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ÖZET 

GIDA KAYNAKLI PATOJEN TESPİTİNDE AMPLİFİKASYON 

ÜRÜNLERİNİN KOLORİMETRİK BELİRLENMESİ 

Kırıkkale Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyomühendislik Anabilim Dalı,  

Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Dr. Öğretim Üyesi Beste ÇAĞDAŞ 

Ağustos 2024, 45 s. 

 

Bu tez çalışmasında hedef gıda kaynaklı patojene ait asimetrik polimeraz zincir 

reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon ürününün jel elektroforez ile belirlenmesi 

aşamasına ihtiyaç duyulmadan altın nanoparçacık temelli hızlı teşhisi 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla öncelikle pozitif ve negatif kontrol olarak seçilen gıda 

kaynaklı hastalıklara neden olan, seçilmiş bakteri suşlarının uygun koşullarda kültürü 

yapılmış (37°C, nutrient broth) ve kültürlerden genomik DNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Ardından asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile, 

etkileştiğinde, altın kolloidal süspansiyonu renginde değişikliğe neden olan ve çok 

düşük konsantrasyonlarda dahi çıplak gözle tespit edilebilen tek zincirli bölgeleri olan 

PCR ürünleri elde edilmiştir. Çalışmanın son aşamasını gerçekleştirmek amacıyla ise 

Turkevich yöntemi kullanılarak AuNP’ler sentezlenmiş ve karakterizasyon işlemleri 

gerçekleştirilmiştir. Buna göre sentezlenen AuNP’lerin hidrodinamik boyutu 28 nm ve 

zeta potansiyeli ise -26,4 mV olarak bulunmuştur. SEM ile yapılan analize göre ise 

parçacıkların yuvarlak morfolojide oldukları ve agregasyona eğilimli olmadıkları 

tespit edilmiştir. Çalışmanın son aşamasında ise AuNP/NaCI etkileşiminin, ortama 

PCR ürünü ilavesi sonrasında çökelmeye karşı stabilliği çözelti renginin kırmızı veya 

mavi renk yoğunluklarına göre akıllı telefon uygulaması yardımı ile (RGB analizine 

göre) değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, patojen hedef dizisinin, günümüzde yaygın 

kullanılan diğer yöntemlere göre daha hızlı ve ekonomik bir şekilde kolorimetrik 

olarak tespiti gerçekleştirilebilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Altın nanoparçacık, asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu, akıllı 

telefon uygulaması, gıda kaynaklı patojen, hızlı tespit, kolorimetrik belirleme 
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ABSTRACT 

COLORIMETRIC DETERMINATION OF AMPLIFICATION PRODUCTS 

IN FOODBORNE PATHOGEN DETECTION 

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Bioengineering  

Master's Thesis 

Supervisor: Dr. Beste ÇAĞDAŞ 

August 2024, 45 p. 
 

In this study, gold nanoparticle-based rapid diagnosis of the target foodborne pathogen 

was achieved without the need for gel electrophoresis determination of the 

amplification product obtained by asymmetric polymerase chain reaction. For this 

purpose, selected bacterial strains that cause foodborne diseases, selected as positive 

and negative controls, were cultured under appropriate conditions (37°C, nutrient 

broth) and the concentration and DNA samples were obtained sby isolating genomic 

DNA from the cultures. Then, by asymmetric polymerase chain reaction (PCR), PCR 

products with single-chain regions were obtained, which, when interacted, cause a 

change in the color of the gold colloidal suspension and can be detected with the naked 

eye even at very low concentrations. In order to carry out the last stage of the study, 

AuNPs were synthesized and characterization was carried out using the Turkevich 

method. Accordingly, the hydrodynamic size of the synthesized AuNPs was found to 

be 28 nm and the zeta potential was -26.4 mV. According to the analysis performed 

with SEM, it was determined that the particles had a round morphology and were not 

prone to aggregation. In the final stage of the study, the stability of the AuNP/NaCl 

interaction against precipitation after the addition of the PCR product to the medium 

was evaluated with the help of a smartphone application (according to RGB analysis) 

according to the red or blue color intensities of the solution color. As a result, 

colorimetric detection of the pathogen target sequence was possible faster and more 

economically than other methods commonly used today. 

Keywords: Gold nanoparticle, asymmetric polymerase chain reaction, smartphone 

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

Gıda kaynaklı patojenler, insan sağlığı ve ekonomisi üzerinde önemli etkileri olan, 

dünya genelinde halk sağlığını tehdit ederek çok sayıda hastalığa sebep olan 

etkenlerdir. Gıda kaynaklı patojenlerin hızlı ve doğru bir şekilde varlığının tespit 

edilmesi gıda güvenliği ve insan sağlığı için büyük önem arz etmektedir. Gıda kaynaklı 

hastalıklar genel anlamda patojen mikroorganizmalar ya da mikrobiyal toksinler ile 

kontamine olmuş gıdaların tüketilmesi ile oluşan ve daha çok gastrointestinal 

semptomlarla seyreden klinik tablolardır (Sağlam ve Şeker, 2016). Bu mikrobiyal 

kökenli hastalıklar; gıda kaynaklı infeksiyonlar ve gıda kaynaklı mikrobiyal 

intoksikasyonlar şeklinde ortaya çıkabilmektedir (Sağlam ve Şeker, 2016). Gıda 

enfeksiyon ve intoksikasyonlarına neden olan çok sayıda bakteri bulunmakla birlikte, 

en önemlileri: Staphylococcus aureus, Salmomella spp., Campylobacter spp, Listeria 

monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium spp., Escherichia coli O157:H7, 

Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Brucella spp. ve Aeromonas spp. 

olarak bilinmektedir (Sağlam ve Şeker, 2016). Gıda kaynaklı patojenlerin en 

önemlilerinden birisi de Staphylococcus aureus bakterisidir ve bu bakteri gıda 

teknolojisinde dikkatleri özellikle üzerine çeken bir türdür. S. aureus başta ışıl işlem 

olmak üzere mikroorganizmaların bertaraf edilmesine yönelik tüm uygulamalara karşı 

yüksek bir duyarlık gösterir. S. aureus’un suşları genellikle gıdalarda gelişerek ısıl 

işleme dayanıklı enterotoksin üreterek gıda zehirlenmelerine neden olur (Bintsis, 

2017). S. aureus’un termostabil nükleazını kodlayan nük (Nuc) geni de yine 

araştırmalarda bir belirteç görevi görmektedir ve aynı zamanda ısıya dayanıklı nükleaz 

geninin varlığı enterotoksin üretimiyle güçlü bir şekilde ilişkilidir ve enterotoksin 

üreticisi Staphylococcus aureus enfeksiyonunun bir göstergesi olarak düşünülmüştür 

(Brakstad ve Maeland, 1992; Karimzadeh ve Ghassab, 2022).  S. aureus’ un bazı özel 

direnç mekanizmaları da gıdalarda bulunmasını ve gelişmesini sağlamaktadır. Spor 

oluşturmadığı halde %15’e kadar NaCl konsantrasyonunda, geniş bir sıcaklık (7 – 

48,5°C; optimum 30 - 37°C) ve pH (4,2 – 9,3; optimum 7 – 7,5) aralığında 

büyüyebildiği için, vücut dışında canlılığını uzun süre koruyabilen, gıda hazırlama ve 
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işleme prosesleri sırasında ürünlerde bulaşa neden olabilen bir patojendir (Bintsis, 

2017; Cemek vd., 2021). Bu bakteri türü ayrıca ağır metallere, klinik mikrobiyolojide 

kullanılan pek çok antimikrobiyal maddeye karşı genetik olarak kazanılmış bir direnç 

sistemine de sahiptir (Bintsis, 2017). Çevresel enfeksiyon kaynaklarına ek olarak, 

bazıları S. aureus içeren yiyecekler arasında kıyma, domuz sosisi, hindi kıyması, 

somon bifteği, istiridye, karides, kremalı turta, süt ve şarküteri salataları yer alır. S. 

aureus’un sebep olduğu veya ilişkilendirildiği hastalıklar arasında ise çıban, ameliyat 

sonrası yara enfeksiyonları gibi deriyi tutan enfeksiyonlar, bakteriyemi, pnömoni, 

osteomiyelit, serebrit, menenjit ve ürogenital sistem ve merkezi apseler gibi daha ciddi 

enfeksiyonlar sayılabilir. Semptomlar ise kusma, mide bulantısı, karın krampları, baş 

ağrısı, baş dönmesi, titreme, terleme, genel halsizlik, kas krampları, bitkinlik ve 

kanlı/kanlı olmayan ishali içerebilir. ABD’de stafilokokal gıda zehirlenmesinin her yıl 

yaklaşık 241.188 hastalığa, 1.064 hastaneye yatışa ve 6 ölüme neden olduğunu tahmin 

etmektedir (Bintsis, 2017).  

Olumsuz etkilere yol açan gıda kaynaklı hastalıkların önüne geçilebilmesi ve 

potansiyellerinin belirlenebilmesi için hastalığa neden olan mikrobiyal etkenin ve 

miktarının tanımlanması ve belirlenmesi gerekmektedir. Gıda kaynaklı hastalıklara 

neden olan gıda patojen mikroorganizmaların spesifik ve tekrarlanabilir bir metot ile 

tanımlanmaları oldukça önemlidir. Dolayısıyla mikrobiyal gıda patojenlerinin tespiti 

hassas, türe spesifik ve güvenilir bir metot gerektirmektedir. Günümüze kadar bu 

amaçla birçok yöntem kullanılmıştır.  Kültürel, immünolojik ve konvansiyonel PCR 

metotları patojenlerin tanısında yaygın olarak kullanılmakta ancak özellikle hedef 

sekansın amplifikasyonunun uzun zaman alması ve genel olarak bu yöntemlerin 

miktar ile ilgili yeterli bilgi vermemesi gibi sınırlamaları bulunmaktadır (Tutar vd, 

2015; Zanoli ve Spoto, 2012). En yaygın kullanılan amplifikasyon yöntemi polimeraz 

aktivitesine dayalı polimeraz zincir reaksiyonudur (PCR). Hedef sekans 

amplifikasyonunu elde etmek için gerekli olan termal döngüye ihtiyaç gibi PCR’ın 

sahip olduğu dezavantajlar PCR’a alternatif farklı amplifikasyon yöntemlerinin 

gelişmesine yol açmıştır ve sonuç olarak birçok gıda analizinde ihtiyaç duyulduğu 

gibi, gıda kaynaklı patojenlerin hızlı tespitinde (Sağlam ve Şeker, 2016) deneysel 

adımları basitleştirmek ve reaksiyon süresini azaltmak, alete ve araştırma 

teknisyenlerine bağımlılığı azaltmak için nükleik asitlerin çoğaltımı için çeşitli 

amplifikasyon yöntemleri ve bu ayrıca PCR gibi geleneksel yöntemlerin asimetrik 
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PCR’da olduğu gibi  modifikasyon teknikleri  geliştirilmiştir (Li vd., 2018; Tortajada-

Genaro vd., 2022;  Cao vd., 2024). Özellikle son 20 yılda laboratuvar sınırlamalarının 

aşılması amacıyla önerilen çözümler arasında taşınabilir termal döngüleyiciler, qPCR 

cihazları, izotermal amplifikasyon tekniklerine dayalı mikroakışkan cihazlar ve 

floresan olmayan algılama amacıyla geliştirilen nanomateryaller yer almıştır. Bu 

kapsamda altın nanoparçacıkları (AuNP’ler), kolorimetrik algılama için uygun bir 

alternatif olarak karşımıza çıkan mükemmel optik transdüktörlerdir (Valentini ve 

Pompa, 2013). Birçok kolorimetrik yöntemde, AuNP’lerin agregasyonundan 

yararlanılarak hedef nükleik asitler veya diğer analitler seçici olarak tanınmıştır 

(Chang vd., 2019). Bu yöntemlerin temel prensibi modifiye edilmemiş 

nanopartiküllerin doğrudan tuzla indüklenen agregasyonu olmuştur (Li ve Rothberg, 

2004) ve bu yöntemlerde başlangıçta adsorbe edilen negatif iyonların (örneğin sitrat) 

yüksek tuz konsantrasyonlarında itilmesi görüntülenmektedir. AuNP’ler arasındaki 

güçlü van der Waals çekimi, kolloidal altına kıyasla bir renk değişikliğine yol açar ve 

biyoalgılama prensibi çeşitli moleküllerin neden olduğu stabilizasyona dayanır. Tek 

iplikçikli DNA’nın (ssDNA) varlığı bu süreci engellediğinden, modifiye edilmemiş 

altın parçacıklarına dayalı görüntüleme analizleri gerçekleştirilebilmiştir (Li vd., 2018; 

Yun vd., 2016). Bununla birlikte, yüksek konsantrasyonlarda (nM-μM) ssDNA 

hedefleri varlığında çözeltiler çıplak göz ile tanımlanabilmiştir.  

