu sıcaklık primerlerin uzunluğuna ve nükleotid yapısına göre değişkenlik 

gösterebilmektedir. 
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3. Uzama (Polimerizasyon): PCR işlemlerinin bu aşaması; DNA polimeraz 

enziminin en yüksek aktivasyonu gösterdiği sıcaklık olan 72 ˚C’ de 

gerçekleşmektedir.  DNA polimeraz enzimi, nükleotidleri 5' ucundan 3' ucuna 

doğru ekleyerek primerin uzamasını sağlayarak çift iplikli DNA’nın sentezini 

gerçekleştirmektedir. 

 

Yukarıda verilen üç basamak PCR tekniğinin bir döngüsünü oluşturmaktadır.  Üç 

aşamadan oluşan ve toplamda 10-15 dakika kadar süren bu prosedür sonunda DNA’nın 

ilk çoğalma aşaması tamamlanmaktadır.  

 

 

            
Şekil 1.8. PCR döngü aşamaları [80] 

 

 

PCR; hemofili gibi kalıtsal hastalıkların teşhisinde,  kanser araştırmalarında, adli tıp 

çalışmalarında, babalık testlerinde, biyoteknolojik alanda rekombinant proteinlerin ve 

rekombinant aşıların geliştirilmesinde, bakteri ve virüslerin tespitinde kullanılmaktadır. 

 

Çok düşük konsantrasyonlardaki DNA veya RNA’nın, özel bir bölgesinin kısa süre 

içerisinde çoğaltılabilmesi, hassasiyet, spesifiklik ve hata oranı açısından güven 

oluşturması PCR yöntemin avantajları iken pahalı laboratuvar ekipmanlarına ihtiyaç 

olması, hem cihazın kullanımı hem de sonuçların analiz edilmesi için çok iyi eğitilmiş 
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eleman gerekliliği, kullanılan sarf malzemelerin pahalılığı ve işlemin uzun zaman 

alması bu yöntemin dezavantajlarıdır [77, 78, 79]. 

 

1.4.3. İmmünolojik Temelli Yöntemler 

 

Gıda kaynaklı patojenlerin immünolojik temelli yöntemlerle tespiti, antikor-antijen 

etkileşimlerine dayanmaktadır. Bu yöntemlerde antikor kendisine spesifik olan 

antijenine bağlanır. Bu bağlanma mukavemeti, yöntemin duyarlılığını ve özgüllüğünü 

belirler. İmmünolojik temelli yöntemlerde, poliklonal veya monoklonal antikorların 

kullanılabilmektedir. Enzim bağlı immünosorbent test (ELISA), gıda kaynaklı 

patojenlerin saptanması için en sık kullanılan immünolojik temelli yöntemler 

arasındadır. 

 

1.4.3.1. Enzim Bağlı İmmünosorbent Test (ELISA) 

 

ELISA, enzim bağlı immünosorbent test ifadesinin ingilizce karşılığı olan Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay kelimelerinin baş harflerinden oluşmaktadır. Gıda 

kaynaklı patojenlerin saptanması için yaygın olarak kullanılan immünolojik bir 

yöntemdir. ELISA; enzim ile işaretlenmiş antikorlar (konjugat) ve substrat kullanılarak, 

şüpheli materyalde bunlara karşı oluşmuş antikor varlığının araştırılması amacıyla 

kullanılan bir yöntemdir. Farklı ELISA yöntemleri bulunmaktadır  [82]: 

 

 Doğrudan (Direkt) ELISA Testi 

 Dolaylı (İndirekt) ELISA Testi 

 Sandviç ELISA Testi 

 Rekabetçi (Kompetatif) ELISA Testi  
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Şekil 1.9. ELISA çeşitleri [81] 

 

 

Temel ELISA prosedürü, kaplama, bloklama, tespit etme ve okuma olmak üzere 4 

aşamadan oluşmaktadır. ELISA testi, bir hedef antijen veya antikordan oluşan birinci 

katmanın 96 kuyucuklu bir polistiren plaka üzerine absorbe 

edildiği bir kaplama aşamasıyla başlar. Bu aşamayı, bağlı olmayan alanların bir bloke 

edici ajan ile engellendiği bloklama aşaması izler. Bir dizi yıkamanın ardından, 

plaka enzim ile konjüge edilmiş antikor ile inkübe edilir. Başka bir yıkama serisi, bağlı 

olmayan tüm antikorları çıkarır. Substrat eklendikten sonra son olarak, plakadaki 

absorbans değişikliği okunur  ve ELISA testi tamamlanır. 

 

Hepatit B, Hepatit C, HIV, Lyme hastalığı, rotovirüs, frengi, suçiçeği ve bazı virüs 

hastalıklarının tespitinde ELISA testi kullanılmaktadır [81]. 

 

ELISA, bakteriyel toksinlerin tespitini gerçekleştirebildiği, hassas ölçümler yapabildiği, 

çok sayıda örneği aynı anda test edebildiği, zamandan ve işgücünden verimlilik 

(otomatik sistem) sağladığı için avantajlıdır. Fakat antikorların veya antijenlerin 

etiketlenme gerekliliği, spesifikliğinin düşük olması, eğitimli personel gerektirmesi ve 

hücre yüzeyi antijenlerini için ön zenginleştirme gereksinimi açısından dezavantajlıdır 

[82]. 
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1.4.4. Biyosensör Temelli Yöntemler 

 

Gıda kaynaklı patojenleri tespit etmek için hali hazırda kullanılan yöntemlerin aksine 

düşük maliyetle yerinde gerçek zamanlı izleme yapılabilen,  hızlı, güvenilir, basit, 

spesifik ve hassas olan yeni teknolojilere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu amaçla biyosensör 

temelli yöntemler geliştirmeye çalışılmaktadır.  

 

Biyosensör, biyokimyasal bir yanıtı okuyan ve fiziksel, kimyasal ya da elektriksel 

sinyallere dönüştüren cihazlardır. Biyoreseptör ve dönüştürücü (transdüser) olmak üzere 

iki ana kısımdan oluşmaktadır. Biyoreseptörler, analiti tanıyan biyomoleküller (enzim, 

antikor, nükleik asit, horman vb.), dönüştürücüler ise biyoreseptörün analiti tanıdığı 

anda ürettiği kimyasal veya fiziksel sinyali, elektrik sinyallerine dönüştüren yapılardır 

[83]. 

 

Biyosensörler, biyoreseptörelerine veya dönüştürücü türlerine göre Şekil 1.10.’da 

verildiği gibi sınıflandırılabilir. 

 

 

 

Şekil 1.10. Biyosensörlerin sınıflandırılması  
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1.4.4.1. Elektrokimyasal Biyosensörler 

 

Gıda kaynaklı patojenlerin tespit edilmesi ve miktarının belirlenmesi için kullanılan 

başka bir olası yöntem de elektrokimyasal biyosensörlerdir. Antijen ile biyoreseptör 

etkileşimlerinden kaynaklanan akım, empedans, voltaj ve iletkenlikteki değişikliklerin 

ölçülmesine göre amperometrik, impedimetrik, potansiyometrik ve kondüktometrik gibi 

farklı çeşitleri bulunmaktadır. 

 

1.4.4.1.1. Amperometrik Biyosensörler 

 

Amperometrik biyosensörler alanındaki araştırmalar, 1956 yılında oksijen elektrotları 

üzerinden Clark tarafından başlatılmıştır. Amperometrik biyosensörler, patojen tespiti 

için kullanılan en yaygın elektrokimyasal tespit yöntemidir. Bu biyosensörlerin sinyali, 

biyoreseptör tabakasındaki biyolojik sistem ile elektrot arasındaki elektron değişimi ile 

üretilmektedir.  

 

Amperometrik ölçüm, sabit gerilim altındaki elektrokimyasal hücreden geçen akım 

yoğunluğunun ölçülmesi prensibi ile çalışmaktadır. Amperometrik biyosensörlerde, 

referans ve ölçüm elektrotu olmak üzere iki elektrot kullanılmaktadır. En basit 

amperometrik biyosensörlerde, Clark oksijen elektrotu tercih edilmektedir. Ölçüm 

elektrotu yükseltgenme veya indirgenme reaksiyonlarını gerçekleştirmekte olup analitin 

yapısına göre katot veya anot olarak davranabilmektedir. 

 

Büyük ölçüde basitliği, üretim kolaylığı, düşük maliyeti gibi avantajlarından ötürü 

amperometrik biyosensörler sıklıkla kullanılmaktadır. 

 

Birçok araştırmacı, E. coli O157: H7 gibi gıda kaynaklı patojenlerin amperometrik 

biyosensörler ile tespit edilebildiğini bildirmiştir [85, 86]. 

 

1.4.4.1.2. Potansiyometrik Biyosensörler 

 

Potansiyometrik biyosensörler, sabit akımda çalışan elektrokimyasal bir biyosensördür. 

Potansiyometri, en genel anlamda bir çalışma ve referans elektrot arasındaki potansiyel 

farkının ölçümü ile gerçekleştirilmektedir. Referans elektrot, bulunduğu çevreden 

etkilenmeyen ve gerilim değeri sabit olan elektrotu temsil ederken ölçüm elektrotu, katı 

ve sıvı yüzeyde oluşan indirgenme ve yükseltgenme reaksiyonları sonucu oluşan 
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gerilim değerini temsil etmektedir [83]. Potansiyometrik biyosensörlerde kullanılan 

temel sensörler, pH ya da tek değerlikli iyonlara duyarlı cam elektrotlar, anyon veya 

katyonlara duyarlı iyon seçimli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyağa yönelik gaz 

duyarlı elektrotlardır. 

 

Farklı çeşitlerde potansiyometrik biyosensörler bulunmaktadır. Bunlardan biri de ışığa 

duyarlı potansiyometrik sensörlerdir (LAPS). LAPS, sulu çözeltilerin analit 

konsantrasyonlarının çözülmüş bir şekilde belirlenmesini sağlayan yarı iletken tabanlı 

bir potansiyometrik sensördür. 1988 yılında Hafeman tarafından önerilen yarı iletken bir 

cihaz olup günümüzde iyon duyarlı alan etkisi transistörü (ISFET) olarak yaygın olarak 

kullanılmaktadır. LAPS, silikon / silikonoksit / silikon nitrürden oluşan heteroyapıya 

sahiptir. LAPS, iyon konsantrasyonu, redoks etkisi, vb. dahil olmak üzere yüzey 

potansiyelinin değişmesine neden olan tüm olayları tespit edebilir. Alan etkisi temelli 

olan bu potansiyometrik sensörler, yüksek pH duyarlılığından dolayı da diğer 

potansiyometrik biyosensörlere üstünlük sağlamaktadır [84].  

 

Işığa duyarlı potansiyometrik sensörler, sebze gıdalarındaki E. 

coli hücrelerinin tespitinde [87] kullanılmıştır. Farklı bir çalışmada ise  Gehring ve 

arkadaşları, tamponlu tuzlu su içinde E. coli O157: H7 hücrelerinin hızlı tespiti için 

ışığa duyarlı potansiyometrik sensörler (LAPS) ile birlikte bir immünoligand analizi 

(ILA) geliştirmişlerdir [88]. 

 

1.4.4.1.3. Kondüktometrik (İletkenlik) Biyosensörler 

 

İncelenen bir analitin elektrotlar arasındaki elektrik akımı iletme kabiliyeti, 

kondüktometrik cihazlar ile ölçülmektedir. Dışarıdan uygulanan akım nedeniyle iki 

elektrot arasında iyon hareketliliği oluşmaktadır. Kondüktometrik biyosensörler, bu 

iyon hareketliliğini ölçmektedir. Bu biyosensörlerde algılama, elektrotlar arasındaki 

boşluğun kimyasal seçicilik sağlayan biyolojik bir molekülün modifikasyonu ile 

sağlanmaktadır. Analit, seçici moleküle bağlandığı zaman iletkenlik değişmekte ve 

kondüktometrik biyosensörler bu değişimi algılamaktadır. 

 

İki elektrot arasındaki bir çözeltinin iletkenliği, bir enzimatik reaksiyonun sonucunda 

değişir. Dolayısıyla, bir çözeltide yüklü türlerin konsantrasyonunda değişiklikler üreten 

enzimatik reaksiyonları incelemek için kondüktometrik cihazlar kullanılabilir. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975009002134#bib91
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975009002134#bib114
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975009002134#bib114
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Muhammed ve arkadaşları, E. coli O157: H7 ve Salmonella  gibi gıda kaynaklı 

patojenlerin tespiti için iletkenlik biyosensörü geliştirmiştir [89].  10 dakika içerisinde 

tamamlanan patojen tespitinin, tespit alt sınırının 7.9 × 10
1
 CFU/mL olduğu 

bildirilmiştir.  

 

1.4.4.1.4. İmpedimetrik Biyosensörler 

 

Empedansın, patojenlerin tespiti için biyolojik tanıma teknolojisiyle entegrasyonu, son 

yıllarda yaygın olarak kullanılan empedans biyosensörlerinin gelişmesine yol açmıştır. 

İmpedimetrik biyosensörler, biyolojik tanıma elemanlarının bir elektrot yüzeyi üzerine 

immobilizasyonu ile oluşturulur [90]. Analitin çıkışta oluşturduğu elektriksel empedans 

sinyali, ölçülerek veya izlenerek sonuç raporu oluşturulur. 

 

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), biyosensör gelişiminde önemli bir rol 

oynamaktadır.  EIS, elektrik iletken polimerlerin yüzeylerinde biyoafinite 

etkileşimlerini araştırmak için yaygın olarak kullanılan bir tekniktir ve impedimetrik 

transdüksiyon yoluyla analitlerin etiketsiz tespitini araştırmak için de kullanılmaktadır. 

EIS, amperometrik veya potansiyometrik biyosensörler ile karşılaştırıldığında etiketsiz 

algılama sunması açısından avantajlı olsa da algılama limitleri geleneksel yöntemlere 

göre daha düşüktür. 

 

1.4.4.2. Optik Biyosensörler 

 

Optik biyosensörler, duyarlılıkları ve seçicilikleri nedeniyle bakteriyel patojen tespiti 

için büyük ilgi görmüştür. Bu sensörler, biyokimyasal reaksiyonun bir sonucu olarak 

emilen veya yayılan ışığın ölçülmesi prensibi ile çalışmaktadır.  