Tüm bu literatür taraması ışığında, gerçekleştirilmiş olan bu tez çalışmasında, gıda 

güvenliğiyle ilgili proteini kodlayan seçilmiş genin gelişmiş tespiti için kolorimetrik 

AuNP’lerin aracılık ettiği bir yöntemin geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu yöntemde 

adsorpsiyon mekanizması elektrostatik etkileşime dayalı olduğundan parçacıkların 

veya hedef DNA’nın işlevselleştirilmesine gerek duyulmamıştır. Öte yandan, akıllı 

telefonlar, özellikle sınırlı laboratuvar imkanlarının olduğu durumlar için DNA 

analizinin daha da kolay hale getirilmesine imkan tanıdığı için giderek daha fazla 

kullanılmaktadır. Deneysel birtakım değişkenler, akıllı telefon kameralarınca 

yakalanan optik özellikleri değiştirdiklerinden sistem performansını etkilemektedirler. 

Bu yaklaşım ile elektronik cihaz, elde edilen sonuçların yorumlanmasında analitik bir 

okuyucuya dönüştürülmüş olmaktadır (Tortajada-Genaro vd., 2022). Dolayısı ile 

gerçekleştirilmiş olan bu tez çalışmasında gıda kaynaklı patojen tespiti amacıyla hedef 

olarak seçilen gen bölgesinin PCR amplifikasyon ürünü ve altın nanoparçacık 

etkileşiminden yararlanılarak akıllı telefon uygulaması ile patojen geleneksel yönteme 
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göre daha hızlı bir şekilde tespit edilmeye çalışılmıştır (Şekil 1.1.). Böylece akıllı 

telefon uygulamasının AuNP ve nükleik asit hibritlerini görüntülemedeki 

uygulanabilirliği de gösterilmiştir. 

1.1. Gıda Kaynaklı Bakteriyel Patojenler  

Gıda tüketimi ile insan hastalıkları arasındaki bağlantının tespiti, M.Ö. 460’da 

Hipokrat’ın bu bağlantıya dikkat çekmesine dayanır (Mead vd., 1999; CDC, 2012). 

Gıda kaynaklı patojenler (örn. virüsler, bakteriler, parazitler), gıda kaynaklı bir hastalık 

olayına neden olabilen biyolojik etkenlerdir. Gıda kaynaklı hastalık salgını, ortak bir 

gıdanın tüketilmesinden kaynaklanan iki veya daha fazla benzer hastalık vakasının 

ortaya çıkması olarak tanımlanır (Bintsis, 2017; CDC, 2012). 

 

Şekil 1.1. Tez çalışması kapsamında uygulanan yöntemin prensibi (A) kuyruklu 

primerler kullanılarak PCR reaksiyonu ve (B) plastik bir membran ve akıllı telefon 

görüntüsü üzerinde damla biçiminde gerçekleştirilen, modifiye olmayan altın nano 

parçacıklarının tuzla indüklenen bir agregasyonuna dayalı okuma 
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Gıda kaynaklı hastalık, bir patojen gıda ile tüketildiğinde ve insan konakçıda 

yerleştiğinde (ve genellikle çoğaldığında) veya toksijenik bir patojen bir gıda 

ürününde yerleştiğinde ve daha sonra insan konakçı tarafından yutulan bir toksin 

ürettiğinde meydana gelir. Bu nedenle, gıda kaynaklı hastalık genellikle şu şekilde 

sınıflandırılır: (a) gıda kaynaklı enfeksiyon ve (b) gıda kaynaklı zehirlenme. Gıda 

kaynaklı enfeksiyonlarda, genellikle bir kuluçka dönemi söz konusu olduğundan, 

yutma anından semptomların ortaya çıkmasına kadar geçen süre, gıda kaynaklı 

zehirlenmelere göre çok daha uzundur. 

200’den fazla farklı gıda kaynaklı hastalık tanımlanmıştır (Mead vd., 1999). En 

şiddetli vakalar genellikle çok yaşlılarda, çok gençlerde, bağışıklık sistemi fonksiyonu 

zayıflamış kişilerde ve bir organizmanın çok yüksek dozuna maruz kalan sağlıklı 

kişilerde meydana gelir (CDC, 2012). Başlıca gıda kaynaklı hastalıkların belirtileri, 

belirtilerin başlangıcı ve en sık sorumlu mikroorganizmalar Çizelge 1.1.’de 

gösterilmektedir. 

Avrupa Birliği’nde (AB) 2015 yılı için 26 üye devlet, su kaynaklı salgınlar da dahil 

olmak üzere toplam 4.362 gıda kaynaklı salgın bildirilmiştir. 2015 yılında bildirilen 

salgınların çoğu bakteriyel etkenlerden (tüm salgınların %33,7'si) kaynaklanmıştır. 

Bakteriyel toksinler ise, gıda ve su kaynaklı salgınlarda etkenler arasında ikinci sırada 

yer almıştır (EFSA, 2016).  

Hastalık etkeninin taşındığı gıdalar çoğunlukla hayvansal kökenliydi, özellikle 

yumurta ve yumurta ürünleri ve domuz eti (ikisi de tüm salgınların %10’unu 

oluşturmuştur), piliç eti (%9) ve peynir (%8), ardından balık ve balık ürünleri (%7), 

süt ve süt ürünleri (%5), sığır eti (%4) ve kabuklular (%3) gelmiştir (FSA, 2016). 
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Çizelge 1.1. Başlıca gıda kaynaklı hastalıkların belirtileri, belirtilerin başlangıcı ve 

sorumlu mikroorganizmalar veya toksinler (FDA 2012; IFT 2004)  

Semptomların 

yaklaşık başlangıç 

süresi 

Önde gelen semptomlar İlişkili organizma veya toksin 

1–7 saat, ortalama 

2–4 saat 

Bulantı, kusma, öğürme, ishal, karın 

ağrısı, bitkinlik 
S. aureus ve enterotoksinleri 

8–16 saat (kusma 

baskınsa 2–4 saat) 

İshal veya kusma toksininin mevcut 

olup olmamasına bağlı olarak kusma 

veya ishal; karın krampları; mide 

bulantısı 

Bacillus cereus (emetik toksin) 

12–48 saat 
Bulantı, kusma, sulu, kansız ishal, 

dehidratasyon 
Norovirüs 

2–36 saat (ortalama 

6–12 saat) 

Karın krampları, ishal, bazen mide 

bulantısı ve kusma 
Clostridium perfringens 

6–96 saat 

(genellikle 1–3 

gün) 

Ateş, karın krampları, ishal, kusma, baş 

ağrısı 

Salmonella spp., Shigella spp., E. 

coli 

6 saat - 5 gün 

Karın krampları, ishal, kusma, ateş, 

halsizlik, mide bulantısı, baş ağrısı, 

susuzluk 

Vibrio cholearae, Vibrio 

parahaemolyticus 

1–10 (ortalama 3–

4) gün 

İshal (genellikle kanlı), karın ağrısı, 

bulantı, kusma, halsizlik, ateş  

Enterohemorajik E. 

coli, Campylobacter spp. 

3–5 gün Ateş, kusma, sulu iltihapsız ishal 
Rotavirüs, Astrovirüs, enterik 

Adenovirüs 

3–7 gün Ateş, ishal, karın ağrısı Yersinia enterocolitica 

1’den birkaç 

haftaya kadar 

Karın ağrısı, ishal, kabızlık, baş ağrısı, 

uyuşukluk, ülserler, değişken- 

genellikle asemptomatik 

Entamoeda histolytica 

3–6 ay 

Sinirlilik, uykusuzluk, açlık sancıları, 

iştahsızlık, kilo kaybı, karın ağrısı, 

bazen gastroenterit 

Taenia saginata, Taenia solium 

2 saat - 6 gün, 

genellikle 12–36 

saat 

Baş dönmesi, çift veya bulanık görme, 

ışık refleksi kaybı, yutma güçlüğü, ağız 

kuruluğu, güçsüzlük, solunum felci 

Clostridium botulinum ve 

nörotoksinleri 

4–28 gün 

Gastroenterit, ateş, göz çevresinde 

ödem, terleme, kas ağrısı, titreme, 

bitkinlik, zor nefes alma 

Trichinella spiralis 

7–28 gün 

Halsizlik, baş ağrısı, ateş, öksürük, 

mide bulantısı, kusma, kabızlık, karın 

ağrısı, titreme, kırmızı lekeler, kanlı 

dışkı 

Salmonella Tympi 

10–13 gün Ateş, baş ağrısı, miyalji, döküntü Toxoplasma gondii 

Değişen periyotlar 

Ateş, titreme, baş ağrısı, eklem ağrısı, 

bitkinlik, halsizlik, şişmiş lenf 

düğümleri ve söz konusu hastalığın 

diğer spesifik belirtileri 

Listeria 

monocytogenes, Campylobacter 

jejuni 
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1.1.1. Gıda Kaynaklı Bakteriler 

Bakteriler gıda kaynaklı hastalıkların en yaygın nedenidir ve çeşitli şekil, tip ve 

özelliklerde bulunurlar. Bazı patojenik bakteriler spor oluşturma yeteneğine sahiptir 

ve bu nedenle yüksek ısıya dayanıklıdır (örn. Clostridium botulinum, C. perfringens, 

Bacillus subtilus, Bacillus cereus (Bacon ve Sofos, 2003). Bazıları ısıya dayanıklı 

toksinler üretme yeteneğine sahiptir (örn. S. aureus, Clostridium botulinum). Çoğu 

patojen 20°C ile 45°C arasında optimum büyüme sıcaklığı aralığına sahip mezofiliktir. 

Bununla birlikte, Listeria monocytogenes ve Yersinia enterocolitica gibi belirli gıda 

kaynaklı patojenler soğutulmuş koşullar altında veya 10°C’den düşük sıcaklıklarda 

büyüme yeteneğine sahiptir (Bacon ve Sofos, 2003). 

1.1.1.1. E. Coli 

Escherichia coli, gram negatif, spor oluşturmayan çubuk görünümlü bir bakteridir. 

Hareketli veya hareketsiz, ayrıca, kamçılı veya kamçısızdır (Mitscherlich ve Marth, 

1984). Organizma, fakültatif bir anaerobdur ve laktik, asetik ve formik asitler 

oluşturmak için glikoz gibi basit şekerleri fermente etme özelliğinde olup büyüme için 

optimum pH’sı 6,0 ile 8,0 aralığındadır (Mitscherlich ve Marth, 1984).  