 

Optik teknikler, birçok biyolojik ve kimyasal maddenin doğrudan, gerçek zamanlı ve 

etiketsiz algılanmasını sağladığından geleneksel tekniklere göre büyük avantajlar 

sumaktadır [91]. 

 

Optik biyosensör, optik dönüştürücü sistemi ile entegre edilmiş bir biyotanıma elemanı 

içeren kompakt bir analiz cihazıdır. Bu biyosensörlerin temel amacı, ölçülen bir 

maddenin (analit) konsantrasyonuyla orantılı bir sinyal üretmektir. Optik biyosensörler; 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biochemical-reaction


35 

 

enzim, antikor, antijen, nükleik asit, bütün hücreler ve dokular dahil olmak üzere çeşitli 

biyolojik materyalleri biyotanıma elementleri olarak kullanabilir. 

 

1.4.4.2.1. Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensörler 

 

SPR'nın fiziksel fenomeni, ilk olarak 1902 yılında gözlenmiştir. Yıllar boyunca bu olgu 

üzerinden yüzey plazmon fiziğinin tam olarak anlaşılması için çalışmalar yapılmış ve 

1983 yılında SPR ilk olarak biyomoleküler etkileşimleri tespit etmek için SPR temelli 

bir sensör olarak kullanılmıştır [92]. 

 

Patojen tespiti için yansıtma spektroskopisini kullanan yaygın bir yöntem, yüzey 

plazmon rezonansıdır (SPR). SPR, metal yüzeye yakın kırılma indisindeki değişimi 

ölçerek basit ve doğrudan ölçüm yapan bir tekniktir. SPR yönteminde geçirgen ve farklı 

kırılma indisli iki ortam arasında (cam prizma ve çözelti) ince metal bir film kullanılır. 

Metal film genellikle altın veya gümüştür. Düzlem polarize ışık, belirli bir açı ile daha 

yüksek kırılma indisli bir ortama girdiğinde iç yansımaya uğrar. Bu koşullarda 

kendiliğinden sönümlü dalga adı verilen ışık, metal filmin içine nüfuz eder. Belirli bir 

kırılma açısında bu dalga, metal yüzeyindeki serbest elektronların yüzey plazmonları 

oluşturmasına sebep olur ve yansıyan ışığın yoğunluğu düşer. Bu olaya yüzey plazmon 

rezonans denir.  Bu yöntem kullanılarak patojenlerin doğrudan etiketsiz tespiti de 

mümkündür. Şekil 1.11.‘da bir SPR cihazının çalışma prensibi verilmiştir.  

 

 

 

Şekil 1.11. SPR’ın çalışma prensibini ve analitik döngünün adımlarını gösteren SPR  

                       grafiği [92] 
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SPR temelli biyosensörler, gıda kaynaklı patojenlerin tespiti için birçok araştırmacı 

tarafından rapor edilmiştir. Waswa ve arkadaşları, SPR temelli biyosensör kullanarak E. 

coli O157: H7 patojeninin tespit edilebileceğini göstermiştir [93]. Bu biyosensörde, bir 

LED'den gelen ışık, altın bir yüzeyden yansıtılmakta ve minimum SPR'ye karşılık gelen 

açı ve yoğunluk ölçülmektedir. 30 dakikada gerçek zamanlı olarak gerçekleştirildiği 

savunulan E. coli O157: H7 tespitinin duyarlılığı 10
2
–10

3
 CFU/mL olarak belirtilmiştir. 

 

1.4.4.2.2. Optik Fiber Biyosensörler 

 

Optik fiberler, optik algılama cihazlarındaki potansiyelleri için araştırılmış ve fiber 

optik kimyasal algılama ile biyoalgılama alanlarında son on yılda çok sayıda başarı elde 

edilmiştir. Uzaktan ve gerçek zamanlı izleme için küçük boyutlu sensörlere olan talep 

nedeniyle optik fiberler maliyeti, küçük boyutu, hafifliği, uzaktan algılama yeteneği ve 

esnekliği gibi ayırt edici avantajları sayesinde kimyasal sensörlerin ve biyosensörlerin 

üretimi için çok yönlü ve mükemmel bir platform haline gelmiştir [95].  

 

Toplam iç yansıma ilkesine dayanarak, optik fiberler ışığı iletir. Fiber optik 

biyosensörler, algılama yüzeyine uyarma lazer ışığı göndermek ve yayılan ışığı almak 

için konik fiber kullanır. Bir fiber veya dalga kılavuzu yoluyla ışığın yayılması, çevreye 

karşı çok hassas olabilir. Bu durum optik fiberleri, patojenlerin tanımlanması ve 

saptanması gibi gıdalardaki çeşitli uygulamalar için mükemmel dedektörler 

yapmaktadır.   

 

Simpson ve arkadaşları tarafından, fiber optik biyosensörlerin diğer optik tekniklerle 

kombinasyonlu kullanılması sonucunda Listeria, Salmonell, E. coli O157: H7 

ve Clostridium botulinum gibi gıda kaynakları patojenlerin tespit edildiği bildirilmiştir 

[94].  

 

1.4.4.3. Piezoelektrik Biyosensörler 

 

1.4.4.3.1. Piezoelektriğin Tarihçesi 

 

Piezoelektrik, bazı malzemelerin mekanik deformasyon nedeniyle elektrik yükü üretme 

kabiliyeti olarak tanımlanır. Adı, basınç anlamına gelen eski bir Yunanca kelime olan 

“piezein” kelimesinden türetilmiştir. Kristal fiziğin bir araştırma alanı olan 
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piezoelektriğin çalışmaları, Jacques Curie ve Pierre Curie kardeşler tarafından 

başlatılmıştır. 

 

İlk olarak 1880 yılında turmalin, şeker kamışı ve kuvars dahil olmak üzere çeşitli 

kristallerin piezoelektrik özellik gösterdiği Pierre ve Jacques Curie kardeşler tarafından 

keşfedildi [96]. Jacques ve Pierre Curie kardeşler 2 Ağustos 1880 yılında Fransız Bilim 

Akademisi'nde piezoelektrik etki keşfettiklerini açıkladılar. Piezoelektriğin temelleri bu 

bir yıl içinde Lippmann tarafından termodinamiğin ilkeleri ile ortaya çıkarıldı. 

Lippmann tarafından ortaya çıkarılan piezoelektriğin matematiksel temeli ile Curie 

kardeşler piezoelektriğin varlığını kanıtlayarak çalışmalarına devam ettiler.  

 

I. Dünya Savaşı sırasında, piezoelektrik cihazları kullanılarak bu alandaki ilk büyük 

adım atılmıştır. Savaş sırasında batık büyük nakliye gemilerin bulunması için bir araç 

geliştirilmesi gerekti. Radyo dalgaları deniz suyunu geçemediği için akustik dalgaların 

geliştirilecek araç için daha uygun olabileceği kanısına varıldı. Bu çalışmada yer alan 

Fizikçi Paul Langevin, 1918 yılında kuvars temelli piezoelektrik dönüştürücü 

kullanarak ultrasonik bir denizaltı algılama tekniği geliştirdi. Sonar olarak bilinen bu 

yaklaşım daha sonra her iki dünya savaşında da kullanıldı. Langevin’in icadı ultrasonik 

transdüserler, mikrofonlar ve ivmeölçerler gibi piezoelektrik ile yapılabilecek başka 

çalışmalar için fırsatlar yarattı. 

 

1945 yılında karışık oksit bileşik baryum titanat BaTiO3'ün keşfi sayesinde 

piezoelektrik küresel pazara sunuldu. Bu bileşik kolay imal edilebilen, düşük fiyat ile 

şekillendirilebilen ve piezoelektrik özellikler gösteren ferroelektrik seramik bir 

malzemedir. 1950'lerde kurşun zirkonat titanat (PZT) ailesinin keşfi ile modern 

piezoelektriklik tarihi başladı. Bugüne kadar, PZT malzemesi en yaygın kullanılan 

piezoelektrik malzemelerden biridir [97]. 

 

Piezoelektrik dönüştürücüler ile ultrasonik gecikme hatları, ultrasonik tıbbi teşhis ve 

tedavi cihazları, fiziksel ve kimyasal madde özelliklerinin devamlı endüstriyel kontrolü 

için kullanılabilecek cihazlar ve daha fazlası keşfedildi. Aynı zamanda daha etkili 

elektro akustik transdüserler kullanıma sunuldu.  
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Günümüzde piezoelektrik dönüştürücüler; ultrasonik tomografi, nabız ölçümleri, ton 

ölçümleri, üroloji, oftalmoloji, tıp ve biyomühendislik dahil ancak bunlarla sınırlı 

olmamak üzere endüstrinin çeşitli alanlarında kullanılmaktadır. 

 

1.4.4.3.2. Ferroelektrik Özellik 

 

Ferroelektrik , piroelektriklik ve piezoelektrikliğin bir alt kümesidir. 1921 yılında 

Rochelle tuzunda bulunan ferroelektrikliğin, ilk keşfinden bu yana suda çözünür 

kristallerden oksitlere, polimerlere, seramiklere ve hatta sıvı kristallere kadar çok 

çeşitli malzemelerde ferroelektrik etki gözlemlenmiştir.  

 

Ferroelektik malzemeler, kristal yapısı yüksek elektrik alan altında ani olarak 

kutuplanabilme yeteneğine sahip olan malzemeler olarak tanımlanabilirler. Bir 

ferroelektrikte spontan (doğal) dipol moment, harici bir elektrik alanı uygulayarak 

yeniden yönlendirilebilir. Bu grubun en bilinen üyeleri, baryum titanat (BaTiO3) ve 

lityum niobattır (LiNbO3). Ferroelektriklerin yaygın olarak kullanılmasının temelini 

oluşturan en belirgin özellikleri, son derece yüksek dielektrik geçirgenlik, sıcaklığa ve 

elektrik alanına çok güçlü bağımlılıklarıdır [98]. Bu özellikteki malzemeler sensörler, 

sıcaklık düzenleyiciler/stabilizatörler, doğrusal olmayan kondansatörler, 

elektromagnetik radyasyon alıcıları ve radyo dalgalarından görünür ışığa kadar frekans 

aralığında çalışan cihazlarda kullanılmaktadır. 

 

1.4.4.3.3. Piezoelektrik Özellik 

 

Piezoelektrik özellik, kristal simetriye sahip olmayan (anizotropik) malzemelerde 

gözlenen ve gerilme veya deformasyonun elektrik alanla olan ilişkisi olarak 

tanımlanabilir. Piezoelektrik malzemelerin iki ana işlevi vardır. İlk işlevi, mekanik 

gerilime maruz kalan piezoelektrik malzemenin elektrik yükü üretmesidir. Düz 

piezoelektrik etki olarak adlandırılan bu davranışın tersi de geçerlidir. Yani elektrik 

potansiyeli uygulanan malzeme mekanik değişime uğrar. Bu davranış piezoelektrik 

malzemelerin ikinci işlevi olan ters piezoelektrik etki olarak adlandırılmaktadır [99]. 

Her iki etkinin şematik gösterimi Şekil 1.12.’de verilmiştir. 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/pyroelectricity
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/piezoelectricity
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Şekil 1.12. Piezoelektrik etki,  a) polarizasyon, b), c) düz piezoelektrik etki ve d), e), f)  

                   ters piezoelektrik etki [99] 

 

 

1.4.4.3.4. Polarizasyon 
 

“Poling”, yeterince yüksek elektrik alanı uygulanarak malzemede polarizasyonun 

üretilmesi işlemidir. Ferroelektrik bir malzemeye elektrik alanı uygulandığında, 

mikroskobik ferroelektrik alanlar uygulanan alanın yönünde kendilerini yönlendirirler. 

Elektrik alan arttıkça daha fazla alan yönlendirilir ve elektrik alan yeterince 

yükseldiğinde neredeyse tüm alanlar aynı yönde olur. Bu durumdaki malzemeler 

maksimum polarizasyona sahiptir [99]. Elektrik alanı uygulanırken malzeme yüksek bir 

sıcaklıkta(geçiş sıcaklığına yakın) tutulursa, alanların yönlendirilmesi kolaylaştırılır. 

Polarizasyon işlemi aşağıdaki adımları içerir: 

 

1. Malzeme, geçiş sıcaklığından biraz daha düşük bir sıcaklığa ısıtılır ve o 

sıcaklıkta tutulur. 

2. Malzemeye yaklaşık 2-3 saat boyunca yüksek bir elektrik alan uygulanır. Tüm 

ferroelektrik alanlar elektrik alanı yönünde yönlendirilir ve malzeme doygunluk 

polarizasyonuna ulaşır. 

3. Malzeme, elektrik alan açık tutularak oda sıcaklığına gelene kadar soğutulur. 

Alanlar, yönlendirilmiş durumda dondurulmuş olarak kalır. 
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4. Elektrik alan kapatılır. Malzeme, alanların çoğu aynı yönde olacak şekilde 

maksimum polarizasyon durumunda kalır. Elektrik alandan çıkan malzeme 

tekrardan eski haline dönemez. 

 

 

Şekil 1.13. Polarizasyon işlemlerinin şematik gösterimi a) polarizasyondan önce         

          alanların rastgele yönelimi, b) elektrik alan ile yönlendirilen alanlar, c)  

                         elektrik alandan sonraki kalıcı polarizasyon [99] 

 

 

1.4.4.3.5. Piezoelektrik Malzemeler 

 

Piezoelektrik etki sergileyen malzemeler üç ana gruba ayrılır:  

 Doğal ve sentetik piezoelektrik malzemeler 

 Polarize piezoelektrik seramikler malzemeler 

 Polimer piezoelektrik malzemeler 

 

Doğal piezoelektrik malzemeler, kuvars, Rochelle tuzu, Turmalin grubu mineraller, 

şeker kamışı, emaye, kemik, saç ve kauçuk gibi bazı organik maddelerdir. 1935'ten beri 

kuvarsın yerini alabilecek piezoelektrik kristaller üretilmeye çalışıldı. Amonyum ve 

potasyum tuzları (NH4H2P04 - ADP, KH2P04 - KDP), etilen diamin tartrat (EDT), 

dipotasyum tartrat (DKT) ve lityum sülfat monohidrat (LH) gibi piezoelektrik kristaller 

geliştirildi. Bu malzemelerden kuvars hariç çoğu yapay kuvars, ferroelektrik kristaller 

veya piezoelektrik seramiklerin geliştirilmesi ve üretimi nedeniyle artık 

kullanılmamaktadır.  