E. coli, büyük ve çeşitli bir bakteri grubudur. E. Coli’nin çoğu suşu zararsız olsa da 

bazı suşları, onları insanlar için patojenik hale getiren toksin üretimi gibi özellikler 

edinmiştir (Garcia vd., 2010). NCBI’dan alınan verilere göre şu ana kadar 5351 genom 

tamamlanmıştır (NCBI, 2017). E. coli’nin patojenik varyantları dünya çapında çok 

fazla morbidite ve mortaliteye neden olur; Bu varyantların birçoğu, düşük bulaşıcı 

dozlara sahip olmaları ve yiyecek ve su gibi her yerde bulunan ortamlar aracılığıyla 

bulaşmaları nedeniyle önemli bir halk sağlığı endişesidir (Croxen vd., 2013). E. 

coli’nin bulaşması, enfekte insan veya hayvanların dışkısıyla kirlenmiş yiyecek veya 

suyun tüketilmesiyle gerçekleşir. Hayvansal ürünlerin kirlenmesi genellikle 

hayvanların kesimi ve işlenmesi sırasında meydana gelir (Garcia vd., 2010). Sığır veya 

diğer hayvanların gübresinin tarımsal ürünler için gübre olarak kullanılması, ürünleri 

ve sulama suyunu kirletebilir (Garcia vd., 2010). E. coli çevrede uzun süreler 

yaşayabilir ve sebzelerde ve diğer yiyeceklerde çoğalabilir. 
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Patojenik E. coli, patojenik mekanizmaya göre altı gruba ayrılmıştır:  

(1) Enteropatojenik E. coli (EPEC);  

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

bilinir ve daha önce verotoksin üreten E. coli [VTEC] olarak adlandırılırdı);  

(3) Enterotoksijenik E. coli (ETEC);  

(4) Enteroagregatif E. coli (EAggEC);  

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

(6) Bağlayıcı ve Ezik E. coli (A/EEC) (Garcia vd., 2010; Croxen vd., 2013). STEC 

suşu O157:H7'nin her yıl 63.000 hastalığa, 2.100 hastaneye yatışa ve 20 ölüme neden 

olduğu tahmin edilmektedir. Taze ürünler de dahil olmak üzere çok çeşitli gıdaların E. 

coli O157:H7 salgınlarının taşıyıcısı olarak hizmet ettiği bilinmektedir (Scallan vd. 

2011). 

1.1.1.2. Staphylococcus Aureus 

Staphylococcus aureus, tek tek veya çiftler, tetradlar, kısa zincirler veya karakteristik 

‘‘üzüm benzeri’’ kümeler halinde görülen hareketsiz, gram pozitif koklardır. 

Staphylococcus saccharolyticus ve S. aureus subsuşu anaerobius hariç, stafilokoklar 

aerobik koşullar altında daha hızlı büyüyen fakültatif anaeroblardır (Bacon ve Sofos, 

2003). Staphylococcus spp. doğada yaygındır ve enfekte konakçıların ağız, kan, meme 

bezleri ve bağırsak, genitoüriner ve üst solunum yollarına ek olarak memelilerin ve 

kuşların derisinde ve deri bezlerinde bulunabilir (Bacon ve Sofos, 2003). S. aureus 

vücut dışında, kuru bir durumda uzun süreler yaşayabilir ve havadan, tozdan, 

kanalizasyondan ve sudan izole edilebilmiştir, bu da onu spor oluşturmayan en dirençli 

patojenlerden biri yapar (FDA, 2012). Çevresel enfeksiyon kaynaklarına ek olarak, 

bazıları Staph. S. aureus içeren gıdalar arasında kıyma, domuz sosisi, hindi kıyması, 

somon biftekleri, istiridye, karides, kremalı turtalar, süt ve şarküteri salataları yer 

almaktadır (Bacon ve Sofos, 2003). S. aureus, suşa bağlı olarak 7 - 47,8°C arasındaki 

sıcaklıklarda büyüyebilirken 10 - 46°C arasında enterotoksin üretir ancak 40 - 45°C 

arasındaki optimum sıcaklığı tercih eder. Bakteri pH 4,5 - 9,3 arasında büyüyebilirken 

optimum pH’sı 7,0 - 7,5 arasındadır ve yüksek tuz seviyelerine (>%10 sodyum klorür) 
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karşı çok dayanıklıdır (FDA, 2012; Bacon ve Sofos, 2003; ICMSF. 1996). S. aureus 

genellikle çıban, selülit, impetigo ve ameliyat sonrası yara enfeksiyonları gibi cildi 

ilgilendiren enfeksiyonlara neden olur, ancak bakteriyemi, zatürre, osteomiyelit, 

serebrit, menenjit ve kas, ürogenital sistem, merkezi sinir sistemi ve çeşitli karın 

organlarının apseleri gibi daha ciddi enfeksiyonlarla da ilişkili olabilir (Bacon ve 

Sofos, 2003). 

S. aureus'un gıdalarda bulunması, enterotoksin üretme kabiliyeti ve sonrasında gıda 

zehirlenmesi riski nedeniyle halk sağlığı açısından oldukça tehlikelidir. A, B, C1, C2, 

C3, D, E, F ve G olarak adlandırılan dokuz tanımlanmış stafilokokal enterotoksin 

olmasına rağmen, salgınların çoğundan A ve D tipleri sorumludur (Mossel vd., 1995). 

Stafilokokal enterotoksinler, süperantijenler olarak hareket etme ve böylece 

olağanüstü yüksek oranda T hücresi uyarma gibi benzersiz bir yeteneğe sahip olan 

pirojenik toksinler olarak bilinen daha geniş bir toksin ailesine dahildir. Bunları ısıyla 

etkisiz hale getirmek zordur çünkü bunları etkisiz hale getirmek için gereken 

sıcaklıklar organizmayı öldürmek için gerekenlerden daha yüksektir (Bacon ve Sofos, 

2003). 

1.1.1.3. Bacillus Cereus 

Bacillus cereus, Bacillaceae ailesinin üyelerinden olup gram pozitif ve hareketli çubuk 

görünümünde, spor oluşturma yeteneğine sahip bakterilerdir (Bacon ve Sofos, 2003). 

Çoğu Bacillus spp. toprak, tatlı ve deniz suyu gibi ortamlar dahil olmak üzere birçok 

yerde bulunur. B. cereus tarafından üretilen sporlar uzantılara sahiptir ve diğer tüm 

Bacillus sporlarından daha hidrofobiktir. Bu özellikler, sporların birçok farklı yüzeye 

yapışmasını ve temizlik ve sanitasyon sırasında uzaklaştırılmaya direnmesini sağlar 

(Rajkowski KT, Smith, 2001). B. Cereus’un vejetatif hücreleri 4–15 ila 35–55°C 

arasındaki sıcaklıklarda büyür ancak suşa bağlı olarak 30–40°C’yi tercih eder 

(Andersson vd. 1995).  

B. cereus emetik (kusma) ve ishal toksini olmak üzere iki tip toksin üretir ve bunlar iki 

tip hastalığa neden olur. Emetik sendrom, bakterilerin gıdada büyüme evresi sırasında 

ürettiği emetik toksin tarafından oluşur. İshal sendromu, bakterilerin ince bağırsakta 

büyümesi sırasında üretilen ishal toksinleri tarafından oluşur. Emetik tipin hızlı 

başlangıcı mide bulantısı ve kusma ile karakterize edilirken, ishal tipinin geç 

başlangıcı ishal ve karın ağrısı ile karakterize edilir. Her iki sendrom da B. cereus 
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endosporlarının pişirme sürecinden sağ çıkması ve ardından depolama sırasında bir 

noktada vejetatif hücrelerin çimlenmesi ve ardından çoğalmasının meydana gelmesi 

sonucudur. B. cereus ishalli gıda zehirlenmesine sıklıkla karışan gıdalar arasında et 

ürünleri, çorbalar, sebzeler, pudingler, soslar, süt ve süt ürünleri bulunur (Rajkowski 

ve Smith, 2001). 

1.1.1.4. Campylobacter Jejuni 

Campylobacter türleri., Campylobacteraceae ailesinin üyeleridir ve Campylobacter 

jejuni ishalli hastalıkların en yaygın nedenlerinden biridir. C. jejuni, ABD’de her yıl 

yaklaşık 850.000 hastalığa, 8.500 hastaneye yatışa ve 76 ölüme neden olmaktadır 

(Scallan vd. 2011). Dünya Sağlık Örgütü (WHO), Batı Avrupa nüfusunun yaklaşık 

%1’inin her yıl kampilobakterlerle enfekte olacağını tahmin etmektedir (Humphrey 

vd., 2007). Doğada yaygın olarak bulunan C. jejuni, hem memelilerin hem de kuşların 

bağırsaklarında kolonize olabilir ve insanlara bulaşma, kontamine gıda ürünleri 

yoluyla gerçekleşir. Sistemik enfeksiyonlar da daha ciddi hastalıklara neden olarak 

meydana gelebilir (NCBI, 2017). Campylobacter türleri, 18 tür, 6 alt türe sahip küçük 

(0,2–0,9 µm genişliğinde ve 0,2–5,0 µm uzunluğunda), spiral biçimli, gram negatif 

bakterilerdir (Humphrey vd., 2007). 2015 yılında Campylobacter, AB’de insanlarda en 

sık bildirilen gastrointestinal bakteriyel patojen olmaya devam etmiş ve 2005’ten beri 

de bu değişmemiştir (Authority vb., 2016) 

Campylobacter türleri, sığır, koyun, keçi, domuz, tavuk, ördek, kaz, yabani kuşlar, 

köpekler, kediler, kemirgenler ve deniz memelileri dahil olmak üzere çok çeşitli 

sağlıklı evcil ve vahşi hayvanların normal bağırsak florasının bir parçasıdır ve 

genellikle su oluklarında ve akarsularda su kütleleriyle ilişkili olarak bulunur. 

Kampilobakteriyozis vakalarının çoğu, çiğ veya az pişmiş kümes hayvanı eti, pastörize 

edilmemiş süt, kirli su veya bu maddeler tarafından diğer yiyeceklerin çapraz 

kontaminasyonuyla ilişkilidir. (Schaffner vd., 2004) 

1.1.1.5. Clostridium Botulinum 

Clostridium türleri, Bacillaceae ailesinin üyeleri olan spor oluşturan bakterilerdir ve 

havanın varlığında spor oluşturmayan ve en azından büyümenin erken evrelerinde 

genellikle Gram pozitif olan zorunlu anaerobik veya aerotolerant, çoğunlukla çubuk 

görünümlü bakterilerdir. Clostridia en yaygın olarak toprakta ve hayvanların bağırsak 
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sisteminde bulunur. Birçok türün endosporları son derece sağlamdır ve suda uzun süre 

kaynamaya dayanıklıdır. Sporlar, anaerobik ve organik substratların varlığı gibi 

vejetatif büyüme için uygun koşullar altında çimlenir (Bacon ve Sofos, 2003). 

Genellikle örneklenen gıda kaynakları arasında, 1 yaşından küçük bebeklere 

verilmemesi gereken balın yanı sıra balık, et, sebze ve bebek mamaları bulunur. 

Konserve mısır, biber, yeşil fasulye, çorba, pancar, kuşkonmaz, mantar, olgun zeytin, 

ıspanak, ton balığı, tavuk ve tavuk ciğeri, ciğer ezmesi, et, jambon, sosis, doldurulmuş 

patlıcan, ıstakoz ve tütsülenmiş ve tuzlanmış balık gibi çeşitli gıdalar botulinum 

toksini ile ilişkilendirilmiştir (FDA, 2012). Geleneksel olarak, gıda kaynaklı botulizm, 

az işlenmiş ve kötüye kullanılmış sosisler veya evde konserve edilmiş gıdalarla 

ilişkilendirilmiştir; ancak son yıllarda botulizm, patates salatası, sotelenmiş soğan, 

sarımsak sosu, peynir, yoğurt, fasulye ezmesi ve zeytin gibi kirlenmiş gıdaların 

tüketilmesi yoluyla edinilmiştir. Botulinum nörotoksini alımının belirtileri, kontamine 

gıdanın tüketilmesinden 12-36 saat sonra ortaya çıkar ve başlangıçta mide bulantısı ve 

kusmayı içerebilir (Çizelge 1.1.). Ancak, bu belirtileri görme bozukluğu ve yüz, baş 

ve yutak kaslarından başlayıp toraks ve ekstremite kaslarına doğru inen ve üst solunum 

yolu veya diyafram felci nedeniyle solunum yetmezliğinden olası ölüme yol açan akut 

gevşek felç dahil olmak üzere daha karakteristik nörolojik belirtiler izler (Bacon ve 

Sofos, 2003). 