 

Ferroelektrik seramiklerin güçlü piezoelektrik özelliklerinin keşfi, piezoelektrik 

uygulamalarında önemli bir adım oldu. Ferroelektrik seramikler günümüz mühendislik 

uygulamalarında en yaygın kullanılan piezoelektrik malzemedir. Bunlar arasında 
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baryum titanat (BaTiO3) ve kurşun zirkonat titanat (PZT) gibi polikristalin seramikler, 

özellikle düşük üretim maliyetleri ve şekillendirme kolaylıkları nedeniyle en popüler 

malzemelerdir [100]. Ayrıca olağanüstü piezoelektrik ve dielektrik özellikler 

sergilemeleri onları aktüatör alanında vazgeçilmez kılmaktadır.  

 

Piezoelektrik seramikler genellikle iki gruba ayrılır. “Sert” ve “yumuşak” katkılı 

piezoelektrik malzemeler, ferroelektrik özelliklerine yani dipollerin veya alanların 

hareketliliğine, polarizasyon/depolarizasyon davranışına uygun olarak 

isimlendirilmiştir. “Sert” piezoelektrik malzemeler, sıcaklık, elektrik alanı ve stres ile 

ilgili özellikleri stabil olan malzemelerdir. Yüksek güç çalıştırma gerektiren 

uygulamalarda kullanılırlar. “Yumuşak” piezoelektrik malzemeler, algılama, çalıştırma 

veya her ikisi için özellikleri geliştirilmiş malzemelerdir [100].  

 

En son keşfedilen piezoelektrik malzeme grubu PVDF filmlerdir (poliviniliden florür). 

1969 yılında Japonya'da keşfedilen PVDF iki tipte olabilir: Piezo-polimer ve iki farklı 

seramikten yapılmış kompozit malzemeler olan piezo-kompozitler. 

 

1.4.4.3.6. Piezoelektrik Malzemelerin Kullanıldığı Yerler 

 

Yapılan çalışmalarla birlikte geliştirilen piezoelektrik teknolojisi, piezoelektrik 

malzemelerin kullanımını yaygınlaştırmaktadır. Az enerji tüketimi ve hızlı cevap verme 

özellikleri, piezoelektrik malzemelerin tercih edilmelerine neden olmuştur. 

Otomotivlerdeki hava yastığı sensöründen, bilgisayardaki disk sürücülere ve tıbbi 

alanlardaki ultrasonik görüntüleme sistemlerine kadar pek çok yerde kullanılan 

piezoelektrik malzemelerin kullanım alanları sensörler, aktüatörler, üreteçler ve 

transdüserler olarak dört başlık altında toplanabilir. 

 

1.4.4.3.6.1. Sensör ve Aktüatör 

 

Sensör, ısı, nem, ses, basınç, kuvvet, uzaklık, ivme ve pH gibi fiziksel ya da kimyasal 

büyüklükleri elektrik sinyallerine çeviren düzeneklerin genel adıdır. Piezoelektrik 

sensörler ise basınç ve ivmedeki değişiklikleri ölçmek ve elektriksel sinyale 

dönüştürmek için piezoelektrik etkiyi kullanan cihazlardır. Bu sensörler mekanik 

enerjiyi elektrik enerjisine (doğrudan piezoelektrik etki) dönüştürürler. 

 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Is%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nem
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ses
https://tr.wikipedia.org/wiki/Bas%C4%B1n%C3%A7
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kuvvet
https://tr.wikipedia.org/wiki/Mesafe
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0vme
https://tr.wikipedia.org/wiki/PH
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Piezoelektrik aktüatörler, elektrik enerjisini piezoelektrik etkiye dayanan mekanik bir 

yer değiştirmeye veya strese dönüştüren transdüserlerdir.  Aktüatörler, ters piezoelektrik 

etki ile çalışırlar.  

 

 

 

Şekil 1.14. Sensör ve aktüatör [102] 

 

 

Piezoelektrik aktüatörlerin sağladığı hassas hareket kontrolü sayesinde sistemlerde 

kullanılan lensler, aynalar veya diğer ekipmanlar hassas bir şekilde 

ayarlanabilmektedir. Hidrolik valfleri kontrol etmede, hareket veya kuvvet gerektiren 

uygulamalarda, küçük hacimli pompa veya motor kontrollerinde kullanılabilir. Ayrıca 

piezoelektrik aktüatörler çok az ısı verdiğinden ve enerjik bir durumda çalışırken 

neredeyse hiç güç tüketmediğinden, otomotiv ve savunma uygulamalarından bilimsel 

enstrümantasyon ve ultrasonik makine kontrollerine kadar geniş bir endüstri 

yelpazesinde yaygın olarak kullanılmaktadırlar. 

 

1.4.4.3.6.2. Üreteç 

 

Piezoelektrik üreteçler, mekanik enerjiyi elektriğe dönüştürerek gerilim üretirler. 

Birçoğumuzun günlük olarak kullandığı basmalı çakmaklar ve gazlı barbekü ızgaraları 

piezo üreteçlerin iki yaygın uygulamasıdır. Bu uygulamalarda bir düğmeye basılması, 

tek katmanlı piezoelektrik seramiklere mekanik bir kuvvet uygulanmasına neden 

olur. Seramik eleman, piezoelektrik etkinin bir sonucu olarak  yakıt kaynağının 

tutuşmasına neden olan bir voltaj üretir. Piezoelektrik ateşleme sistemleri küçük, basit, 

uzun ömürlü ve az bakım gerektirir [103]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/piezoelectric-effect
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/transducers
https://www.americanpiezo.com/blog/the-piezoelectric-effect-technology-generates-functional-benefits/
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Çok katmanlı bir piezo üreteci tarafından üretilen elektrik enerjisi, tek katmanlı bir 

piezo üreteci tarafından üretilene göre çok daha düşük voltajdadır. Fakat çok katmanlı 

bir üreteç tarafından üretilen akım, tek katmanlı bir piezoelektrik üreteç tarafından 

üretilen akımdan daha yüksektir. Elektromanyetik girişim oluşturmayan çok katmanlı 

piezo üreteçleri, elektronik devreler için katı hal pilleri olarak kullanılmaktadır. Ayrıca 

cephaneler ve otomobillerdeki lastik basıncını izleyen sensörler gibi kablosuz sensörler 

için enerji kaynağı olarak piezoelektrik üreteçler tercih edilmektedir. 

 

1.4.4.3.6.3. Trandüser 

 

Piezoelektrik transdüserler, elektrik enerjisini mekanik enerjiye ya da mekanik enerjiyi 

elektrik enerjisine dönüştür. Piezoelektrik transdüserler, yüksek frekans tepkisi, 

hassasiyeti, sağlamlığı ve küçük boyutlarından ötürü avantajlıdır. Bu özelliklerinden 

dolayı ivmeölçerlerde, mesafe ölçerlerde, titreşim alıcılarında, sismografta, otomotiv 

motor bloklarındaki patlamaları tespit etmede, tıbbi tedavilerde ve endüstriyel işleme 

ekipmanlarında kullanılmaktadır. 

 

1.5. Kuvars Kristal Mikrodenge 

 

Piezoelektrik temelli tespit platformlarından birisi de ticari olarak mevcut olan ve klinik 

uygulamalarda da kullanılan Kuvars Kristal Mikrodenge (Quartz Crystal Microbalance 

(QCM)) sistemidir. QCM, sensör yüzeyine bağlanan analitlerin neden olduğu rezonans 

frekansındaki değişimlerin (∆f) ölçülmesi prensibine göre çalışan cihazlardır. 

 

Nanogram seviyesindeki kimyasal bileşikleri tespit edebilen bir kütle ölçümü yöntemi 

olan QCM, piezoelektrik özelliktedir. QCM sensörü, 5-30  MHz aralığındaki temel 

rezonans frekansına sahip olarak üretilmiş kuvars plaka olan bir çekirdek ve bu kuvars 

plakayı saran iki adet elektrottan oluşmaktadır. Bu elektrotlar genellikle hava içerisinde 

okside olmayan altın metalinden yapılmaktadır.  Kuvars materyalin piezoelektrik 

özelliklerinden dolayı bu elektrotlar arasındaki alternatif bir voltaj, kristalin mekanik 

salınımlarına yol açar. Bu salınımlar çok kararlıdır. Bir madde kuvars kristali yüzeyine 

yerleştirilirse, titreşim frekansı kütle miktarına orantılı olarak değişir [104]. Kuvars 

kristali, hibridizasyon işleminden kaynaklanan kütle değişikliklerini frekans 

değişimlerine dönüştüren bir sinyal dönüştürücü olarak kullanılmaktadır. Farklı 
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kaplamalar ile QCM’in seçiciliğinin kontrol edilebilmesi bu sensörleri çok yönlü hale 

getirmektedir. 

 

 

 

Şekil 1.15. QCM sensör [105] 

 

 

QCM, gerçek zamanlı izlemeye izin veren, düşük maliyetli, hacim açısından kompakt, 

kolay taşınabilir, hassasiyeti yüksek ve nanogram seviyesindeki düşük algılama limiti 

açısından oldukça avantajlıdır.  

 

1.5.1. Kuvars 

 

Kuvars, saf silisyum dioksit kristallerine verilen addır. Kimyasal formülü SiO2 olup, % 

46,5 silisyum ve % 53,3 oksijen içermektedir. Hem kimyasal hem de mekanik 

ayrışmaya karşı dayanıklı olan kuvars taşının içerisinde katı eriyik halde lityum, 

sodyum, magnezyum ve alüminyum elementleri bulunmaktadır.  Kuvars genellikle 

saydam ve renksiz olsa da farklı maddelerle olan birleşimi sonucu mor, siyah gibi farklı 

renklerde de karşımıza çıkmaktadır [106].  

 

Kuvars doğal olarak oluşan ilk piezoelektrik malzemedir. Düz ve tersinir piezoelektrik 

etki özelliklerini gösteren kuvars, üzerine uygulanan basınç sonucundan yüzeyinde 

elektrik gerilimleri oluşturmaktadır. 
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Şekil 1.16. Kuvars kristali [107] 

 

 

Kuvars, kolay bulunabilmesi ve kendisine özgü özellikleriyle endüstri ve sanayide geniş 

bir kullanım alanına sahiptir. Endüstride en çok kullanıldığı yerler, cam-seramik 

hammaddesi olarak, elektronik ve optik endüstrisi olarak sıralanabilir. Optik ve 

elektronik sanayinde kullanılan kuvars kristallerinin % 99.99 oranında SiO2 içermesi 

istenmektedir. 

 

QCM cihazında, akustik dalganın kristal yüzeyine dik bir yönde ilerleyebilmesi için 

kuvars kristal plakanın kristal eksenlerine göre belirli bir yönde kesilmesi gerekir. QCM 

uygulamalarında genel olarak AT kesim kuvars kristali tercih edilmektedir. 

 

 

 

Şekil 1.17. a) Kuvars kristalinin eksenlerinin belirlenmesi, b) AT kesim kuvars kristali  

                    [108] 

 

 

https://www.tesisat.org/aydinlatma-teknolojileri-led-gun-isigi-ve-fiber-optik.html
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1.5.2. QCM’in Çalışma Prensibi 

 

Piezoelektrik etki, kristal simetriye sahip olmayan kristallerde oluşmaktadır. Kristale 

basınç uygulandığında kristal kafes, kristalin moleküllerinde bir dipol 

momenti oluşacak şekilde deforme olur. Yani piezoelektrik özellikteki kristal mekanik 

bir kuvvetle sıkıştırıldığında veya gerildiğinde, yüzeyi elektrik yükü üretmektedir. 

Mekanik kuvvet geri alındığında ise kristal denge durumuna döner ve elektrik yükü yok 

olur. Bu duruma piezoelektrik etki denilmektedir. Bunun tersi de mümkündür.  Kristale 

elektriksel yük uygulandığında kristalde mekanik değişme görülmektedir.  

 

Birçok kristal türü piezoelektrik etki gösterir fakat kuvarsın elektriksel, mekanik ve 

kimyasal özellikleri onu analitik uygulamalarda en yaygın kullanılan kristal türü haline 

getirmektedir. Kuvars kristal yüzeyi, kimyasal bir malzeme ile kaplanarak işlevsel hale 

getirilir ve kimyasal sensör olarak kullanılabilir. Kuvars çekirdeğe sahip olan ve 

piezoelektrik özellik gösteren Kuvars Kristal Mikrodenge (QCM) sensörleri kimyasal 

sensör olarak kullanılmaktadır.    

 

QCM sensörleri, kuvars çekirdeğinin her iki tarafında elektrotlar bulunduran ince 

kuvars disklerdir. Kuvars kristali, piezoelektrik madde olduğundan iki elektrot arasına 

bir voltaj uygulandığında kristalde bir yer değiştirme meydana gelir. Voltaj uygulaması 

devam ettikçe kristalde rezonans salınımı uyarılabilir. Bu durum, Şekil 1.18. 'de 

gösterildiği gibi üst elektrot alt elektroda zıt yönde hareket ederek kuvars kristalinde bir 

dalga oluşturulabileceği anlamına gelmektedir. Sensörün yüzeyindeki kütle artışı devam 

ettikçe dalga bu katmana yayılır ve rezonans frekansı değişir [109]. Kısacası QCM, 

sensör yüzeyine bağlanan analitlerin neden olduğu rezonans frekansındaki değişimlerin 

(∆f) ölçülmesi prensibine göre çalışan cihazlardır. 