1.1.2. Gıda Kaynaklı Bakteriyel Patojenlerin Tespitinin Önemi  

Gıda kaynaklı bakteriyel patojenler dünya çapında önemli halk sağlığı riskleri 

oluşturmakta ve hastalıklara, hastaneye yatışlara ve hatta ölümlere yol açmaktadır. Bu 

patojenlerin etkili bir şekilde tespiti, gıda güvenliğini sağlamak, halk sağlığını 

korumak ve tüketici güvenini sürdürmek için oldukça önemlidir. Salmonella, 

Escherichia coli O157, Listeria monocytogenes ve Campylobacter türleri gibi 

bakteriyel patojenlerin neden olduğu gıda kaynaklı hastalıklar, küresel morbidite ve 

mortalitenin en büyük nedenlerinden biridir. Dünya Sağlık Örgütü'ne (WHO) göre, her 

yıl yaklaşık 600 milyon kişi kirli gıdalardan dolayı hastalanmakta ve bunun sonucunda 

420.000 ölüm gerçekleşmekte ve bakteriler de bu durumun birincil suçlusu olarak 

görülmektedir (WHO, 2020). Gelişen erken tespit teknolojileri ile, izleme ve halk 

sağlığı uyarıları gibi zamanında müdahalelere olanak tanınmakta ve hastalık sıklığını 
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ve ilişkili sağlık hizmetleri maliyetlerini önemli ölçüde azaltmaktadır (Scallan vd., 

2011). 

Gıda endüstrisinde, bakteriyel patojenlerin titizlikle tespiti, gıda güvenliği 

standartlarını ve düzenleyici uyumluluğu korumak açısından oldukça önemlidir. Gıda 

ve İlaç Dairesi (FDA) gibi düzenleyici kurumlar, gıda işleme ortamlarında 

kontaminasyonu belirlemek ve çapraz kontaminasyonu önlemek için sıkı test 

protokollerini zorunlu kılmıştır (FDA, 2021). Düzenli testler ile yalnızca uyumluluk 

garantilenmekle kalmaz, aynı zamanda belirli bir markayla bağlantılı salgınlar tüketici 

güvenine uzun vadeli zarar verebileceğinden marka itibarı da korunmakta (Law vd., 

2015) ve gıda endüstrisinin güvenlik standartlarının sürdürülmesi de 

desteklenmektedir. 

Tespit teknolojilerindeki gelişmeler, gıda kaynaklı patojenleri hızlı ve doğru bir şekilde 

tespit etme yeteneğini büyük ölçüde artırmıştır. PCR ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) 

gibi yöntemler, yüksek hassasiyet ve özgüllük sunarak bakteriyel patojenlerin hızlı bir 

şekilde tanımlanmasını ve kantifikasyonunu mümkün kılmaktadır (Quainoo vd., 

2017). Ayrıca, gelişen biyosensör teknolojileri ile taşınabilir, gerçek zamanlı tespit 

mümkün hale geldiğinden bu teknolojiler de saha uygulamaları için oldukça kullanışlı 

hale gelmiştir (Lazcka vd., 2007).  

Gıda kaynaklı bakteriyel patojenlerin tespiti, gıda güvenliği yönetiminin kritik bir 

bileşenidir. Etkili ve hızlı tespit sayesinde hastalıklar ve salgınlar önlenerek halk 

sağlığını korumaktadır. Gıda kaynaklı patojenlerin ortaya çıkardığı gelişen zorlukları 

aşabilmek için tespit yöntemlerinin sürekli iyileştirilmesi ve uygulanması 

gerekmektedir. Bu teknolojik gelişmeler, gıda güvenliği uygulamalarını iyileştirmek 

ve gıda kaynaklı bakteriyel patojenlerle ilişkili riskleri azaltmak için hayati öneme 

sahiptir. 

1.2. Gıda Kaynaklı Bakteriyel Patojenlerin Tespitinde Kullanılan Yöntemler 

Gıda kaynaklı bakteriyel patojenlerin tespiti, gıda güvenliğinin sağlanmasında oldukça 

önemlidir ve tespit doğruluğunu ve hızını artırmak için günümüze kadar farklı 

teknikler geliştirilmiştir. Bu yöntemler arasında kültür tabanlı yöntemler, biyokimyasal 

yöntemler, nükleik asit tabanlı yöntemler PCR, multipleks PCR, gerçek zamanlı PCR, 
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kantitatif gerçek zamanlı PCR (qPCR) ve ters transkriptaz PCR), immünolojik tabanlı 

yöntemler (enzim bağlantılı immünosorbent testi (ELISA), lateral akışlı immünoassay, 

immünomanyetik ayırma testi ve immünofloresan testi) ve ultrason tekniği gibi birçok 

geleneksel yöntem sayılabilir (Şekil 1.2.) (Kabiraz vd. 2023). Altın standart olarak 

kabul edilen geleneksel kültür tabanlı yöntemler, bakterileri seçici ortamlarda 

büyütmeyi ve biyokimyasal testler yoluyla tanımlamayı içerir. Güvenilir olsa da, bu 

yöntemler zaman alıcı ve emek yoğun olup, genellikle sonuç elde etmek için birkaç 

gün gerektirir (Law vd., 2015). Dolayısıyla bu sınırlamalar, daha hızlı ve daha hassas 

tekniklerin geliştirilmesini sağlamıştır.  

PCR ve gerçek zamanlı PCR (qPCR) gibi varyantları, gıda örneklerinde bakteriyel 

DNA'nın hızlı ve spesifik bir şekilde tanımlanmasını sağlayarak patojen tespitinde 

devrim yaratmıştır. PCR tabanlı yöntemler ile, düşük seviyelerde patojenler yüksek 

hassasiyet ve özgüllükle tespit edilebilmekte ve kültür tabanlı yöntemlere kıyasla 

tespit için gereken süre önemli ölçüde azalmaktadır (Quainoo vd., 2017). Ayrıca, Yeni 

Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri, gıdalarda bulunan mikrobiyal topluluklar 

hakkında kapsamlı bilgiler sunarak hem bilinen hem de yeni ortaya çıkan patojenlerin 

tespitine olanak tanımaktadır. NGS kullanan metagenomik yaklaşımlar patojen 

ekolojisi ve iletim dinamikleri hakkında da değerli bilgiler sağlamaktadır (Quainoo 

vd., 2017). 

Biyosensör teknolojisi ve nükleik asit dizisi tabanlı tespit teknikleri (DNA mikrodizi, 

DNA hibridizasyonu, spektroskopik teknik, enstrüman tabanlı yöntemler, aptamer 

tabanlı yöntem, döngü aracılı izotermal amplifikasyon (LAMP) tabanlı yöntem ve 

metagenomik analiz) gibi çok sayıda gelişmiş yöntem de özellikle yerinde test için 

oldukça faydalı olan taşınabilir ve gerçek zamanlı tespit sistemleri olarak patojen 

tespiti amacıyla tanıtılmıştır. Bu cihazlar genellikle belirli patojenleri hızlı ve doğru 

bir şekilde tespit etmek için immünolojik veya nükleik asit bazlı tanıma öğeleri 

kullanmaktadır (Lazcka vd., 2007). Biyosensörler, birden fazla patojeni aynı anda 

tespit edecek şekilde tasarlanabildiğinden gıda güvenliği izleme için çok yönlü bir araç 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu gelişmiş yöntemlerin rutin gıda güvenliği 

uygulamalarına entegre edilmesi ile hem kontaminasyon riskleri derhal tespit 

edilebilmekte hem de bu riskler azaltılarak genel halk sağlığı korunmaktadır.  
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Şekil 1.2. Gıda kaynaklı patojenlerin tespitinde geleneksel ve ileri yöntemler 

(Kabiraz ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmadan alınarak türkçeleştirilmiştir 

(Kabiraz vd., 2023). 

1.2.1. Kültür Tabanlı Yöntemler (Kültür-Koloni Sayım Yöntemleri)  

Kültür tabanlı yöntem, kontamine gıdalardaki gıda kaynaklı patojenlerin varlığını 

doğrulayan en eski tekniktir. Seçici ve farklı kültürleme, doğrulama ve suş 

tiplemesinden oluşan ardışık bir kültürel zenginleştirme yöntemidir (Kim ve Kim, 

2021). Kültür koşulu, ortamdaki çeşitli besinlere, inkübasyon süresine, sıcaklığa ve 

atmosfere bağlıdır (Lagier vd., 2015).  

Kültür tabanlı yollarla gıda kaynaklı patojenlerin tespiti seçici ve ayırt edicidir, bu da 

gereksiz mikroorganizmaların büyümesini söndürür ve hedeflenen patojenik 

mikroorganizmaları tanımlamak için diferansiyel bir ortam kullanılır. Bu yöntemin en 

büyük dezavantajı, mikroorganizmaların daha yavaş büyümesi nedeniyle zaman alıcı 

olmasıdır; kültürlenmesi 18-24 saat veya birkaç gün sürebilir ve emek yoğundur 

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

Biyokimyasal test, bileşiklerin patojenlerin varlığını gösteren ve rekabet eden 

mikropların büyümesini engelleyen sinyaller olarak kullanıldığı büyümeyi teşvik eden 

bir yöntemdir. Bazen patojenin katı veya sıvı bir kültür ortamında inkübe edildiği bir 

kültür yöntemi tekniğini içerir (Singh vd., 2013). Gıda örneklerinde belirli patojenlerin 

varlığını doğrulayan birçok biyokimyasal test vardır. Bunlar oksidaz testi, katalaz testi, 

indol üretim testi, metil kırmızısı, üçlü şeker demir agarı, kanlı agar plakaları, 

hareketlilik agarı, mannitol tuz agarı, nişasta hidroliz testi, galaktoz hidroliz testi, 

karbonhidrat fermantasyonu, sitrat kullanımı, üreaz testi, hidrojen sülfür üretim testi, 

nitrat indirgeme testi, optokin duyarlılık testi ve basitrasin duyarlılık testidir 

(Saravanan vd., 2021). Balık ve karideslerden izole edilen laktik asit bakterileri (LAB), 

farklı enzimler, asitler, amonyak, indol ve gaz üreterek tanımlanabilmiştir (Nair ve 

Surendran, 2005). Alkoller, yağ asitleri, ketonlar, hidrokarbonlar ve aromatik bileşikler 

gibi uçucu bileşikler de patojenleri tespit etmek amacıyla kullanılmıştır (Kabiraz vd., 

2023). Uçucu bileşik analizi de doğrudan gıda örneklerindeki patojenleri tespit etmek 

için uygulanabilmiştir (Tait vd., 2014). Ayrıca, etanol ve asetik asit gibi uçucu 

bileşikler aracılığıyla da konserve domateslerde Saccharomyces spp., E. coli ve 

Aspergillus spp. tespit edilebilmiştir (Bianchi vd., 2009). Uçucu bileşiklerin analizi 

için katı faz mikroekstraksiyon (SPME), gaz kromatografisi ve kütle spektrometrisi 

gibi yöntemler de kullanılmıştır (Filipiak vd., 2012). 

1.2.3. İmmünoloji Tabanlı Yöntemler 

Gıda kaynaklı patojenlerin immünolojik tabanlı tespiti, belirli bir antijenin belirli bir 

antikora (monoklonal veya poliklonal antikor) bağlandığı antikor-antijen 

etkileşimleridir. Monoklonal antikorlar, özgüllükleri, duyarlılıkları, 

tekrarlanabilirlikleri ve güvenilirlikleri nedeniyle patojenlerin seçici tespiti için 

poliklonal antikorlardan daha uygundur (Zhao vd., 2014). Bu yöntemin duyarlılığı ve 

özgüllüğü, belirli bir antijene bağlanan antikorun epitop pozisyonuna dayanır. 

Patojenleri ve toksinlerini (yani mikotoksini) tespit etmek için kültür tabanlı yönteme 

kıyasla hızlı ve sağlam bir yöntemdir (Cho vd., 2015; Wang ve Salazar, 2016). 

Patojenin protein toksinini ve protein, glikoprotein ve patojen büyümesiyle ilişkili 

polisakkaritler gibi metabolik maddeleri tespit eder (Valderrama vd., 2016). Bu analiz 

pahalı olmakla birlikte, ön zenginleştirme adımları gerektirir ve diğer patojen 
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antijenleriyle çapraz reaksiyon yanlış pozitif sonuçlara neden olabilir ve hasarlı 

patojen tespit edilemeyebilir (Wang ve Salazar, 2016). Gıdalardaki patojenin tespiti 

için kullanılan çeşitli immünolojik yöntemler vardır. Bunlara örnek olarak enzim 

bağlantılı immünosorbent testi (ELISA), lateral akışlı immünoassay, immünofloresan 

testi, immünomanyetik ayırma, lateks aglütinasyonu, immünodifüzyon testleri, 

immünokromatografik test, immünoglobulin G (IgG) testi ve altın etiketli 

immünosorbent testi (GLISA) verilebilir. 

1.2.4. Nükleik Asit-Tabanlı Yöntemler 

Nükleik asit amplifikasyonu, belirli patojen genomlarını (DNA/RNA) tanımlamaya ve 

niceliklendirmeye dayalı moleküler bir yöntemdir. Hızı, hassasiyeti, doğruluğu, 

özgüllüğü, sağlamlığı, kontaminasyon riskinin en aza indirilmesi ve gıda örneklerinde 

az miktarda hedef nükleik asidi tanımlama kapasitesi nedeniyle gıda patojenleri için 

diğer geleneksel tespit yöntemlerine göre daha çok tercih edilmektedir (Salazar vd., 

2015). Bu yöntemin temel prensibi, termal döngü cihazlarında tampon sistemlerinin 

ve replikasyon için belirli primer setlerinin kullanıldığı denatürasyon, bağlanma ve 

uzama olmak üzere üç farklı sıcaklık adımının izlenerek çeşitli patojen genomlarının 

çoğaltılmasıdır. Agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromür boyama gibi yöntemler ile 

nükleik asit ürünleri tespit edilir (Li vd., 2020). Nükleik asit tabanlı tespit 

yöntemindeki ilk adım, patojenleri tespit etmek için kullanılan belirli dizileri 

seçmektir. Bakterinin hedef dizisini seçmek için belirli dizilere sahip korunan bir gen 

kullanılır (Medici vd., 2015). Ribozomal diziler, bakteriyel ribozomal RNA (rRNA) 

operonu, 16S rRNA, 23S rRNA geni ve bir genler arası aralayıcı (IGS) bölgesi içeren 

tespit gelişimi için hedef diziler olarak yaygın olarak kullanılır. Genellikle, 16S rRNA 

geni moleküler bakteriyel tespitte hedeflenir (Sachse, 2004; Toranzo vd., 2005). Virüs 

tespiti için hedef dizi, kılıf proteini geni, DNA polimeraz geni veya RNA polimeraz 

genidir (Ishioka vd., 2005). Bazen RNA virüsleri mutasyona eğilimlidir ve korunmuş 

dizileri yoktur, bu da gıda kaynaklı patojenlerin tespitinde zorluk yaratır (Belshaw vd., 

2008). Nükleik asit bazlı bir yöntem, zamanında izleme ve etkili gözetim gerektirir. 

Ayrıca bu yöntemde gıda parçacıklarının tekniği engellemesi ve DNA'nın canlı 

hücrelerden mi yoksa ölü hücrelerden mi kaynaklı olduğunun tespit edilememesi gibi 

bazı zorluklar da vardır. Bu zorlukların üstesinden gelebilmek için, nükleik asit bazlı 

yöntemin geliştirilmesi gerekmiştir. Bu doğrultuda hedef olmayan dizileri 
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çoğaltmayan iyi tasarlanmış primer setleriyle çalışmanın önemi anlaşılmıştır (Law vd., 

2015). Yine bu amaçla zaman içerisinde yuvalanmış polimeraz zincir reaksiyonu 

(nested-PCR), gerçek zamanlı PCR (real-time PCR), kantitatif gerçek zamanlı PCR 

(qPCR), ters transkriptaz PCR (RT-PCR), gerçek zamanlı ters transkripsiyon PCR 

(Rti-RT-PCR), multipleks PCR (Amani vd., 2015) gibi farklı nükleik asit 

amplifikasyon bazlı yöntemler de geliştirilmiştir.  

1.2.4.1. Kuyruklu Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

Kuyruklu PCR, PCR da kullanılan primerlere kalıp DNA’ya spesifik olmayan dizilerin 

(kuyrukların) eklenmesini içerir. Bu kuyruklar, nanopartiküller veya diğer 

moleküllerle sonraki etkileşimleri kolaylaştıran belirli dizileri içerecek şekilde 

tasarlanabilir. Fonksiyonelleştirme ve tespitin geliştirilmesi amacıyla son yıllarda 

tercih edilen bir yöntemdir. Fonksiyonelleştirme amacıyla PCR ürünlerine eklenen 

kuyruklar, nanopartiküllere bağlanmayı sağlayan dizileri içerebilir ve kolorimetrik 

tespit analizlerinin verimliliğini artırabilir. Ayrıca kuyruklu PCR ürünleri, hedef 

analitlerin güvenilir kolorimetrik tespiti için çok önemli olan daha iyi stabilite ve 

bağlanma özgüllüğü sağlayabilmektedir (Shuldiner vd., 1989; Hayashi ve Yandell, 

1993).  

1.2.5. İleri Yöntemler 

1.2.5.1. Hibridizasyon Tabanlı Yöntem 

Hibridizasyona dayalı yöntem, patojenlerin spesifik genlerinin varlığını tespit etmek 

için tamamlayıcı DNA ve RNA dizilerine dayanan gelişmiş bir moleküler yöntemdir. 

Problar olarak adlandırılan sentetik tamamlayıcı DNA parçaları (tek veya çift 

sarmallı), floresan boyalarla etiketlenir ve spesifik patojenlerin nükleik asidini 

hedeflemek için kullanılır (Zhang vd., 2018). Amplifikasyondaki varlığının sinyaline 

göre patojeni tespit etmek için hızlı, kararlı ve hassas bir floresan tabanlı tespit 

yöntemidir (Yu vd., 2019). Hibridizasyon, florometrik (Zhong, 2018), kolorimetrik 

(Zhu vd., 2018), elektrokimyasal (Manzano vd., 2018) ve kemilüminesans (Shang vd., 

2020) analizinde kullanılabilir. Bu yöntemde, problarla uzun çentikli DNA’nın çift 

sarmalını oluşturmak için bir kaskad reaksiyon yoluyla iki saç tokası üretilir. Modifiye 

saç tokası probları, patojenlerin varlığını belirtmek için hibridize ürünle bağlanırken 

sinyaller üretir (Zeng vd., 2021). Konu ile ilgili hazır gıdalar üzerinde yapılan bir 



18 

çalışmada, Listeria monocytogenes, iki problu (MNP250-prob1 ve MNP30-prob2) 

manyetik DNA tabanlı bir hibridizasyon reaksiyonuna dayanan bir yöntem ile 22 saat 

içerisinde 50 CFU/mL’lik bir tespit limiti ile belirlenebilmiştir (Qi vd., 2021). Marul 

üzerinde yapılan bir diğer çalışmada Salmonella spp, iki ayrı FAM (H1-FAM ve H2-

FAM) etiketli DNA saç tokası problu Fe3O4 manyetik boncukları kullanılarak 6,9 × 

102 CFU/g tespit limiti ile belirlenebilmiştir (Yu vd., 2019).  

1.2.5.2. Dizi Tabanlı Yöntem 

Dizi tekniğinde patojen, biyomoleküllerin katı substrat yüzeyinde in-situ ve ex-situ 

sentezi yoluyla DNA dizileri, RNA transkriptleri ve proteinler aracılığıyla tespit edilir 

(Parsa vd., 2018). Dizi teknolojisi, hızlı, hassas, yüksek doğruluk ve verimlilik 

avantajlarına sahip bir teknolojidir (Jia vd., 2021). Gıda örneklerindeki patojenlerin 

tespiti amacıyla DNA tabanlı dizi (mikrodizi) ve alternatif dizi tabanlı teknolojiler 

kullanılmaya başlanmıştır. 

DNA mikrodizisi, gen ekspresyon seviyesini ölçerek patojenlerin tespiti ve miktarının 

belirlenmesinde kullanılmaktadır (Wöhrle vd., 2020). DNA mikrodizisi, immobilize 

edilmiş nükleik asitlerin (oligonükleotidler, genomik DNA ve cDNA) katı 

yüzeylerdeki (yani naylon membranlar, cam slaytlar ve silikon çipler) nükleik asit 

problarına maruz bırakıldığı gelişmiş bir teknolojidir (Ranjbar vd., 2017). Polimeraz 

zincir reaksiyonundan daha iyi olan kolay, hızlı, uygun maliyetli ve güvenilir bir 

şekilde mikroorganizmaları doğrulamak ve karakterize etmek için kullanılabilen bir 

yöntemdir (Wang vd., 2017). Floresanlı nükleik asit probları test oligonükleotidleri ile 

çoğaltılır ve her çipin yüzlerce hedef nükleotidi tutabileceği hedef immobilize edilmiş 

tek zincirli nükleotidlere sahip yüzey çiplerine hibridize edilir (Wöhrle vd., 2020). 

Ancak bu yöntemi ilk kez kullananların teori ve pratikteki eksikliği ve sonuçların 

tekrarlanamaması bu yöntemin başlıca dezavantajlarıdır (Kabiraz et al., 2023). 

1.2.5.3. Spektroskopi Tekniği 

Bu yöntem, elektromanyetik radyasyon ve madde etkileşimi ile nitel ve nicel analiz 

için kullanılan analitik bir yöntemdir (Penner, 2017). Bu yöntem ile, gıdalarda hızlı 

patojen tespiti yapılabilmektedir. Mikrobiyal kontaminasyonu tanımlamak için Fourier 

dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR), Raman spektroskopisi ve hiperspektral 

görüntüleme (Rahman vd., 2016) dahil olmak üzere çeşitli spektroskopik teknikler 
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kullanılmıştır. Bu yöntem molekül yüzeyine karşı oldukça hassastır. Ancak, zaman 

alıcı olması ve floresanla etkileşime girmesi, bu yöntemin başlıca dezavantajlarıdır. 

FTIR spektroskopi tekniği, gıda kaynaklı patojenlerin tespiti için hızlı ve makul 

derecede doğru bir biyokimyasal parmak izi tekniğidir ve çoklu istatistiksel 

yaklaşımlarla birlikte kullanılır (Cheng ve Sun, 2015). Bu teknik bakteri suşunun hızlı 

tespiti (Novais vd., 2019), et ürünlerinin kalite değerlendirmesi (Candoğan vd., 2021) 

ve deniz ürünlerinin mikrobiyolojik bozulmasının izlenmesi (Fengou vd., 2019) için 

uygundur.  Yapılan çalışmalarda B. cereus, Bacillus cytotoxicus, Bacillus 

thuringiensis, Bacillus mycoides ve Bacillus weihenstephanensis FTIR spektroskopisi 

tekniği ile tespit edilebilmiştir (Bağcıoğlu vd., 2019). 