 

Rezonans, tek sayılı overtonlara veya harmoniklere karşılık gelen daha yüksek 

frekanslarda da uyarılabilir. 5 MHz'lik bir kristalin ayrıca 15 MHz, 25 MHz, 35 MHz'de 

tonları vardır. Kuvarstaki akustik dalganın hızı sabit olduğundan, yüzeysel yer 

değiştirme her ardışık ton için azalır. Bu farklı harmonikler, sensör yüzeyindeki ince 

tabaka hakkında farklı bilgiler edinmemizi sağlamaktadır. 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/dipole-moment
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/dipole-moment
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Şekil 1.18. Temel ve 3. harmonik frekansında rezonans salınım yapan bir kuvars kristal  

                   sensörünün şematik diyagramı [109] 

 

 

QCM kristaline, yüksek akımlı ve alternatif elektrik alan uygulandığında rezonans 

frekansında salınım yapmaktadır. QCM sistemindeki kütle değişimini algılama 

hassasiyeti, kristaldeki toplam kütle üzerinde meydana gelen osilasyon frekansına bağlı 

olarak ortaya çıkar. Sistemde elektronik bir devreye bağlı olan kuvars rezonatörü, bir 

numune çözeltisi ile etkileştiğinde rezonans frekansında kütle değişiminden 

kaynaklanan bir değişim meydana gelir. Kütle değişiminin neden olduğu frekans 

değişikliği Sauerbrey tarafından açıklanmıştır. Sauerbrey, QCM teknolojisinin 

potansiyel kullanışlılığını tanıyan ve QCM elektrotlarının yüzeyindeki kütle 

değişikliklerine karşı son derece hassas olduğunu gösteren ilk kişidir. Sauerbrey, yaptığı 

çalışmalar sonucunda QCM elektrot yüzeyindeki birim alan başına kütle değişimini, 

kristalin salınım frekansında gözlenen değişiklikle ilişkilendirmiş ve bu doğrultuda 

Sauerbrey denklemini oluşturmuştur [110]. 

Sauerbrey denklemi: 

 

Δf = 
−2𝛥𝑚𝑓0

2

𝐴√𝑝𝑞𝜇𝑞
 = 

− 2𝑓0
2

𝐴√𝑝𝑞𝜇𝑞
 Δm 

Burada,  

 

𝑓0 = kristalin temel rezonant frekansı, 

 

A = elektrotlar arasında kalan aktif kristalin alanı,  
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𝑝𝑞 = kuvars yoğunluğu,  

 

𝜇𝑞 = AT-kesim kristal için kuvarsın kayma genliği, 

 

Δf = Frekans değişimi, 

 

Δm = Kütle değişimidir. 

 

Sauerbrey denklemi, sensör yüzeyine bağlanan malzemenin kütlesi kuvars kristalinin 

kütlesinden çok daha küçük olduğunda ve malzeme rijit, elastik ve sensör yüzeyi 

üzerinde eşit olarak dağıldığında geçerlidir. 

 

1.5.3. QCM Uygulamaları ve Piezoelektrik Sensörler ile Yapılan Çalışmalar 

 

QCM sistemlerin, tanıyıcı bölümünün ucuz ve küçük olması, kullanım kolaylığı, çok 

küçük konsantrasyonlarda örnek ile çalışmaya izin vermesi, spesifikliği, yerinde ölçüm 

olanağı sağlaması, tekrarlanabilirliği ve yüksek hassasiyeti gibi avantajlarından dolayı 

farklı sektörlerde kullanılabilmektedir. Özellikle son zamanlarda QCM sitemlerin 

kullanımı oldukça artmıştır.  

 

 

Tablo 1.5. Kuvars kristal mikroterazinin kullanım alanları 
 

Kullanım Alanı Kullanım Şekli 

Biyoteknoloji  Yüzeylerin biyo-uyumluluğunda  

 DNA ve RNA’nın tamamlayıcı dizilerle 

etkileşimi  

 Bakteri, virüs, memeli hücresi tespitinde  

 İmmobilize edilmiş reseptörler tarafından 

protein ligandları tanımada 

İşlevsel Hale Getirilmiş 

Yüzeyler 

 Lipit membranlar  

 Polimer kaplamalar  

 İnce film oluşumu  

 Reaktif yüzeyler  

 Gaz sensörler 

İlaç Araştırmaları  İlacın dağıtımında   
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 Polimer kaplamaların eritilmesinde  

 İlaçların moleküler etkileşimde 

Elektrot Yüzeyleri   Yüzeyler arası işlemlerin elektrokimyası 

 

 

Piezoelektrik kristallerin, ilk analitik uygulaması 1964 yılında King tarafından rapor 

edilmiştir [111]. Yapılan çalışmada, buharların ve gazların bileşimini tespit etmek ve 

ölçmek için kaplanmış piezoelektrik kuvars kristallerinin kullanımı hakkında bilgi 

sunulmaktadır. Bu çalışmadan sonra hidrokarbonları tespit edebilen bir piezoelektrik 

dedektör geliştirilerek ticarileştirilmiş, organik buharlar, çevre kirleticileri ve 

kromatografi dedektörleri için birçok gaz fazı detektörünün geliştirilmesini sağlamıştır.  

 

İlk piezoelektrik immünosensör, Shons ve arkadaşları tarafından 1972 yılında 

geliştirilmiştir [112]. Çözeltideki antikor aktivitesinin belirlenmesi için tasarladıkları 

sensörün, yüzeyinde gerçekleştirdikleri işlemleri frekans kayması ile takip etmişler ve 

kristalin frekans kayması ile ölçülen antikor katmanının kalınlığının, çözeltideki 

spesifik antikorun konsantrasyonu ile orantılı olduğu sonucuna ulaşmışlardır. 

Geliştirdikleri bu teknik, antikor aktivitesinin analizinin hızlı bir şekilde 

gerçekleştirilmesini sağlamıştır. 

 

Fawcett ve arkadaşları, tek sarmallı DNA’yı kuvars kristalleri üzerine immobilize 

etmişler ve hibridizasyon işleminden sonra kristal yüzeyindeki kütle değişimini takip 

etmişlerdir. DNA tespiti için ilk piezoelektrik biyosensör kullanımı bu çalışma ile 

gerçekleştirilmiştir [113]. Yapılan bu çalışmadan yaklaşık 10 yıl sonra kuvars kristali 

mikroterazi (QCM) sensör kullanılarak DNA ve RNA tespiti üzerine yapılan 

araştırmalar artmıştır.  

 

1996 yılında Ito ve arkadaşları, DNA hibridizasyon reaksiyonlarında QCM'nin 

kullanılmasını ve hareketsizleştirilmiş prob miktarı ile hibridize hedef arasındaki ilişkiyi 

incelemişlerdir [114]. Hem hareketsizleştirilmiş prob miktarının hem de hibridize hedef 

miktarının pH durumuna bağlı olduğunu savunan araştırmacılar, QCM üzerindeki 

probların yoğunluğunun da etkili hibridizasyon için önemli olduğunu ifade etmişlerdir. 

 

Xiao-Li Su ve arkadaşı, Salmonella Typhimurium patojeninin tespit edilmesi için 

rezonans frekansı ve hareket direncinin eşzamanlı ölçümlerini alan kuvars kristal 
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mikroterazi (QCM) immünosensörü geliştirmişlerdir [115]. Çalışma sonucunda, 

QCM'nin rezonans frekansı ve hareket direncindeki (Δ F ve Δ R ) değişikliklerin 

Salmonella Typhimurium patojeninin tespiti için önemli olduğu, statik kapasitans, 

hareket kapasitansı ve hareket endüktansındaki değişikliklerin ise 

Salmonella Typhimurium patojeninin tespiti için önemsiz olduğu görülmüştür. 

 

Vivian CH Wu ve arkadaşları, E. coli O157: H7 patojeninin gerçek zamanlı tespiti için 

bir DNA piezoelektrik biyosensörü tasarlamışlardır. Geliştirdikleri QCM sistemini, 

PCR ile çoğaltılmış gerçek örneklere ait DNA'ları tespit etmek için kullanan 

araştırmacılar, tasarladıkları DNA piezoelektrik sensörünün, E. coli O157: H7 

patojeninin tespitinin yanı sıra gıda, su ve klinik numunelerdeki diğer 

mikroorganizmaların tespit edilmesinde de kullanılabileceği savunmaktadırlar [116]. 

 

Başka bir çalışmada araştırmacılar, 11-merkaptoundekanoik asit (MUA) ve 1-dekanetiol 

(DCT) modifiye edilen altın nanopartiküllerin (AuNP) yüzeylerindeki değişimleri takip 

etmek için QCM ile bir model geliştirmişler [117] ve bu geliştirdikleri QCM 

sistemini,  plazma-optik emisyon spektrometrisi ve mikro bilgisayarlı tomografi ile 

karşılaştırmışlardır.  

 

Yanbin Li ve arkadaşı, E. coli O157: H7'nin hızlı ve hassas tespiti üzerine yaptığı 

çalışma sonucunda MHDA-SAM temelli piezoelektrik bir immünosensör tasarlamıştır.  

QCM sensör ile gerçekleştirdikleri bu çalışmada, MHDA, EDC / NHS ve antikor için 

elde ettikleri yüzey kaplamalarını sırasıyla 0,240, 0,095, ve 0,314 µg/cm 
2
 olarak 

açıklayan araştırmacılar, bu immünosensörün, 30 ila 50 dakika içinde, 10
3
 -10

8
 CFU / 

ml aralığında hedef bakterileri tespit edebildiğini ileri sürmüşlerdir [118].  

 

Xiaofan ve arkadaşları yaptığı çalışmada, MHDA, EDC ve NHS ile sensör yüzeyini 

modifiye ederek E. coli bakterisinin tespiti için QCM aptasensörü geliştirmeye 

çalışılmışlardır [76]. E. coli bakterisinin  farklı konsantrasyonlarında da yürütülen 

çalışma da tasarlanan sistemin tespit süresi 50 dakika, tespit limiti ise 

1.46 × 10
3
 CFU/ml olarak açıklanmıştır. 

 

Soylu ve arkadaşları, genetik tespitte yüzey kaplamasının etkisini incelemek için QCM 

sensör kullanmışlardır. Araştırmacılar, yüzey modifikasyonu uyguladıkları kristalin 

tDNA tespitindeki başarısı ile yüzey modifikasyonu uygulamadıkları kristalin tDNA 
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tespitindeki başarısını karşılaştırarak yüzey modifikasyonu ile yapılan genetik tespitin 

daha başarılı olduğunu savunmuşlardır [126]. 

 

1.6. Çalışmanın Özgün Değeri 

 

Yapılan tez çalışma ile; 

 

- Escherichia coli bakterisinin, piezoelektrik bir sensör olan QCM ile tükürük 

numunesi içerisinde genetik tespiti amaçlanmıştır. 

- DNA izolasyonuna, pürifikasyonuna ve amplifikasyonuna ihtiyaç duymadan 

tespit işlemi gerçekleştirebilecek şekilde sistem kurgulanmıştır. 

- Erken teşhiste önemli bir vücut sıvısı olan tükürük numunesi ile hasta ve sağlık 

personeline bulaşabilecek enfeksiyon riskinin azaltılması, hasta konforunun da 

göreceli olarak artırılması planlanmıştır.  

- Salgınlara ve ölümlere sebep olan E. coli bakterisinin tespit süresi kısaltılıp 

erken tanı ile gerekli tedavi işlemlerine ivedilikle başlanabilmesi hedeflenmiştir. 

- Antibiyotik direnci gün geçtikçe artan E. coli bakterisinin, hızlı bir şekilde tespit 

edilmesi antibiyotik dirençlerinin saptanması, doğru antibiyotik tedavisinin 

önünü açarak, enfeksiyondan kaynaklanan morbidite ve mortalite oranlarını 

düşürecektir. 

- Tasarlanan sistem ile E. coli bakterisinin tespitinde kullanılan hali hazırdaki 

ticari yöntemler kıyaslandığında, o yöntemlerin maliyeti, zaman alıcı olması, 

deneyimli personele ihtiyaç duyulması, sigorta kuruluşları veya hastaların 

üzerine yüklediği mali yük hususlarında tez çalışmasında önerilen sistem 

oldukça avantaj sağlayacaktır.  

- Tasarlanan tespit sisteminin ticari klinik diyagnostik tespit araçlarının hassasiyet 

seviyesine ulaşması, yerinde, hızlı ve güvenilir olması ile gerek E. coli gerekse 

diğer mikrobiyolojik bakterilerin patojenik ve toksijenik türlerinin 

incelenmesinin önü açılacaktır.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

2.  BÖLÜM 

YÖNTEM ve MATERYAL 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Kimyasallar 

 

1)    Etil Alkol (Merck: 1117272500) 

 

2)    Saf Su (Erciyes Üniversitesi Çevre Mühendisliği laboratuvarından temin edildi.)  

 

3)    Sodyum Dodesil Sülfat  (SDS) (Merck: 8220500100)  

 

4)    Hidrojen Peroksit (Merck(% 35): 10860001000)  

 

5)    Potasyum Hidroksit (Merck: 1050331000) 

 

6)    Sülfürik Asit (Sigma Aldrich: 30743) 

 

7)  Büyükbaş Serum Albümini (Bovine Serum Albumin (BSA)) (Sigma Aldrich:A2153) 

 

8)    Fosfat Tamponlu Serum (Phosphate Buffered Saline (PBS)) (Chembio) 

 

PBS, insan tükürüğüne benzer ortam oluşturabilmek için kullanılmıştır. İçerisine ek 

olarak kalsiyum ve magnezyum ilave edilmiş ve pH’ı 7,2 olacak şekilde temin 

edilmiştir. 

 

9)    11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) (Sigma Aldrich: 450561-5G) 

 

 

 

Şekil 2.1. MUA yapısı 
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      Kapalı Yapısı = HS(CH2)10CO2H 

 

10)    (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPS) (Sigma Aldrich: 175617) 

 

 

 

Şekil 2.2. MPS yapısı 

  

 

      Kapalı Yapısı = HS(CH2)3Si(OCH3)3 

 

11)   N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) (Sigma 

Aldrich: 03450-5G) 

 

 

 

Şekil 2.3. EDC yapısı 

 

 

      Kapalı Yapısı = C8H17N3 · HCl 

 

12)    N-Hydroxysuccinimide (NHS) (Sigma Aldrich: 130672-5G) 
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Şekil 2.4. NHS yapısı 

 

 

      Kapalı Yapısı = C4H5NO3 

 

2.1.2. Sentetik DNA’lar 

 

Sentetik DNA’lar Sentegen firmasından temin edilmiştir.  