Raman spektroskopi tekniğinde ise hedef numunenin moleküler bileşimi belirli 

kriterlere göre aydınlatılabildiğinden gıda numunelerinden çeşitli analitlerin tespitinde 

oldukça uygundur (Pahlow vd., 2015). Raman spektroskopisi kullanılarak S. aureus 

ve E. coli’nin tespiti yapılabilmiştir (De Plano vd., 2019). Ayrıca, makine öğrenimi ile 

birleştirilen Raman spektroskopisinin kullanıldığı bir yaklaşım ile Vibrio spp., Shigella 

spp. ve Listeria spp. gibi patojenik mikroorganizmalar hızlı bir şekilde ve artan 

doğruluk ile (% 87-95) tanımlanabilmiştir (Yan vd., 2021). 

Hiperspektral görüntüleme tekniği (HSI), gıda kalitesini gerçek zamanlı olarak 

izlemek için ortaya çıkan teknolojilerden biridir. Bu teknik, analitleri tanımlamak için 

görüntüdeki her piksel için spektrumu elde etmeyi amaçlar (Gowen vd., 2015). Bu 

teknik, gıda işleme sırasında mikrobiyal kontaminasyonu veya gıda bozulmasını analiz 

ederek gıda kalitesinin hızlı ve kesin bir şekilde belirlenmesini sağlar (Kamruzzaman 

vd., 2015). 

1.2.5.4. Döngü Aracılı İzotermal Amplifikasyon (LAMP) 

LAMP, gıda kaynaklı patojenleri tespitinde istenen gen üzerinde altı farklı bölgeyi 

tanımlamak için dört set primerin kullanıldığı bir yöntemdir. Bu yöntem Bst polimeraz, 

deoksinükleotid trifosfatlar (dNTP’ler), betain, magnezyum sülfat ve bir tampon 

gerektirir (Gill ve Amree, 2020). Kısa bir süre içinde (neredeyse 1 saat) geleneksel 

PCR ürünlerinden yaklaşık 103 kat daha fazla olan önemli sayıda amplikon üretme 

kabiliyeti nedeniyle geleneksel PCR'den daha hızlı, hassas ve güvenilir bir patojen 

tespit tekniğidir (Law vd., 2015). E. coli, Vibrio cholera ve Salmonella spp. gibi gıda 
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kaynaklı patojenler LAMP tekniği kullanılarak tavuk ve et ürünlerinde 1 saat içinde 

tespit edilebilmektedir (Sayad vd., 2018). 

1.2.5.5. Biyosensör 

Biyosensör, biyolojik algılama elemanları tarafından belirli, ölçülebilir bir sinyal 

eldesi için bir analiti (hedef patojen) tespit etmek üzere tasarlanmış fiziksel bir 

dönüştürücünün kullanıldığı analitik bir cihazdır (Purohit vd., 2020; Zhang vd., 2020). 

Biyosensör aracılı tespit yöntemi, gıda kaynaklı patojenleri tespit etmek için kolay, 

düşük maliyetli, hızlı ve oldukça seçicidir. Buna karşılık, geleneksel yöntemler daha 

uzun zaman almakla birlikte emek yoğun, daha az seçici ve daha az özgüldür. 

Geleneksel yöntemler gıdadan canlı ancak kültürlenemeyen mikroorganizmaları tespit 

edemediğinden, geleneksel yöntemlere kıyasla gıda kaynaklı patojenleri tespit etmek 

için ideal bir tespit yöntemidir (Kumar vd., 2019). Hedef gıda kaynaklı patojeni 

tanıyan biyolojik algılama elemanlarına biyoreseptörler (antikorlar, enzimler, 

aptamerler, antimikrobiyal peptitler, bakteriyofaj, biyomimetik, hücre, doku ve 

nükleik asit probu gibi) denir. Bu reseptörler transdüserin yüzeyinde hareketsiz hale 

getirilerek seçici analit molekülleriyle etkileşime girerler (Shen vd., 2021). 

Biyosensör, analitleri algılamak için biyoreseptörlerin bağlandığı destekleyici bir 

matris üzerine dizayn edilir. En yaygın kullanılan sensör matrisleri ise, analite ve 

dönüştürücünün mekanizmasına göre seçilen kağıt, karbon macunu, grafit, camsı 

karbon elektrot (GCE), indiyum kalay oksit (ITO) ve görüntü-grafi elektrotlardır 

(SPE). Bir biyosensörün kapasitesi, malzemenin doğasına, tasarımına ve sensör 

matrisi türüne bağlıdır (Purohit vd., 2020). Biyosensör yapısındaki dönüştürücü ise, 

tanıma elemanı sinyallerini ölçülebilir bir forma dönüştüren bir dedektör elemanıdır. 

Bir biyosensörde sinyal doğrudan veya dolaylı olarak ölçülerek hedef analitin varlığı 

ve miktarı tespit edilebilmektedir. Günümüze kadar hedef analitin belirlenmesinde 

elektrokimyasal, amperometrik, voltametrik, potansiyometrik, impedimetrik ve 

kolorimetrik biyosensörler olmak üzere birçok farklı biyosensör tasarlanmış ve farklı 

sektörlerde özellikle teşhis ve tanımlama alanında kullanılmışlardır (Kabiraz et al., 

2023).  

1.2.5.5.1. Altın nanoparçacıkların Kolorimetrik Tespit Yöntemlerindeki Rolü 

AuNP’ler; ultra küçük boyutlu, stabil, biyolojik olarak uyumlu partiküller olup geniş 

yüzey alan kütle oranları ve yüksek yüzey reaktivitesi gibi eşsiz fizikokimyasal 
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özelliklere sahiptir.  AuNP’ler, boyutlarına, şekillerine ve kümelenme durumlarına 

bağlı olarak farklı renkler göstererek kolayca işlevselleştirilebildikleri için 

kolorimetrik biyosensörlerin geliştirilmesi için mükemmel bir platform görevi 

görmektedir (Aldewachi vd., 2018). AuNP’lerin optik özellikleri yüzey plazmon 

rezonans (SPR) özelliklerine dayanmaktadır. SPR, altın elektronlarının, gelen 

radyasyona tepki olarak, ışığı hem absorbe etmesi hem de saçılmasını sağlayan 

rezonans sürecidir (Demirtaş ve Türk, 2021). AuNP’lerin bileşimlerini, şekillerini, 

boyutlarını veya agregasyon durumlarını çok küçük ölçüde değiştirerek belirgin bir 

SPR değişikliği ortaya çıkarılabilmektedir. Bu nedenle hastalık biyobelirteçlerinin, 

nükleik asitin, mikotoksinlerin ve mikroorganizmaların tespiti için çeşitli AuNP 

tabanlı kolorimetrik sensörlerin geliştirilmesi teşvik edilmektedir (Chen vd., 2018). 

AuNP’lerde agregasyon kaynaklı SPR değişiklikleri her zaman kırmızıdan maviye 

doğru belirgin şekilde renk değişimlerine neden olur ve çıplak gözle kolayca 

belirlenebilmektedir (Chen vd., 2018). Sonuç olarak AuNP’ler, agregasyon sırasında 

gözlemlenebilir renk değişimleri gösterebilen benzersiz boyut ve mesafeye bağlı 

yüzey plazmon rezonansı (SPR) özellikleri nedeniyle kolorimetrik analiz için prob 

olarak kullanılmaktadır. 
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2. MATERYAL ve YÖNTEM 

2.1. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

2.1.1. Cihazlar 

 Hassas Terazi (Sartorius CP224S) 

 Saf su cihazı (Purelab Option R15) 

 Mikropipet (Ependorf) 

 Manyetik karıştırıcı (Corning PC-420, Amerika)) 

 pH metre (Hanna HI2002-02) 

 Etüv (Microtest) 

 UV-Vis spektrofotometre (Biochrom Libra S12) 

 Buzdolabı (Beko, D1 8450 SM) 

 Sonikatör (Sonorex Digital 10 P, BANDELIN) 

 Zeta-Sizer (Malvern NS ) 

 FE-SEM (QUANTA 400 F Field Emission) 

 Otoklav (Nüve OT 4060) 

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

2.1.2. Kimyasallar 

 Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

 Echerichia coli (ATCC 25922) 

 Enterococcus faecalis (ATCC 19493) 

 Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

 Nutrient Broth (Merck) 

 Nutrient Agar (Merck) 

 Gliserol 

 NaOH (Merck) 

  Trisodyum sitrat dihidrat (S1804, Sigma-Aldrich) 
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 Altın (III) Klorür Trihidrat (520918, Sigma-Aldrich) 

 Bromofenol Mavisi  

 Etidyum bromür 

 DNA ladder (100 bp, GENESTATM) 

 NaCI (Merck) 

2.2. Bakterilerin Kültüre Edilmesi ve DNA Ekstraksiyonu 

Çalışmada laboratuvar olanakları dahilinde belirlenen pozitif kontrol (Staphylococcus 

aureus) ve negatif kontrol (Echerichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus 

mutans) olarak seçilmiş olan tüm bakteri suşları Gazi Üniversitesi Biyoloji Bölümü 

Laboratuvarları’ndan temin edilerek nutrient broth ve sonrasında nutrient agar 

içerisinde, 37°C’de 1 gece boyunca inkübe edilmiştir. Bunun için gereken kültür 

ortamları ve hazırlanışları aşağıda detaylı olarak anlatılmıştır. 

Nutrient Broth İçeriği ve Hazırlanışı;  

0.4 gr Nutrient Broth tartılarak 50 mL deiyonize su içerisinde çözdürüldü. Ardından 

bu karışım 3’er mL olarak 10 adet tüpe paylaştırılarak ağızları kapalı olarak 

otoklavlanmıştır.  

Nutrient Agar İçeriği ve Hazırlanışı;  

4 gr Nutrient agar tartılarak 200 mL deiyonize su içerisinde çözdürüldü. Ardından bu 

karışım erlende ağzı folyolanarak kapatılıp otoklavlanmıştır. 

2.2.1. Bakterilerin kültüre edilmesi 

10 adet petriye, otoklavlanan nutrient agardan (sıcakken) 20’şer mL olacak şekilde 

bunzen bekine yakın mesafeden konmuştur ve agarların donması için 2 saat 

beklenmiştir. Agar donunca ateş başında T çizgi ekim yöntemi (Şekil 2.1.) ile sıvı 

kültürden katı agar ortamına ekim yapılmıştır. Ardından petriler parafilmlenip ters bir 

şekilde etüve alınıp 2 gün kültüre edilmiştir (37°C’ de). 2 günün ardından bu katı 

kültürlerden özenin ucu ile alınarak sıvı kültüre ekim yapılmıştır. Sıvı kültürler 100 

rpm karıştırma hızında, 37°C’ de su banyosunda 1 gün daha kültüre edilmiş ve 

kültürasyonun arından sıvı kültürlerin optik yoğunlukları (OD) 600 nm’de 

okutulmuştur.   
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Şekil 2.1. T çizgi ekim yöntemi ile bakteri ekimi 

2.2.2. Bakteriyel Kültürlerden DNA İzolasyonu 

 DNA’lar kaynatma yöntemi (Shehata ve Hershan, 2016) ve ayrıca DNA ekstraksiyon 

kiti (kullanım talimatına uygun bir şekilde) ile bakteriyel kültürlerden ekstrakte 

edilmiş ve DNA’ların saflıkları spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) 

ile değerlendirildikten sonra PCR ile çoğaltım aşamasına geçilmiştir. Kaynatma 

yöntemi ile DNA izolasyonu yönteminde kısaca bakteriyel süspansiyonlar 13000 

rpm’de santrifüj edilmiş (10 dk), bakteriyel pellet 200 µL steril su ile (DNaz ve RNaz 

içermeyen) resüspanse edilip vortekslenmiş ve ardından 100°C’de 10 dk kaynatılarak 

oda sıcaklığına gelmesi için bir süre bekletilmiştir. Son aşamada ise tekrar 

vortekslenen süspansiyon 13000 rpm’de 10 dk santrifüjlenmiş ve süpernatant 1.5 

mL’lik bir steril eppendorfa alınarak ileri denemeler için -20°C’de muhafaza 

edilmiştir.  

2.3. Gen Bölgesi Çoğaltımı İçin Primerlerin Belirlenmesi 

PCR reaksiyonunda çoğaltılmak üzere belirlenen suşun diğer bakterilerden farkının 

ortaya konabilmesi amacıyla belirlenen hedef gene (nuc geni) özgü primerler 

belirlenmiştir (kuyruklu ve kuyruksuz primer setleri) (Çizelge 2.1.). 
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Çizelge 2.1. Hedef gen bölgesi çoğaltımında kullanılan primer setleri (Cheng vd., 

2023; Tortajada-Genaro, 2022) 

PCR Türü Primer Adı Primer Sekansı (5’-3’) 

PCR 

Forward 

Primer 

5’CAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAGTGGT 

Reverse 

Primer 

5’TAATTTAACCGTATCACCATCAATCGCTTTA 

Kuyruklu-

PCR 

Kuyruklu-

Forward 

Primer 

5’ATGTACTCCTGTCCGATT[spC3]CAAACAGATAACGGCGT

AAATAGAAGTGGT 

Reverse 

Primer 

 5’TAATTTAACCGTATCACCATCAATCGCTTTA 

2.4. Kuyruksuz ve Kuyruklu Primer Setleri ile Gen Bölgesi Çoğaltımı 

Çalışma kapsamında hedeflenen gen bölgesinin çoğaltımı için kuyruksuz veya 

kuyruklu primer setleri kullanılarak PCR reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. PCR 

reaksiyon koşulları Şekil 2.2.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.2. Hedef gen bölgesinin çoğaltılmasında kullanılan PCR programı 

2.5.  Modifiye Olmayan Altın Nanoparçacıkların Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

AuNP’ler literatürde yaygın olarak kullanılan yönteme göre (Turkevich yöntemi) 

sentezlenmiştir (González-Domínguez vd., 2018). Buna göre kısaca, kaynayan bir 

altın (III) klorür trihidrat (250 mL, 0.5 mM) çözeltisine trisodyum sitrat dihidrat 
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çözeltisi (12.5 mL, 38.8 mM) ilave edilmiştir. Ardından nihai karışım, şarap kırmızısı 

bir renk elde edilene kadar 15 dakika karıştırılacak ve oda sıcaklığında düşük 

karıştırma ile soğutulmuştur. Sonuçta hazırlanan AuNP'ler, taramalı elektron 

mikroskobu (Bu analiz, Hitit Üniversitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nde bulunan QUANTA 450 FEG (FEI, Oregon, Amerika Birleşik Devletleri) 

marka SEM cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Analizden önce, kurutularak toz haline 

getirilen AuNPs’ler yaklaşık 10 nm kalınlığında Au/Pd ile kaplanmıştır. AuNPs’lerin 

farklı büyütmelerde SEM görüntüleri alınmıştır.) ve UV-Görünür spektroskopi 

(çözeltilerin 400-700 nm dalga boyu arasındaki absorbansı UV-Vis spektrometresi 

(Biochrom Libra S12) kullanılarak elde edilmiştir) ve ayrıca DLS yöntemi (altın 

nanoparçacık çözeltisinin 1 mL su ile seyreltilmesinden sonra 25°C’de bir parçacık 

analizörü (Zetasizer Nano, Malvern Instrument Co., İngiltere) kullanılarak) ile 

karakterize edilmiştir. 

2.6. Bakteriyel DNA’ların Agaroz Jel ile Görüntülenmesi 

PCR ile çoğaltılan bakteriyel DNA’ların hedef geni taşıyıp taşımadığı kolorimetrik 

yöntem öncesinde jel elektroforez yöntemi ile belirlenmeye çalışılmıştır. Bunun için; 

0.45 gr agaroz tartılarak 30 mL TAE tamponu içerisinde çözdürülmüş ve içerisine 3 

µL EtBr ilave edilmiş ve tanka aktarılarak oda sıcaklığında katılaşana kadar 

bekletilmiştir. Ardından 10’ar µL PCR ürünü 1’er µL bromofenol mavisi ile 

karıştırılarak küyulara yüklenmiştir. Referans DNA dizisi olarak ise 5 µL DNA ladder 

(100 bp/GENESTATM) kullanılmıştır. Kuyulara yükleme işleminin tamamlanmasının 

ardından TAE tamponu içerisinde 90 V akım ile jel elektroforez işlemi ve son aşamada 

ise UV ışığı altında (UVSolo TS Imaging System/Analytik Jena Company) DNA 

dizilerine ait bantların görüntüleme işlemi gerçekleştirilmiştir. 

2.7. Bakteriyel DNA’ların Kolorimetrik Belirlenmesi 

PCR ile elde edilen saf çoğaltım ürünleri (1 µL) AuNP içeren (1:10 dilüsyon) belirleme 

solüsyonu ortamında (sitrat tamponu içeren (100 mM, pH 6.75), nanoparçacıklar ile 

etkileştirilmiştir. Ardından ortama NaCI çözeltisi (100 mM, 4µL) ilave edilerek 

nanoparçacıkların çökelmeye eğilimi meydana gelen renk değişikliği ile belirlenmiştir. 

Bu belirlemenin ardından, elde edilen görüntüler (tuz çözeltisinin ilavesinden 10 
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dakika sonra) kaydedilmiş ve bu görüntüler, akıllı telefon uygulaması (Color Detector 

RGB) kullanılarak değerlendirilmiştir. 

2.8. İstatistiksel Analiz 

Akıllı telefon uygulaması kullanılarak elde edilen RGB değerlerinin istatistiki analizi 

student t-test ile gerçekleştirilmiştir. Veriler ortalama değerler olarak sunulmuştur. 

İstatistiki anlamlılık p değerinin 0.01’den ve 0.001’den küçük olması ile belirtilmiştir. 
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3. BULGULAR ve TARTIŞMA  

3.1. Bakteri Kültürü ve DNA Ekstraksiyonu  

Çalışma kapsamında seçilmiş olan bakteriler kültüre edilmiş (Şekil 3.1.) ve ardından 

genomik DNA’ları ekstre edilmiştir.  Kültüre edilen bakterilerin bulunduğu petrilerde 

kültürasyon sırasında herhangi bir kontaminasyona rastlanmamış, her bir bakteri türü 

için tek düşen kolonilerden sıvı kültüre ekim steril koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Kültüre edilen bakteriler 

 

Sıvı kültürlerin DNA ekstraksiyonu öncesinde optik yoğunlukları da 600 nm’de 

yapılan absorbans okuma yoluyla değerlendirilmiştir (Çizelge 3.1.). Buna göre okunan 

değerlerin 1 civarında olması sonucunda bakteri sayılarının DNA ekstraksiyonu için 

yeterli yoğunluğa ulaştığı sonucuna varılarak DNA ekstraksiyonu aşaması 

gerçekleştirildi. 
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Çizelge 3.1. Sıvı kültürlerin OD (600 nm)’de okunan absorbans değerleri 

 

Bakteri türü OD (600 nm) 

S. mutans 1,063 

S. aureus 1,460 

E. coli 1,508 

E. feacelis 0,642 

3.2. Kuyruksuz ve Kuyruklu Primer Setleri ile Gen Bölgesi Çoğaltımı 

Hedef gen bölgesi kuyruksuz ve kuyruklu primer setleri ile ayrı ayrı olacak şekilde 

aynı program kullanılarak çoğaltılmış ve ardından çoğaltım ürünlerinin agaroz jel 

elektroforezinde tespiti gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2.). Buna göre hedef bölgeyi (nuc 

geni) içeren S.aureus suşu için yapılan gerek kuyruksuz gerek kuyruklu primer setleri 

kullanılarak gerçekleştirilen PCR reaksiyonu sonucunda gerçekleştirilen çoğaltımda 

hedef gen bölgesini gösteren bantlar jel üzerinde net bir şekilde görüntülenebilmiştir. 

Negatif kontrol grupları olarak seçilen diğer suşlara ait genomik DNA’larda ise 

beklenildiği üzere jel üzerinde bant tespit edilememiştir. 

 

Şekil 3.2. Kuyruksuz (1a-4a) ve Kuyruklu (1b-4b) primer setleri ile çoğaltılan hedef 

gen bölgesinin jel agaroz görüntüsü (DNA ladder-100 bp)                                                 

1a-S. mutans, 2a-S. aureus, 3a-E. coli, 4a.E. feacelis, NK. Negatif Kontrol, 1b-S. 

mutans, 2b-S. aureus, 3b-E. coli, 4b- E. feacelis, NK. Negatif Kontrol) 
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3.3. Modifiye Olmayan Altın Nanoparçacıkların Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

PCR ürünleri ile kolorimetrik etkileşim temelinde gerçekleştirilecek hedef bölge 

tespiti amacıyla sentezlenen Altın nanoparçacıklara ait karakterizasyon çalışma 

sonuçları Şekil 3.3., 3.4. ve 3.5’de, ayrıca Çizelge 3.2.’de belirtilmiştir. Buna göre altın 

nanoparçacık süspansiyonu karakteristik şarap renginde homojen bir görünümdedir 

(Şekil 3.3.). Literatür araştırmasına göre AuNP çözeltisinin karakteristik pikinin 520-

540 nm arasında olduğu bilinmektedir (Aktürk vd., 2018). Başarılı AuNP oluşumu, 

UV-Vis spektral taramasında yaklaşık 520 nm dalga boyunda ortaya çıkan yüzey 

plazmon rezonansı (SPR) piki ile açıkça gösterilmiştir (Şekil 3.4.). Sentezlenen 

parçacıklara ait SEM görüntüsünde ise parçacıkların topaklaşma eğiliminde olmadığı 

ve yuvarlağa yakın bir şekillerinin olduğu görülmüştür (Şekil 3.5.). 

 

Şekil 3.3. Sentezlenen AuNP’lerin tüp içerisindeki görünüşü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Sentezlenen AuNP’lerin UV-Vis spektrumu 
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Şekil 3.5. Sentezlenen AuNP’lerin SEM Görüntüsü 

AuNP’lerin zeta potansiyeli ve ortalama boyutu sırasıyla -26,4 mV ve 27,7 nm olarak 

belirlenmiştir (Çizelge 3.2.). Literatüre göre, zeta potansiyeli -10 ila +10 mV arasında 

olan NP’ler yaklaşık olarak nötr olarak kabul edilirken, zeta potansiyeli +30 mV’den 

büyük veya -30 mV’den düşük olan NP’ler sırasıyla güçlü katyonik ve güçlü anyonik 

olarak kabul edilir ve yük ne kadar güçlü olursa, parçacıkların kolloidal stabilitesi o 

kadar iyi ve dolayısıyla raf ömrü de o kadar uzun olmaktadır (Clogston ve Patri, 2011). 