 
 

Tablo 2.1. Sentetik DNA’lara ait özellikler 
 

 pDNA tDNA 

Baz Sayısı 20 20 

Baz Dizilimi 5’-ATTGGCGACGTTCATGGTTG-3’ 5’-CAACCATGAACGTCGCCAAT-3’ 

Molekül Ağırlığı 6637.1 6055 

Modifikasyon Amin Yok 

Saklama Koşulları +4° C’de saf su içerisinde +4° C’de saf su içerisinde 

Erime Sıcaklığı 51.8° C 51.8° C 

 

 

2.1.3. Cihaz ve Ekipmanlar 

 

Yapılan deneyler ve ölçümler esnasında kullanılan cihazlar aşağıdadır.  

 

1)    Kuartz Kristal Mikrodenge (QCM) cihazı – Referans Kimya – eQCM 10M 
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Şekil 2.5. QCM cihazı 

 
 

eQCM cihazı 3 kısımdan oluşmaktadır. Bunlar flow (akış) modülü, elektronik ünite, 

hücre platformu dur. Cihazda sensör olarak 5 MHz, 14 mm çaplı, parlatılmış, AT-

kesimli, altın elektrotlar kullanılmaktadır.   

 

Cihazın sıvıdaki maksimum kütle hassasiyeti, 0,1 ng/cm
2
 (5 pg/mm

2
) olarak 

kataloğunda yer almaktadır.   

 

2)    Karıştırıcı (Vorteks) - Stuart  

   

3)    Hassas Tartı – Radwag  

 

4)    pH-metre – MilWaukee 

 

5)    Peristaltik Pompa – Longer Pump 

 

6)    Isıtıcı – IKA CMAGHS7 

 

7)    Altın Kaplamalı Kristal Sensör - Qsense  

 

2.1.4. Kullanılan Deney Düzeneği 

 

Yapılan deneylerde hazırlanan solüsyonlar peristaltik pompa ile hücreye aktarılmış, 

hücreden çıkan solüsyonlar tekrar değerlendirilmek üzere solüsyonun verildiği kaba 

aktarılmıştır. Deneylerin çoğu aşaması (MUA, MPS, EDC/NHS, pDNA, BSA, tDNA 

aşamaları) bu şekilde kapalı döngü içerisinde gerçekleştirilmiştir. Bazı deney aşamaları 

ise (sensör yüzeyinin temizlik aşamaları) açık döngü şeklinde gerçekleştirilmiştir. 

Peristaltik pompa aracılığıyla hücreye gönderilen solüsyonlar etkileşim oluşturmaması 
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için solüsyonun olmadığı diğer bir kaba aktarılarak bir daha kullanılmamıştır. 

Deneylerde kullanılan düzenek Şekil 2.6.’de verilmiştir.  

 

 

 

Şekil 2.6. Deney düzeneği 

 

 

 

2.2. Metot 

 

Bu tez çalışmasında, E. coli bakterisine ait tDNA’ları tespit edebilmek için iki farklı 

metot denenmiştir.  

 
 

Tablo 2.2. Yüzey modifikasyon metotları 
 

Metot Tiyol Grup Bağlayıcı Reseptör Analit 

Metot 1 MUA EDC/NHS pDNA tDNA 

Metot 2 MPS EDC/NHS pDNA tDNA 

 

 

Metot 1’de sensör yüzeyi 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) kimyasal kaplama 

ajanına maruz bırakılmış ve sensör yüzeyinde -COOH fonksiyonel grupları (karboksilik 

asit ile işlevselleştirilmiş SAM'lar) oluşturulmuştur. Tiyol ile kristalin altın yüzeyinin 
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bağlantısı sağlandıktan sonra ara bağlama ajanı olarak EDC/NHS (1-ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl]carbodiimidehydrochloride/N-hydroxisuccinimide) kullanılmış 

ve sensör yüzeyi, amin reaktif pDNA immobilizasyonu için hazır hale getirilmiştir. 

 

Metot 2’de ise sensör yüzeyi ilk olarak 3-Mercaptopropyltrimethoxysilane (MPS) 

kimyasal kaplama ajanına maruz bırakılmıştır. MPS kaplama işleminden sonra kaplama 

üzerinde kalan serbest nükleofilik hidroksil gruplarını, amin reaktif hale getirebilmek 

için EDC/NHS ara bağlanma ajanı kullanılmıştır. EDC’nin elektrofilik karbodiimidleri 

kaplama üzerinde kalan serbest nükleofilik hidroksil grupları ile reaksiyona girer [128]. 

Böylece sensör yüzeyi amin reaktif olarak işlevselleştirilmiş ve amin aktif pDNA 

immobilizasyonu için hazır hale getirilmiştir.   

 

Bu aşamaları takiben her iki metot için deney prosedürü aynı şekilde devam ettirilmiştir. 

Target DNA’yı (tDNA) tespit edebilmek için sensör yüzeyine immobilize edilen prob 

DNA (pDNA) aşamasından sonra spesifik olmayan bağlantıları önlemek için Büyükbaş 

Serum Albümini (BSA) solüsyonu uygulanmıştır. Son aşamada ise model tükürük 

içerisinde hazırlanan tDNA solüsyonu, altın yüzeye uygulanarak tespit işlemi 

tamamlanmıştır.  

 

2.2.1. QCM Sensör Temizliği 

 

Yüksek kaliteli tiyol altın temelli kendiliğinden düzenlenen tabakalar (SAM) elde 

edebilmek için altın yüzeyin iyi temizlenmesi gerekmektedir. Bu amaçla, oksidatif ve 

indirgeyici ön temizleme işlemleri ile tekrarlanabilir altın yüzeylerin hazırlanması için 

bazı yöntemler önerilmektedir. Piranha çözeltisi, ultraviyole-ozon, oksijen plazması, 

elektrokimyasal oksidasyon gibi gelenekselleşmiş yöntemler ile okside edilen altın 

yüzey pozitif yük ile yüklenmektedir. Oksitlenmiş altın yüzeyler etanol içine 

daldırıldıktan sonra kimyasal olarak sıfır duruma (metalik altın) indirgenmektedir 

[119].  

 

QCM tespit hücresi mekanik parçalara ayrılarak temizlendi. Ayırılan her bir parça etil 

alkol ve saf su ile yıkandı.  QCM sensör temizliği için her kullanımdan önce piranha 

solüsyonu (% 33 Saf Su + % 33 Sülfürik Asit + % 33 Hidrojen Peroksit) hazırlandı. 

Belirtilen kimyasallar karışım oranında eklenerek 1 ml’lik piranha solüsyonu elde 

edildi. Daha sonra hazırlanan solüsyon behere alındı ve QCM sensör 5 dakika boyunca 
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solüsyona maruz bırakıldı. Organik temizliği yapılan QCM sensör, önce saf su daha 

sonra etil alkolden geçirilerek tespit işlemine hazır hale getirildi.  

 

2.2.2. Yüzey Modifikasyonu 

 

Çalışmadaki amacımız E. coli bakterisinin genetik tespitini sağlamaktır. Bunu 

gerçekleştirmek için QCM sensör yüzeyi genetik tespitine uygun olarak hazırlanmalıdır. 

Analiz edilecek maddeye spesifik bir kristal yüzeyi oluşturmak için QCM sensör yüzeyi 

çeşitli yüzey modifikasyon teknikleri kullanılarak kaplanmaktadır. QCM’e dayalı DNA 

hibridizasyon çalışmalarında kullanabileceğimiz 2 farklı yol mevcuttur:  

 

Bunlardan yöntemlerden biri; altın yüzeye doğrudan tiyol grupları içeren probun 

tutturulmasıdır. Tiyol gruplarının altına olan duyarlılığı bilinmektedir. Tiyol ile aktif 

edilmiş pDNA’ları altın yüzeye tutturularak biyosensör oluşturabiliriz [120]. 

 

Diğer yol ise sensör yüzeyini bir kaplama ajanıyla kaplayarak aktive edilmiş DNA’ya 

uygun bir yüzey sağlamaktır [121]. Bu tabakanın oluşturulması için farklı kimyasal 

kaplama ajanları kullanılabilmektedir. 

 

2.2.2.1. MUA ve MPS Kaplama 

 

Spesifik olmayan etkileşimlerin en aza indirilmesi, DNA tespitinin kalitesi ve 

hassasiyeti için kristal yüzeyin kendiliğinden düzenlenen tabakalarla (SAM) düzgün bir 

şekilde işlevselleştirilmesi oldukça önemlidir.  Altın yüzeylerde kararlı bağlar 

oluşturması ile bilinen tiyol (-SH) grupları yüzey modifikasyonlarında sıklıkla tercih 

edilmektedir.  

 

Tiyol grupları altına olan duyarlılıkları ile bilinmektedir. Bir tiyol grubu, substrat ile 

güçlü bir kovalent bağ oluşturan kükürt uç grubu, Van der Waals etkileşimleri ile 

SAM’i stabilize eden hidrokarbon zinciri ve farklı işlevlere sahip olabilen (-COOH, -

OH, -NH2) son gruptan oluşmaktadır [122]. Bu tez çalışmasında sensör yüzeyinin 

modifikasyonu için 11-Merkaptoundekanoik asit (MUA) ile 3-Mercaptopropyl-

trimethoxysilane (MPS) kimyasal kaplama ajanları kullanılmıştır. 

 

MUA kimyasal kaplama ajanının içerdiği tiyol grupları (-SH) altın elektrot ile 

etkileşime girerek elektrot yüzeyinde karboksilik asit (-COOH) ile işlevselleştirilmiş 
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SAM'lar oluşturulmuştur. Karboksilik asit ile işlevselleştirilmiş kendiliğinden 

düzenlenen tabakaların oluşumu, Şekil 2.7.’de verildiği gibi ilk olarak S-H bağının 

kırılması daha sonra ise Au (altın)-S bağının oluşması şeklinde iki adımda 

gerçekleşmektedir [119].  

 

 

 

Şekil 2.7. MUA kaplamanın yüzey ile etkileşimi (Metot 1) 

 

 

İki fonksiyonel gruba sahip MPS kimyasal kaplama ajanının, altın yüzeye kaplanması 

hidroliz ve yoğunlaşma olmak üzere iki basamakta gerçekleşmektedir. İlk aşama olan 

hidroliz reaksiyonu, silan grubunun bir silanol ile yer değiştirmesine, ikinci aşama olan 

yoğunlaşma reaksiyonu ise iki silanolün bir Si-O-Si bağı oluşturmasına dayanmaktadır 

[127]. pH’a oldukça duyarlı olan MPS, düşük pH’ta hidroliz reaksiyonunu, yüksek 

pH’ta ise yoğunlaşma reaksiyonunu gerçekleştirmektedir. Bu iki reaksiyonun başarısı, 

MPS’in konsantrasyonu ile doğrudan ilişkilidir.  
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Şekil 2.8. MPS kaplamanın yüzey ile etkileşimi (Metot 2) 
 

 

2.2.2.1.1. MUA ve MPS Solüsyonlarının Hazırlanması ve Uygulanması 

 

MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlarının, muhafaza koşulları 2-8°C olduğu için 

deney anına kadar buzdolabında muhafaza edildi. Solüsyon hazırlamadan önce 

kimyasallar, dolaptan çıkarılarak oda sıcaklığına gelmesi için beklenildi.  

 

Metot 1 için, 1 ml etil alkolün içerisine 0,7 mg MUA eklendi ve 1 dakika boyunca 

karıştırıcı (Vorteks–Stuart)  ile karıştırılarak MUA solüsyonu hazırlandı. Metot 2 için, 1 

ml etil alkolün içerisine 5 µl MPS eklendi ve 1 dakika boyunca karıştırılarak MPS 

solüsyonu (pH=4,5) hazır hale getirildi.  

 

MUA ve MPS prosedürü uygulanmadan önce yüzeyleri piranha solüsyonu ile 

temizlenen sensörlerin ilk frekansları kaydedildi. Daha sonra sensör yüzeyleri, 

hazırlanan MUA ve MPS solüsyonları içerisinde bir gece boyunca, oda sıcaklığında 

bekletilerek yüzey modifikasyonları gerçekleştirildi. Sensör yüzeylerinin MUA ve MPS 

kaplama sonundaki frekansları kaydedildikten sonra sensör yüzeyleri ilk önce etil alkol 

ile daha sonra saf su ile yıkandı. Altın yüzeye bağlanmayan MUA ve MPS, yıkama 

aşamasında sensör yüzeylerinden temizlendi.  Bu işlemlerin ardından, karboksilik asit 

ve hidroksil grupları ile işlevselleştirilmiş kristaller elde edildi.  

 

Sensör yüzeylerinin MUA ve MPS kaplama işlemindeki, rezonans frekans değişimini 

belirlemek için solüsyon uygulanmadan önce alınan frekans değerleri ile solüsyon 

uygulandıktan sonra alınan frekans değerleri karşılaştırıldı. Bu iki değer arasındaki fark 

incelendiğinde rezonans frekansında, MUA ve MPS kaplamadan kaynaklanan azalma 
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gözlemlenmiştir. Bu durum yüzey modifikasyonunun ilk aşamalarının başarı ile 

gerçekleştiğini göstermektedir.  

 

İki metot için ayrı ayrı gerçekleştirilen deney prosedürleri üç tekrarlı olarak yapılmış ve 

teyit edilmiştir. Yüzey modifikasyon aşamasına ait MUA ve MPS kaplama verilerinin 

ortalamaları alındıktan sonra oluşturulan veri setlerine uygun eğri uydurma işlemi 

yapılmıştır. Eğri uydurma işlemi ile veri setlerindeki aykırı veriler ve gürültü verileri 

bastırılmıştır. 

 

Metot 1 ve Metot 2 olarak yürütülen iki farklı deney prosedürü için MUA ve MPS 

kaplamadan sonra gerçekleştirilen tüm deney prosedürleri aynı şekilde yürütülmüştür. 

 

2.2.2.2. EDC / NHS Kaplama 

 

Amin gruplarıyla kovalent bağ oluşturmak için karboksil gruplarının aktivasyonunda en 

yaygın kullanılan ve kabul edilen yöntem, EDC/NHS kimyasıdır. 

 

1-Etil-3- (3-Dimetilaminopropil) Karbodiimid (EDC), kullanımı kolay, nispeten ucuz ve 

suda çözünen bir çapraz bağlayıcıdır. Karboksil ve hidroksil gruplarını, birincil 

aminlerle birleştirmek için çeşitli birleşme tekniklerinde kullanılmaktadır. EDC, ilk 

olarak birincil aminleri, bir aktif ester ara maddesi (O- asilisourea) oluşturarak 

karboksilik asit ve hidroksil grubu ile birleştirir. Daha sonra oluşan aktif ester ara 

maddesi doğrudan amin ile reaksiyona girerek karboksilik asit ve hidroksil grubu ile 

amid bağı oluşturur ve yan ürün olarak bir üre türevi ortaya çıkar [123].  

 

N- hidroksisüksinimid (NHS), verimliliği artırmak ve kararlı (aminle reaktif) ara ürünler 

oluşturmak için genellikle EDC birleştirme protokollerine dahil edilir. NHS, birincil 

aminler ile karboksilatların aktivasyonunu içeren EDC çapraz bağlama reaksiyonlarının 

kontrolünü sağlar.  

 

EDC ve NHS çapraz bağlayıcıları ile gerçekleşen reaksiyonlar, hazırlanan solüsyonun 

pH değerine karşı duyarlıdır. Çapraz bağlama reaksiyonları, en verimli olarak pH 4 ila 6 

arasında asidik koşullarda gerçekleşmektedir. Bu nedenle çözücü olarak genellikle 

morfolinetansülfonik asit (MES) tampon çözeltisi tercih edilmektedir. Fosfat tamponları 

ve nötr pH (7,2'ye kadar) koşulları, reaksiyon kimyasıyla, düşük verimlilikle de olsa 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/covalent-attachment
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uyumludur [124]. Reaksiyon çözeltisindeki EDC miktarının arttırılması, azaltılmış 

etkinliği telafi edebilmektedir. 

 

 

 

Şekil 2.9. EDC/NHS’in MUA ile etkileşimi (Metot 1) 

 

 

 

Şekil 2.10. EDC/NHS’in MPS ile etkileşimi (Metot 2) 
 
 

2.2.2.2.1. EDC / NHS Solüsyonlarının Hazırlanması ve Uygulanması 

 

EDC solüsyonu, 1 ml saf su içerisine 5 mg EDC eklenerek hazırlandı. pH 5,5 olarak 

hazırlanan solüsyon 1 dakika karıştırılarak, 30 dakika boyunca sensör yüzeyine kapalı 

döngü olacak şekilde peristaltik pompa aracılığıyla verildi. Peristaltik pompanın hızı 

100 µl/sn olacak şekilde ayarlandı. 30 dakika boyunca QCM cihazından ölçüm alınarak 

EDC immobilizasyonuna ait frekans kayması kaydedildi. Daha sonra sensör yüzeyi saf 

su ile temizlendi.  
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NHS solüsyonu, 1 ml saf su içerisine 5 mg NHS ilave edilerek hazırlandı. pH 5,5 olarak 

hazırlanan solüsyon 1 dakika karıştırıldıktan sonra, 30 dakika boyunca MUA ve EDC 

kaplı sensör yüzeyine peristaltik pompa aracılığıyla verildi. Peristaltik pompanın hızı 

100 µl/sn olacak şekilde ayarlandı. 30 dakika boyunca QCM cihazından ölçüm alınarak 

NHS immobilizasyonuna ait frekans kayması kaydedildi ve sensör yüzeyi ilk olarak saf 

su ile temizlendi. Daha sonra peristaltik pompa hızı 100 µl/sn’ye ayarlanarak sensör 

yüzeyinden PBS çözeltisi geçirildi. Bu yapılan işlem ile sensör yüzeyi bir sonraki deney 

aşaması için hazır hale getirildi. 

  

Yüzey modifikasyon için MUA ve MPS kaplamadan sonra EDC/NHS çapraz 

bağlayıcıları kullanılmış ve bu bağlayıcılar ile sensör yüzeyine prob DNA 

bağlanabilmesi için uygun ortam oluşturulmuştur. Toplam 60 dakika süren EDC / NHS 

aşamasında belirgin bir şekilde frekans kayması gözlemlenmiştir. Frekans kayması bize 

MUA ve MPS kaplamalarının gerçekleştiğini göstermektedir. Çünkü 

immobilizasyonunun gerçekleşmesi için EDC/NHS’in yüzeyde bağlanabileceği 

kimyasal ajan olması gerekmektedir. Kısacası kullanılan çapraz bağlayıcılar hem MUA 

ve MPS kaplamasının gerçekleşip gerçekleşmediğinin teyit edilmesini sağlamış, hem de 

prob DNA’nın immobilizasyonu için istenilen bağlantıları gerçekleştirmiştir.  

 

EDC/NHS deney prosedürü üç tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Kaydedilen frekans 

kaymalarının ortalamaları alınmış ve oluşturulan veri setine eğri uydurma işlemi 

yapılmıştır. Eğri uydurma işlemi için 7. dereceden polinom kullanılmıştır. Eğri uydurma 

işlemi, verilen noktalardan minimum hata ile geçebilecek eğrinin uydurulması işlemidir. 

Bu işlemler MATLAB programında yapılmıştır. Eğri uydurma ile veri setinde bulunan 

aykırı veriler ve gürültü verileri bastırılmıştır. 

 

2.2.2.3. pDNA İmmobilizasyonu 

 

Antikor gibi peptitler ve proteinlerin çapraz bağlanması veya etiketlemesi için en basit 

ve en yaygın yöntem, birincil aminler (–NH2) ile reaksiyona giren kimyasal grupların 

kullanılmasıdır. Birincil aminler ile kimyasal bağlar oluşturacak çok sayıda kimyasal 

grup bulunmaktadır [125]. Bunlar; zotiyosiyanatlar, izosiyanatlar, asil azidler, NHS 

esterler, sülfonil klorürler, aldehitler, glikokalslar, epoksitler, oksiranlar, karbonatlar, 

aril halojenürler, imidoesterler, karbodiimitler, anhidritler ve florofenil esterlerdir. Bu 
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kimyasal gruplar arasından NHS esterleri ve imidoesterler, protein çapraz bağlama ve 

etiketleme için kullanılan en popüler amine özgü fonksiyonel gruplardır. 

 

NHS ester ile aktive edilen çapraz bağlayıcılar, kararlı amid bağları oluşturmak üzere 

birincil aminler ile hafif bazik koşullarda reaksiyona girer ve reaksiyon sonunda N-

hidroksisüksinimidi (NHS) serbest kalır. 

 

NHS esterlerinin aminler ile reaksiyonu pH'a bağlıdır. Düşük pH'ta tepkime 

gerçekleşmezken optimalden daha yüksek pH'da NHS esterin hızlı hidrolizi 

modifikasyonun verimi düşürülebilir. Modifikasyon için en ideal pH değeri 7 ile 9 

arasıdır [125].  

 

 

Şekil 2.11. pDNA’nın EDC/NHS ile etkileşimi (Metot 1) 

 

 

 

Şekil 2.12. pDNA’nın EDC/NHS ile etkileşimi (Metot 2) 
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2.2.2.3.1. pDNA Solüsyonunun Hazırlanması ve Uygulanması 

 

E. coli bakterisine ait pDNA amin (NH2) ile aktive edilmiş olarak satın alındı. pDNA 

dizaynı,  E.coli bakterisi ATCC 25922 suşunun apaH gen bölgesini hedef alacak şekilde 

yapılmıştır. Alınan pDNA’ya ilk olarak 1 ml saf su ilave edilerek stok solüsyon haline 

getirildi ve 10
15

 kopya/ml pDNA stok solüsyonu elde edilene kadar saf su ile aşamalı 

olarak açıldı. Muhafaza koşulları doğrultusunda deney süresine kadar 2-8°C’de 

saklandı. 

 

Stok olarak kullanılan pDNA tüpü her kullanımdan önce vorteks edildi. 1 ml PBS 

içerisine 10
15

 kopya/ml stok solüsyonundan 100 µl eklendikten sonra 1 dakika boyunca 

karıştırılarak pDNA solüsyonu kullanıma hazır hale getirildi. Gerçekleştirilen tüm 

deney aşamalarında pDNA konsantrasyonu 10
14

 kopya/ml olarak kullanıldı. 

 

Hazırlanan solüsyon 60 dakika boyunca peristaltik pompa ile sensör yüzeyine verildi. 

Kapalı döngü ile verilen pDNA solüsyonu için peristaltik pompa hızı
 
100 µl/sn olarak 

ayarlandı. 60 dakika boyunca deney sisteminden anlık olarak alınan veri sonuçlarına 

baktığımızda rezonans frekansında azalma gözlenmiştir. Bu durum, amin ile aktive 

edilmiş sentetik E. coli pDNA’sının, NHS ile tepkimeye girerek kararlı amit bağı ile 

sensör yüzeyine kovalent olarak bağlandığını göstermektedir. pDNA immobilizasyonu 

gerçekleştirildikten sonra sensör yüzeyi PBS ile temizlendi. Bu yapılan işlem ile sensör 

yüzeyi bir sonraki deney aşaması için hazır hale getirildi. 

 

10
14

 kopya/ml pDNA immobilizasyonunu ait deney aşaması 3 kez gerçekleştirildi ve 

her deney sonucunda elde edilen frekans bilgileri kayıt altına alındı. Ham veri setlerinin 

ortalaması alınarak elde edilen yeni veri setine eğri uydurma işlemi yapıldı. Eğri 

uydurma işlemi ile veri setindeki istenmeyen veriler bastırıldı. 

 

2.2.2.4. Model Tükürük  

 

Bu tez çalışmasında gerçek tükürük numunesi kullanılmamış ve E. coli bakterisine ait 

genetik materyalin model tükürük içerisinde tespiti amaçlanmıştır. Model tükürük 

kullanılmasının nihai amacı genetik tespitin model tükürükte gerçekleşip 

gerçekleşmediğini tespit etmek ve ileri çalışmalarda gerçek tükürük numuneleri ile E. 

coli bakterisinin genetik tespitini gerçekleştirmektir.  
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Model tükürük oluşturmak için kullanılan temel kimyasal PBS’dir. PBS, biyolojik 

araştırmalarda yaygın olarak kullanılan pH’ı yaklaşık olarak 7 olan bir tampon 

çözeltidir [129].  PBS ile hazırlanan çözeltilerin ozmolalitesi ve iyon konsantrasyonları 

insan vücudu (izotonik) için uygun olmakta beraber çoğu hücre için toksik de değildir.  

Tükürük konulu bölümde de anlatıldığı üzere insan tükürüğünde çeşitli mineraller 

bulunmaktadır. PBS çözeltisini insan tükürüğüne benzetmek için çözeltinin içerisine 

magnezyum ve kalsiyum ilave edilmiştir. Bunun yanında tükürükte bulunan proteinlerin 

göz ardı edilmemesi için % 5 oranında büyükbaş serum albümini (BSA) (10 ml PBS 

içinde 0,5 mg BSA) kullanılmıştır [130]. 

 

2.2.2.5. BSA Bloklama 

 

Bloke edici ajan olan büyükbaş serum albümini (-BSA-), antijen ve antikorların spesifik 

olmayan bağlanmasını önlemek için sıklıkla kullanılmaktadır. BSA, yaklaşık 583 amino 

asitten oluşan ve karbonhidrat içermeyen bir polipeptit zinciridir. Stabilitesi nedeniyle 

biyolojik reaksiyonlarda tercih edilen bu proteinin moleküler ağırlığı yaklaşık olarak 

66,000 gram/mol’dür [130]. 

 

İnsan tükürüğünde bulunan proteinler spesifik olmayan bağlantılar 

gerçekleştirebilmektedir. Bunu önlemek ve yüzey modifikasyonunun gerçekleştiğinden 

emin olmak için pDNA immobilizasyonundan sonra BSA ile bloklama yapılmıştır. Bir 

protein olan BSA’nın üzerinde karboksilik asit, tiyol ve amin fonksiyonel grupları 

bulunmaktadır. Metot 1’de, MUA kaplamanın SAM oluştururken yoğunlaşma 

tepkimesine maruz kalmaması ve moleküller arasında oluşan boşluk nedeni ile BSA, 

hem altın yüzeye (içerdiği tiyol grupları ile) hem de pDNA bağlanmayan amin reaktif 

gruplara (içerdiği amin grupları ile) bağlanmaktadır. Metot 2’de ise MPS kaplamanın 

yoğunlaşma tepkimesi gerçekleştirmesinden ötürü yüzeydeki moleküller arasından 

boşluk oluşmaz. Bu nedenle, BSA yalnızca pDNA bağlanmayan amin reaktif gruplara 

(içerdiği amin grupları ile) bağlanmaktadır. Bu yapılan işlem ile bir sonraki aşamada 

gerçekleştirilecek olan tDNA tespiti için ortam hazırlanmış ve tDNA'nın yapabileceği 

spesifik olmayan bağlantılar önlenmiştir. 

 
 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Buffer_solution
https://en.wikipedia.org/wiki/Buffer_solution
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Şekil 2.13. BSA’nın altın yüzey ile etkileşimi (Metot 1) 

 

 

 

Şekil 2.14. BSA’nın altın yüzey ile etkileşimi (Metot 2) 

 

 

2.2.2.5.1. BSA Solüsyonunun Hazırlanması ve Uygulanması 

 

BSA solüsyonu, 10 ml PBS içerisine 0,5 mg BSA eklenerek hazırlandı. BSA ölçümü 

için hassas terazi kullanıldı. Molekül ağırlığı büyük olan BSA’nın, PBS çözeltisi 

içerisinde homojen bir şekilde dağıldığından emin olana kadar karıştırıldı. 60 dakika 

boyunca sensör yüzeyine kapalı döngü olacak şekilde peristaltik pompa aracılığıyla 

verildi. Peristaltik pompanın hızı 100 µl/sn olacak şekilde ayarlandı.  
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60 dakika olarak gerçekleştirilen BSA bloklama işlemi boyunca QCM cihazından anlık 

olarak ölçüm alındı. Elde edilen frekans bilgileri kaydedildi. Bu işlem sonunda sensör 

yüzeyi, % 5 oranında hazırlanan BSA (10 ml PBS içinde 0,5 mg BSA)  ile proteine 

doyurulmuştur.  

 

BSA bloklama işlemi 3 kez tekrarlanmıştır. Her deney sonucunda elde edilen frekans 

bilgileri QCM sistemi üzerinden kayıt altına alınarak ham veri setlerinin ortalaması 

alınmıştır. Elde edilen yeni veri setine eğri uydurma işlemi yapılmış ve veri setindeki 

istenmeyen veriler bastırılmıştır. Bu aşamaların sonunda elde edilen sonuç grafiğine 

bakıldığında rezonans frekansında kayma gözlenmiştir. Bu durum bize BSA bloklama 

aşamasının başarı ile gerçekleştiğini ve sensör yüzeyinin tDNA tespiti için hazır olduğu 

göstermektedir. 

 

2.2.3. tDNA Tespiti 

 

E. coli bakterisine ait satın alınan sentetik tDNA’lar pDNA ile tamamlayıcı özelliktedir. 

Tez çalışmasının amacı, model tükürük içerisinde E. coli bakterisinin genetik tespitini 

gerçekleştirmektir. Bu amaç doğrultusunda, MUA-EDC-NHS-pDNA-BSA ve MPS-

EDC-NHS-pDNA-BSA aşamaları ile gerçekleştirilen iki farklı metot içinde sensör 

yüzeyinin modifikasyonu gerçekleştirilmiş ve tDNA tespiti için uygun ortam 

oluşturulmuştur. 

 

pDNA ile tDNA birbirini tamamlayan iki DNA zinciridir. Sensör yüzeyine önceden 

bağlantısı gerçekleştirilen pDNA ile bu aşamada sensör yüzeyine verilecek olan tDNA 

ikili sarmal biçiminde bir araya gelerek hibridizasyona uğrayacaktır. Hibridizasyon 

sonunca pDNA ile tDNA arasında hidrojen bağları kurulacak ve sensör yüzeyinin 

ağırlığını değiştirecektir. Sensör yüzeyindeki ağırlığın artması sonucunda rezonans 

frekansında oluşan değişim, tDNA tespitinin gerçekleşip gerçekleşmediğini ortaya 

koyacaktır. 
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Şekil 2.15. Hibridizasyon reaksiyonu (Metot 1) 

 

 

 

Şekil 2.16. Hibridizasyon reaksiyonu (Metot 2) 

 

 

2.2.3.1. tDNA Solüsyonunun Hazırlanması ve Uygulanması 

 

Analitin konsantrasyonunun, tespite etkisini araştırmak için Metot 1’de, 10
13

 kopya/ml, 

10
10

 kopya/ml ve 10
8
 kopya/ml olmak üzere 3 farklı konsantrasyonda tDNA 

solüsyonları hazırlanarak sensör yüzeyine verilmiştir. Yüzey modifikasyonunun tespite 

etkisini araştırmak için ise Metot 2’de, 10
13

 kopya/ml konsantrasyonu için tDNA 

solüsyonu hazırlanmış ve sensör yüzeyine verilmiştir. 
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Satın alınan E. coli bakterisine ait sentetik tDNA, ilk olarak 1 ml saf su ile açıldı ve 10
17

 

kopya/ml stok solüsyonu elde edildi. Bu stok solüsyonu ile kademeli olarak 10
13

 

kopya/ml, 10
10

 kopya/ml ve 10
8
 kopya/ml tDNA solüsyonları hazırlandı. 

 

Her iki prosedür içinde peristaltik pompa hızı 100 µl/sn ayarlanarak 60 dakika boyunca 

kapalı döngü ile sensör yüzeyine verilmiştir. Bu üç konsantrasyonun dışında kontrol 

amaçlı olarak 0 kopya/ml içeren tDNA solüsyonu hazırlanarak peristaltik pompa ile 

sensör yüzeyine uygulandı. Böylelikle 10
13

 kopya/ml, 10
10

 kopya/ml ve 10
8
 kopya/ml 

konsantrasyonlarında gerçekleşen frekans kaymalarının solüsyonların içerisinde 

bulunan tDNA’dan kaynaklandığı tespit edilmiştir. 

 

tDNA solüsyonu için ilk olarak, 1 ml PBS içerisine 0,05 mg BSA eklenerek model 

tükürük ortamı oluşturuldu. 10
13

 kopya/ml konsantrasyonuna sahip tDNA solüsyonunu 

için, hazırlanan çözelti (1 ml PBS içerisine 0,05 mg BSA ilave edilerek hazırlanan 

çözelti ) içerisine 0,1 µl tDNA, 10
10

 kopya/ml tDNA solüsyonu için, 0,0001 µl tDNA, 

10
8
 kopya/ml tDNA solüsyonunu için, 0,000001 µl tDNA ilave edildi. 10

0
 kopya/ml 

konsantrasyonuna sahip tDNA solüsyonu için 1 ml PBS içerisine 0,05 mg BSA ilave 

edilerek hazırlanan solüsyon kullanıldı.  

 

Hazırlanan solüsyonlar karıştırıldıktan sonra 60 dakika boyunca peristaltik pompa ile 

sensör yüzeyine verildi. Kapalı döngü ile verilen tDNA solüsyonları için peristaltik 

pompa hızı
 
100 µl/sn olarak ayarlandı. 60 dakika boyunca deney sisteminden anlık 

olarak alınan frekans bilgileri kaydedildi.  

 

tDNA tespiti için belirlenen tüm konsantrasyonlar için deney prosedürü, en az üç kere 

tekrarlanmıştır. Her deney sonucunda elde edilen her bir konsantrasyona ait frekans 

bilgileri QCM sistemi üzerinden kayıt altına alınarak ham veri setlerinin ortalaması 

alınmıştır. Elde edilen yeni veri setlerine eğri uydurma işlemi yapılmış ve veri setindeki 

istenmeyen veriler bastırılmıştır. Bu aşamaların sonunda elde edilen sonuç grafiklerine 

(10
13

 kopya/ml, 10
10

 kopya/ml ve 10
8
 kopya/ml ) ayrı ayrı bakıldığında rezonans 

frekanslarında azalma gözlenmiştir. Fakat 10
0
 kopya/ml konsantrasyonuna sahip tDNA 

deneylerinin sonuçlarında belirgin bir kayma gözlemlenememiştir. Bu durum bize 

sistemin sadece içerisinde tDNA numunesi bulunan solüsyona cevap verdiğini, PBS ve 

BSA ile hazırlanan çözeltiye cevap vermediğini göstermiştir.  



 

 

 

 

 

 

 

3.  BÖLÜM  

BULGULAR ve SONUÇLAR 

3.1. Deney Aşamalarının Frekans Analizi 

 

3.1.1. 30 Dakikada Gerçekleştirilen Yüzey Modifikasyonlarının QCM ile Takibi 

 

Escherichia coli bakterisinin, genetik tespiti için en uygun yüzey modifikasyonunu 

belirlemek amacıyla yapılan çalışmalar, Tablo 2.2.’de verildiği üzere Metot 1 ve Metot 

2 olarak ayrıştırılmıştır. Bu iki metodun temel farkı, yüzey modifikasyon aşamasının 

Metot 1’de MUA kimyasal kaplama ajanı ile Metot 2’de ise MPS kimyasal kaplama 

ajanı ile yürütülmesidir. Genetik tespitin başarılı bir şekilde gerçekleştirilmesine olanak 

sağlayacak en uygun yüzey modifikasyon prosedürünün belirlenmesi için ilk olarak, 

MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanları 30 dakika boyunca peristaltik pompa aracılığı 

ile sensör yüzeyine verilmiştir. 

 
 

 

Şekil 3.1. tDNA (30 dakika MUA) tespitinin QCM ile takibi
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Şekil 3.2. tDNA (30 dakika MPS) tespitinin QCM ile takibi 

 

 

MUA (30 dakika) > EDC/NHS > pDNA > BSA > tDNA (10
13

 kopya/ml) prosedürünün 

son ve en önemli aşaması olan tDNA tespitinin, sensör yüzeyinde oluşturduğu rezonans 

frekansındaki değişim Şekil 3.1.’de verilmiştir. Grafiğe bakıldığında 10
13

 kopya/ml 

tDNA’nın (30 dakika MUA) sensör yüzeyine uygulanması sonucunda rezonans 

frekansında 4.6 Hz’lük azalma görülmüştür. 

 

MPS (30 dakika) > EDC/NHS > pDNA > BSA > tDNA (10
13

 kopya/ml) prosedürünün 

son ve en önemli aşaması olan tDNA tespitinin, sensör yüzeyinde oluşturduğu rezonans 

frekansındaki değişim Şekil 3.2.’de verilmiştir. Grafiğe bakıldığında 10
13

 kopya/ml 

tDNA’nın (30 dakika MPS), sensör yüzeyine uygulanması sonucunda rezonans 

frekansında 9 Hz’lük artış gözlemlenmiştir. 

 

İki prosedür sonucunda elde edilen verilere bakıldığında, MUA ile gerçekleştirilen ilk 

prosedürde tDNA’nın en yüksek konsantrasyonu olan 10
13

 kopya/ml için rezonans 

frekansında gerçekleşen kaymanın yetersiz olması ve MPS ile gerçekleştirilen ikinci 

prosedürde ise rezonans frekansında ters kayma gözlemlenmesi sonucunda MUA ve 

MPS kimyasal kaplama ajanlarının sensör yüzeyine uygulanma sürelerinin yetersiz 

olduğu görülmüştür. Literatürdeki çalışmalar da gözden geçirilerek [124,76] MUA ve 
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MPS kimyasal kaplama ajanlarının sensör yüzeyine uygulanma süreleri bir gece olacak 

şekilde değiştirilmiştir.  

 

 3.1.2. Metot 1 ve Metot 2 Deney Sonuçları 

 

 

 

Şekil 3.3. Metot 1’e ait deney aşamalarının QCM ile takibi 

 

 

 

Şekil 3.4. Metot 2’e ait deney aşamalarının QCM ile takibi 
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Metot 1 ve Metot 2’ye ait deneylerin birinci basamağı, sırası ile MUA ve MPS kimyasal 

ajanları ile sensör yüzeyinin kaplanma işlemidir. MUA kimyasal kaplama ajanının 

içerdiği tiyol grupları (-SH) altın elektrot ile etkileşime girerek altın yüzeyde 

karboksilik asit (-COOH) ile işlevselleştirilmiş SAM'lar oluşturur [119] iken MPS 

kimyasal kaplama ajanı ise hidroksil grupları (-OH) ile işlevselleştirilmiş SAM'lar 

oluşturmaktadır [127]. Bir gece boyunca bekletilerek gerçekleştirilen yüzey kaplama 

işleminde, anlık ölçüm alınmadığı için MUA ve MPS yüzey modifikasyon sonuçları 

yukarıda verilen grafiklerde yer almamaktadır. Fakat gerçekleştirilen tüm deney 

basamakları birbirleri ile bağlantılı oldukları için bir sonraki basamak bir önceki işlemi 

doğrular niteliktedir. Bu nedenle Metot 1 ve Metot 2’ye ait EDC sonuçlarında gözlenen 

frekans kayması MUA ve MPS kaplama işlemlerini doğrulamaktadır.   

 

İkinci ve üçüncü basamakta, 30 dakikalık süreler ile EDC/NHS kaplama işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Bu süre boyunca QCM sistemi ile alınan anlık frekans bilgileri 

neticesinde rezonans frekansında, Metot 1’de EDC için 6.5 Hz, NHS için 9.75 Hz, 

Metot 2’de ise EDC için 19.8 Hz, NHS için 14.2 Hz frekans kayması gözlemlenmiştir. 

EDC/NHS kaplama işlemi neticesinde altın yüzey, amin reaktif olarak işlevselleştirilmiş 

ve amin aktif pDNA immobilizasyonu için hazır hale getirilmiştir.   

 

Dördüncü basamakta, pDNA immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir. Yukarıdaki veriler 

analiz edildiğinde pDNA immobilizasyonu sonucunda rezonans frekansında Metot 1’de 

7.7 Hz, Metot 2’de 19.6 Hz frekans kayması gerçekleştiği görülmektedir. 

Gerçekleştirilen immobilizasyonun sonucunda amin (NH2) ile aktive edilmiş sentetik 

pDNA, NHS ester ile tepkimeye girerek kararlı amid bağları oluşturmuştur [125]. 

pDNA’nın altın yüzeye bağlanması sonucunda rezonans frekansında azalma 

gözlemlenmesi altın yüzeyde, NHS esterinin varlığını ve EDC/NHS kaplama işleminin 

başarı ile gerçekleştiğini ortaya koymaktadır. 

 

Beşinci basamakta, BSA bloklama işlemi yapılmıştır. Bloklama sonucunda altın 

yüzeyin rezonans frekansında, Metot 1’de 19.3 Hz, Metot 2’de 11.9 Hz’lük azalma 

gerçekleşmiştir. BSA bloklama işlemi, insan tükürüğünde bulunan proteinlerin spesifik 

olmayan bağlantılar gerçekleştirmemesi için yapılmıştır. Bu yapılan işlem ile bir sonraki 

aşamada gerçekleştirilecek olan tDNA tespiti için ortam hazırlanmış ve tDNA'nın 

yapabileceği spesifik olmayan bağlantılar önlenmiştir. 
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Altıncı basamakta ise kontrol deneyi gerçekleştirilmiştir. Bu deney için sisteme, 

içerisinde tDNA bulunmayan solüsyon (1 mL PBS içerisine 0,05 mg BSA) hazırlanarak 

uygulandı. Kontrol basamağı sonucunda rezonans frekansında görülen azalma, Metot 

1’de 0.1 Hz, Metot 2’de ise 0.5 Hz’dür. Bu sonuçlar bize altın yüzeyin, içerisinde tDNA 

numunesi bulunmayan, PBS ve BSA ile hazırlanan çözeltiye doyduğunu 

göstermektedir. 

 

Yedinci basamakta ise tDNA tespiti yapılmıştır. Mililitrede 10
13

 tane tDNA kopyası 

içeren solüsyon, altın yüzeye verilmiştir. Altın yüzeye önceden bağlantısı 

gerçekleştirilen pDNA ile pDNA’nın tamamlayıcısı olan ve bu aşamada altın yüzeye 

verilen tDNA, pDNA ile ikili sarmal biçiminde bir araya gelerek hibridizasyon işlemi 

gerçekleşmiştir. Hibridizasyon ile altın yüzeydeki ağırlığın artması sonucunda rezonans 

frekansında Metot 1’de 6.95 Hz, Metot 2’de 4.25 Hz azalma gerçekleşmiştir. Her iki 

sonuç da en yüksek konsantrasyonda (10
13 

kopya/ml) gerçekleştirilen tDNA tespitinin 

başarı ile tamamlandığını ortaya koymaktadır.  

 

3.1.3. tDNA Tespitinde Yüzey Kaplama Sürelerinin Karşılaştırılması  

 

 

Şekil 3.5. tDNA tespitinde MUA yüzey kaplama sürelerinin karşılaştırılması 
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Şekil 3.6. tDNA tespitinde MPS yüzey kaplama sürelerinin karşılaştırılması 

 

 

MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanları, ilk olarak 30 dakika boyunca sensör yüzeyine 

verildi. Fakat Şekil 3.1., Şekil 3.2.’de verilen grafiklere ve literatür araştırmalarına 

dayanarak yüzey modifikasyonu için uygulanan sürenin bir gece olarak uzatılmasına 

karar verilmiştir. Şekil 3.5.’daki grafiğe bakıldığında MUA kaplamanın 30 dakika 

olarak uygulandığı deney prosedüründe, tDNA (10
13

 kopya/ml) tespit aşamasında, 

rezonans frekansında 4.6 Hz azalma görülürken bir gece olarak gerçekleştirilen deney 

prosedüründe, 6.95 Hz azalma görülmüştür. Şekil 3.6.’deki grafiğe baktığımızda ise 

MPS kaplamanın 30 dakika olarak uygulandığı deney prosedüründe, tDNA (10
13

 

kopya/ml) tespit aşamasında, rezonans frekansında 9 Hz artış gerçekleşirken bir gece 

olarak gerçekleştirilen deney prosedüründe 4.25 Hz azalma görülmüştür. Elde edilen 

karşılaştırmalı sonuçlar incelendiğinde deney prosedürünün yüzey modifikasyon 

aşamasında yapılan değişikliğin tDNA tespiti için en uygun süre olduğunu 

göstermektedir. 
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Şekil 3.7. Metot 1 ve Metot 2’deki tDNA (1013 kopya/ml) frekans kaymalarının  

                     karşılaştırılması 

 

 

Şekil 3.3., Şekil 3.4. ve Şekil 3.7’de verilen grafikler ve yukarı belirtilen açıklamalar 

incelendiğinde MPS yüzey modifikasyonunu kapsayan Metot 2’nin en yüksek 

konsantrasyon olan 10
13 

kopya/ml konsantrasyonunda gerçekleştirilen tDNA tespiti 

sonucunda rezonans frekansındaki azalma, MUA yüzey modifikasyonunu kapsayan 

Metot 1’e oranla istenilen seviyede gerçekleşmemiştir. Bunun yanı sıra 0 kopya/ml 

konsantrasyonunda gerçekleştirilen kontrol deneylerinde Metot 1’in Metot 2’ye oranla 

daha kararlı cevap verdiği Şekil 3.7.’de görülmektedir. Tüm bu nedenlerden dolayı 

tDNA konsantrasyon deneyleri kapsamında gerçekleştirilmesi planlanan 10
10 

kopya/ml 

ve 10
8 

kopya/ml konsantrasyonlarına Metot 1 ile devam edilmeye karar verilmiştir.  
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3.1.4. Farklı tDNA Konsantrasyonlarının Frekans Analizi 

 

 

Şekil 3.8.’de farklı tDNA konsantrasyonlarında hazırlanan solüsyon, altın yüzeye 

uygulandığında rezonans frekansında gerçekleşen değişimler verilmiştir. İçerisinde 

tDNA kopyası içermeyen kontrol deneyi sonucunda rezonans frekansındaki azalma 0.1 

Hz’dür. Biyosensörler ile başarılı bir tespit işlemi gerçekleştirebilmek için kısaca SNR 

olarak belirtilen sinyal gürültü oranının 3’ten büyük olması gerekmektedir. En küçük 

konsantrasyonda gerçekleşen kayma miktarı ve kontrol konsantrasyonunun standart 

sapması ile hesaplanan SNR oranı, yapılan çalışma için 5.1 olarak hesaplanmıştır. 

Buradan kullanılan tespit sisteminin, biyosensör alanında kullanılabilecek sinyal gürültü 

kalitesine sahip olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

Diğer konsantrasyonlarda gerçekleştirilen deney sonuçlarında, 10
8 

kopya/ml tDNA için 

1.27 Hz, 10
10 

kopya/ml tDNA için 3.67 Hz ve 10
13 

kopya/ml tDNA için 6.95 Hz frekans 

kayması görülmüştür.  

 

Şekil 3.8. Metot 1’e ait tDNA frekans kaymalarının karşılaştırılması 
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10
8 

kopya/ml konsantrasyonu sonucunda gerçekleşen rezonans frekansındaki azalmanın, 

kontrol aşamasında gerçekleşen rezonans frekansındaki azalmadan fazla olması altın 

yüzeyin, yalnızca içerisinde pDNA’nın tamamlayıcısı olan tDNA’ya cevap verdiğini 

ortaya koymaktadır. Şekil 3.8.’de de açıkça görüldüğü gibi her konsantrasyon artışında 

rezonans frekansında gerçekleşen kayma miktarı da sayısal olarak artmıştır. Bu durum 

elde edilen sonuçların mantıksal çerçevede olduğunu göstermektedir. 

 

 

 
Şekil 3.9. Kalibrasyon eğrisi 

 

 

Şekil 3.9.’da 3 farklı konsantrasyon için rezonans frekansında elde edilen ölçüm 

değerleri ile kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. Mililitredeki tDNA konsantrasyonun 

artması sonucunda elde edilen eğride de bir artış gözlemlenmektedir. 

 

3.2. İstatiksel Analiz 

 

Yapılan tez çalışmasında, Metot 1’e ait kontrol deneyleri ile mililitrede 10
8
 kopyaya 

sahip en küçük konsantrasyon deneyleri sonucunda elde edilen frekans kaymaları 

Microsoft Excel programı ile t-Teste tabi tutulmuştur. İki veri setine ait deney 

sonuçlarının birbirinden anlamlı derecede farklılık içerdiğini görmek amacıyla çift 

taraflı ve 2 değişken bağımsız t-Testi kullanılmıştır. t-Test sonucunda p değeri, 

0.000001 olarak elde edilmiştir. p değeri, 0.05’den oldukça küçük olduğu için 

değişkenler arasında anlamlı bir fark olduğu istatiksel olarak ortaya konmuştur.



 

 

 

 

 

 

 

4.  BÖLÜM  

TARTIŞMA, SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

İnsan sağlığını tehdit eden, büyük salgınlarda adını duyduğumuz ve dünya çapındaki 

ölüm oranlarının büyük bir kısmını kapsayan gastrointestinal enfeksiyonlara sebep olan 

E. coli bakterisi, gösterdiği antibiyotik direncinden ötürü bağışıklık sistemi baskılanmış, 

birden fazla antibiyotik kullanımına maruz kalan kişilerde ve hijyen problemleri 

yaşanan yerlerde önemli bir risk oluşturmaktadır. Sonucu ölüme kadar giden başta kanlı 

diyare olmak üzere çeşitli hastalıklara sebep olan bu patojenik bakterinin tespit 

süresinin kısaltılması, erken tanı sayesinde gerekli tedavi işlemlerine ivedilikle 

başlanabilmesi amacıyla bu tez çalışmasında, QCM sensör ile model tükürükte 

Escherichia coli bakterisi ATCC 25922 suşunun genetik tespiti yapılmaya çalışılmıştır. 

QCM sensörü ile Escherichia coli bakterisinin genetik tespitinin, herhangi bir DNA 

izolasyonu, pürifikasyonu ve amplifikasyonuna ihtiyaç duymadan, klinik test araçlarının 

hassasiyet seviyesinde, hızlı ve yerinde gerçekleştirilebilmesi amaçlanmıştır. Yapılan 

genetik tespit işleminin, tükürük sıvısı ile sağlanması ise hem hasta konforu hem işlem 

maliyeti hem de sağlık personel ihtiyacının oluşmaması açısından oldukça avantaj 

sağlamaktadır. 

 

Bu tez çalışmasında ilk olarak, literatür çalışması yapılmıştır. Kapsamlı bir şekilde 

yürütülen bu literatür çalışmasında ilk olarak E. coli bakterisi ve bakteri tespiti için 

kullanılan yöntemler araştırılmıştır. Elde edilen bilgiler neticesinde olumlu ve olumsuz 

yönleri bulunan, hali hazırda kullanılan yöntemlere karşı alternatif bir yöntemin nasıl 

olabileceği üzerine tekrar araştırmalar yapıldı. Tamamlanan literatür araştırmaları 

sonucunda,  özellikle DNA izolasyonu, pürifikasyonu ve amplifikasyonuna 

gerekmemesi, güvenilir ve hassasiyetinin yüksek olması, uzman personel 

gerektirmemesi, yerinde ve hızlı tespit yapabilmesi gibi pek çok sebepten ötürü QCM 

sensör ile çalışmaya karar verilmiştir. 
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Escherichia coli bakterisi ATCC 25922 suşunun genetik tespitini en hassas ve kararlı 

bir şekilde gerçekleştirebilmek için MPS, MUA ve diğer kullanılan kimyasalların etkisi 

incelendi. DNA tespitinin kalitesini ve hassasiyeti, altın yüzeyin kimyasal ve morfolojik 

özellikleri ile doğrudan ilişkilidir. Bu doğrultuda temelde 2, toplamda 4 farklı yöntem 

denenerek DNA tespiti için un uygun yüzey modifikasyonu ve bu yüzey modifikasyonu 

için en uygun süre belirlenmeye çalışılmıştır. Yüzey işlevselleştirmesi için MUA ve 

MPS kimyasal kaplama ajanları ile ilk olarak yüzey modifikasyon süresinin 

belirlenmesi yönünde çalışmalar yapıldı. Bu doğrultuda, 30 dakika ve bir gece olacak 

şekilde iki yüzey modifikasyon süresi karşılaştırıldı. 3. Bölümde verilen grafikler ve 

açıklamalar ile MUA ve MPS kimyasal kaplama ajanlarının, sensör yüzeyine 30 dakika 

uygulanma sürelerinin yetersiz olduğu, bir gece uygulanma süresinde daha başarılı 

sonuçlar elde edildiği ortaya konmuş ve MUA, MPS kimyasal kaplama ajanlarının 

sensör yüzeyine uygulanma süreleri bir gece olacak şekilde değiştirilmiştir. Sonuçlar 

neticesinde belirlenen yüzey modifikasyon süresi literatürde yer alan çalışmalar ile 

bağdaşmaktadır [124,76]  

 

DNA tespiti için en uygun yüzey modifikasyonunu belirleme çalışmaları, MUA ve MPS 

kimyasal ajanları ile sensör yüzeyinin bir gece boyunca kaplanmasına dayanmaktadır. 

Yapılan deney sonuçlarında elde edilen veriler incelendiğinde MUA yüzey 

modifikasyonun, MPS yüzey modifikasyonuna nazaran DNA tespit işleminde daha 

başarılı ve negatif kontrol deneylerinde daha kararlı olduğu sonucuna varılmıştır. Bu 

nedenle tDNA konsantrasyon deneyleri, Metot 1 ile gerçekleştirilmiştir.  

 

Gerçekleştirilen tüm deneyler en az 3 tekrarlı olarak yapılmış, elde edilen frekans 

kaymaları analiz edilerek sinyal işleme işlemlerinden sonra 3. Bölümde grafikler 

halinde sunulmuş ve yorumlanmıştır.  

 

Çalışmanın en küçük konsantrasyonu olan 10
8
 kopya/ml tDNA ile yürütülen deneyler 

sonucunda sistemin rezonans frekansında gözlemlenen kaymalar, kontrol deneyleri baz 

alındığında en küçük konsantrasyon için dahi E. coli bakterisinin genetik tespitinin 

başarılı bir gerçekleştiğini ortaya koymuştur. Elde edilen DNA algılama hassasiyeti, 

literatürde yapılan benzer çalışmalar ile kıyaslanırsa: Xiaofan ve arkadaşları yaptığı 

çalışmada, MHDA, EDC ve NHS ile sensör yüzeyini modifiye ederek E. coli 

bakterisinin tespiti için tespit limiti 1.46 × 10
3
 CFU/ml olan QCM aptasensörü 
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geliştirmeye çalışmışlardır [126]. Xiaole Mao ve arkadaşları, QCM sistem ile E. coli 

bakterisini tespit etmek için DNA sensörü geliştirmiş ve tespit limitini 10
-12

 M (1 pM) 

olarak açıklamışlardır [131]. Dingzhong Wang ve arkadaşları, tek bazlı DNA için 

yeniden kullanılabilir ve tespit limiti 0.8 nM olan QCM biyosensörü geliştirilmişlerdir 

[132]. Başka bir çalışmada ise araştırmacılar, QCM sisteminden farklı bir yöntem 

kullanarak 3 pM hassasiyette DNA tespiti yapmışlardır [133]. Bu tez çalışmasında ise 

10
8
 kopya/ml (0.2 pM) hassasiyette DNA tespiti gerçekleştirilmiş.  

 

E. coli bakterisinin hızlı ve doğru tespiti, morbidite ve mortalite oranlarını oldukça 

etkileyecektir. Bu tez çalışmasında, gelecekte bir kişinin, tükürük numunesine bakılarak 

QCM sensör aracılığı ile hızlı bir şekilde birçok genetik tespitin gerçekleştirilmesine 

yardımcı olacak çalışma ve sonuçlar sunulmuştur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095656630500134X#!
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