Bu bilgiye dayanarak sentezlenen NPs’lerin sahip oldukları -26,4 mV zeta potansiyel 

değeri ile agregasyona karşı yeterince yüksek itme kuvvetine sahip olduklarından 

dolayı stabil oldukları düşünülmektedir. AuNP’lerin ortalama boyutu 27,7 nm ve PDI 

(çoklu dağılım indeksi) değeri 0,5 olarak bulunmuştur. PDI değeri temel olarak belirli 

bir örnek içindeki popülasyon büyüklüğü dağılımının bir temsilidir. PDI’nın sayısal 

değeri 0,0 (parçacık boyutuna göre tek tip numune için) ila 1,0 (çoklu parçacık 

boyutuna sahip numune için) arasında değişir. Çalışma kapsamında sentezlemiş 

olduğumuz NPs’lere ait PDI değerinin ise literatüre göre kabul edilen sınır değerinin 

(0,7) de altında olduğu görülmektedir. 

Çizelge 3.2. Sentezlenen AuNP’lerin hidrodinamik boyutu (nm), boyut dağılımı (PDI) 

ve zeta potansiyel (mV) değerleri 

ÖRNEK ADI 
Ort.boyut (nm ± std. 

sapma) 
PDI Zeta Pot. (mV ± std. sapma) 

AuNP               27,7±0,8      0,5±0,0             -26,4±1,3 
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3.4. Bakteriyel DNA’ların Kolorimetrik Belirlenmesi 

PCR ile elde edilen saf çoğaltım ürünleri AuNp içeren belirleme solüsyonu ortamında 

nanoparçacıklar ile etkileştirilmiş, ardından ortama NaCI çözeltisi ilave edilerek 

nanoparçacıkların çökelmeye eğilimi meydana gelen renk değişikliği ile belirlenmiş 

(Şekil 3.6.) ve bu belirlemenin ardından renk yoğunlukları akıllı telefon uygulaması 

(Color Detector RGB) kullanılarak kaydedilmiştir (Çizelge 3.3.). 

 

Şekil 3.6. Kuyruksuz (1a-4a) ve Kuyruklu (1b-4b) primer setleri ile çoğaltılan PCR 

ürünlerinin AuNP ile plastik membran üzerinde etkileşimi (AuNP-Altın 

nanoparçacık, NK-Negatif Kontrol, 1a-S. Mutans, 2a-S. aureus, 3a-E. Coli, 4a. E. 

feacelis,, 1b-S. Mutans, 2b-S. aureus, 3b-E. Coli, 4b- E. feacelis) 

Hedef gen bölgesinin gerek kuyruksuz ve gerek kuyruklu primer setleri kullanılarak 

çoğaltılabildiği 2 numaralı örneklere ait (sırasıyla 2a ve 2b) RGB değerlerinin direkt 

AuNP çözeltisinin sahip olduğu RGB değerlerine diğer örneklere göre daha yakın 

olduğu görülmektedir. Beklenildiği gibi özellikle 2b örneğinin sahip olduğu R (107,5), 

G (53,1), B (56,4) değerlerinin AuNP’nin sahip olduğu R (85,9), G (38,8), B (047.0) 

değerlerine en yakın olduğu tespit edilmiştir. Bunun nedeni de 2b örneğindeki 

kuyruklu primer ile çoğaltılmış hedef asimetrik DNA dizilerinin AuNP’ler ile 

elektrostatik etkileşimleri nedeniyle NaCI’ün ortama ilavesinin ardından AuNP 

agregatlarının oluşmaması ve AuNP’lerin kolloidal fazda kalmasıdır.  Benzer yöntem 

uygulanarak yapılan başka bir çalışmada da yine çalışma sonuçlarımıza benzer 

sonuçlar elde edilmiştir (Tortajada-Genaro vd., 2022). Yapılan istatistiksel analize göre 

2b örneğine ait değerlerin AuNP grubu değerlerine diğer tüm gruplardan (p<0,001) 

daha yakın olması sebebiyle istatistiksel olarak anlamlılığında azalma (p<0,01) 

olmuştur. Bu analiz sonucu da yine 2b örneğindeki AuNP’lerin diğer tüm gruptakilere 

göre daha stabil kalarak kolloidal fazın korunduğunun ispatıdır. 
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Çizelge 3.3. Membran üzerindeki örneklere ait akıllı telefon uygulaması ile elde edilen 

renk yoğunluk değerleri 

 AuNP NK 1a 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b 

R (red) 85,9 141,9** 134,9** 137,8** 119,1** 103,6** 128,3** 107,5* 120,3** 103,8** 

G 

(green) 

38,8 132,2** 129,9** 094,5** 114,1** 104,5** 119,3** 53,1* 101,6** 106,8** 

B 

(blue) 

47,0 139,8** 135,3** 103,6** 120,1** 109,6** 124,3** 56,4* 110,2** 112,9** 

NOT: *: p<0,01 AuNP grubuna göre istatistiki olarak anlamlılık, **: p<0,001 AuNP grubuna göre 

istatistiki olarak anlamlılık  

 

Bu tez çalışmasında hedef gıda kaynaklı patojene ait asimetrik polimeraz zincir 

reaksiyonu (asPCR) ile elde edilen amplifikasyon ürünü altın nanoparçacık temelli 

kolorimetrik bir yöntemle tespit edilmiştir. Bu yöntem geliştirilerek ileri bir aşamaya 

taşınabilir. Literatürde bu çalışmaya benzer amplifikasyon ürünleriyle AuNp temelli 

gıda kaynaklı patojen tespit yöntemleri üzerine çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. Bu 

tez çalışmasına benzer olarak; Fan Li ve arkadaşları Bacillus cereus’un tespiti için 

asPCR ve propidyum monoazid (PMA) işlemiyle birleştirilmiş AuNP tabanlı 

kolorimetrik analiz yöntemi geliştirmiş ve bu yöntemi 8 bakteri suşu üzerinde 

denemişlerdir (Li vd., 2018). Çalışmalarında amlifikasyon ürünlerinin AuNp’ler ile 

etkileşimi sonucu hedef patojen grubunda agregasyon olmadığını ve diğer suşlar 

(hedef patojen haricindeki) için agregasyon sonucu   renk değişimleri meydana 

geldiğini gözlemlemiş ve bunu da kolorimetrik olarak belirlemişlerdir. Tortajada-

Genaro ve arkadaşları da, gıda kalitesini izlemek için glutenli ve glutensiz gıdaların 

tespitinde tahıla özgü bir geni (trnL geni) tespit etmek üzere bir RPA-AuNP testi 

tasarlayarak kolorimetrik AuNP aracılı bir yöntem geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri 

algılama yöntemlerini gıda karışımlarına ait amplifikasyon ürünlerini tespit etmek için 

uygulamışlar. Yine bu tez çalışmasında kullanılan yönteme benzer şekilde akıllı 

telefon yardımıyla amplifikasyon ürünlerinin varlığına veya yokluğuna bağlı olarak 

sonuçları kolorimetrik olarak gözlemlemişler ve farklı RGB profilleri elde etmişlerdir 

(Tortajada-Genaro vd., 2022). Wang ve arkadaşları AuNp tabanlı multipleks 

oligonükleotid ligasyon-PCR ve evrensel oligonükleotid mikrodizi teknolojisini 

birleştiren yeni bir çalışma gerçekleştirmiş, bu çalışmada Shigella spp., 

Campylobacter jejuni , Bacillus cereus , Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes , Salmonella enterica , Staphylococcus aureus ve Vibrio 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/food-quality


34 

parahaemolyticus dahil olmak üzere sekiz yaygın gıda kaynaklı patojeni tespit etmeye 

çalışmışlar ve sonuçta yedi  önemli domuz virüsünü eş zamanlı olarak tespit 

edebilmişlerdir (Wang vd., 2013). 

Li ve arkadaşları ise tek ve çift sarmallı oligonükleotidlerin kolloidal çözeltideki altın 

nanopartiküllerine adsorpsiyonda farklı eğilimlere sahip olduklarını tespit etmişlerdir. 

Bu tespitlerini ise, altın agregasyonuyla ilişkili renk değişimlerine dayalı bir 

hibridizasyon testi tasarlamak için kullanmışlardır. Altta yatan adsorpsiyon 

mekanizması elektrostatik olduğundan, altının, probun veya hedef DNA'nın kovalent 

fonksiyonelleştirilmesine gerek olmadığını ortaya koymuşlar (Li ve Ruthberg, 2004) 

ki benzer şekilde bu tez çalışmasında da adsorpsiyon mekanizması elektrostatik 

etkileşime dayalı olduğundan parçacıkların veya hedef DNA'nın işlevselleştirilmesine 

gerek duyulmamıştır. Sonuç olarak bu tez çalışmasında hedef gıda kaynaklı patojene 

ait asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon ürününün altın 

nanoparçacıklarla agregasyon tabanlı kolorimetrik olarak hızlı teşhisi 

gerçekleştirilmiştir. 
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4. SONUÇ 

S. aureus gıda güvenliği sorunlarından olan önemli bir patojenik bakteridir, aynı 

zamanda büyükbaş hayvanlar ve koyunlarda mastitise neden olan birincil patojenik 

bakteridir. İnsan ve hayvan sağlığını tehlikeye atar ve büyük ekonomik kayıplara yol 

açar. Bu nedenle, S. aureus’un tespiti ve önlenmesi özellikle önemlidir. Tespit 

kapasitesinin iyileştirilmesi, gıda güvenliği sorunlarının doğru ve zamanında 

tanımlanmasını kolaylaştırır ve bu da fiziksel ve ekonomik kayıpları önler. Ancak, 

tespit yöntemlerinin duyarlılığı, özgüllüğü ve zamanlaması, test edilecek örneklerin 

işlem aşamalrından büyük ölçüde etkilenir. 

Gıda kaynaklı hastalıkları önleyebilmek ve hastalık risklerini en aza indirmek için 

mikroorganizmaların tespiti önem arz etmektedir. Gelişmiş tespit yöntemlerinin 

avantajları arasında daha hızlı yanıt, basitlik, güçlü yoğunluk, düşük maliyet ve hızlı 

veri analizi yer alır. Bununla birlikte, hem geleneksel hem de gelişmiş tekniklerin 

avantajları ve dezavantajları vardır; bu nedenle, yöntem seçimi sırasında benimsenen 

yöntem belirli bir gıda kaynaklı patojen için doğru, güvenilir, uygun maliyetli, seçici 

olmalı ve tutarlı sonuçlar elde etmek için yeterince hızlı olmalıdır. Bu amaçla birçok 

tespit yöntemi geliştirilmiştir. PCR, kültür ve immünolojik yöntemler bu alanda en sık 

kullanılan yöntemlerdir. Teknolojik imkanlar çoğaldıkça sürekli daha hızlı, pratik, 

ekonomik ve in vitro yöntemler geliştirilmek istenmiştir. Gıda kaynaklı patojen tespiti 

için kolorimerik sensörler kullanılması yöntemi de bu çabaların güncel sonuçlarından 

birisidir. Birçok kolorimetrik yöntemde, AuNP’lerin agregasyonundan yararlanılarak 

hedef nükleik asitler veya diğer analitler seçici olarak tanınmıştır.  

Hem kuyruksuz hem de kuyruklu primer setleri kullanılarak yapılan PCR’dan elde 

edilen çoğaltım ürünlerindeki hedef gen bölgesinin varlığı standart yöntem olarak 

agaroz jel elektroforezi uygulanarak, pozitif kontrol olarak seçilen S. aureus için 

belirlenebilmiştir. Negatif kontrol olarak seçilen diğer bakteri türlerinde ise bu gen 

bölgesinin varlığı tespit edilememiştir. Çalışma kapsamında PCR çoğaltım ürünleri ile 

etkileşime girecek olan AuNP’ler yaygın olarak kullanılan yöntem olan Turkevich 

yöntemi ile etkili bir şekilde sentezlenebilmiş ve karakterize edilmiştir. Çalışmanın son 



36 

aşamasında ise agaroz jele alternatif olarak PCR çoğaltım ürünü-kolloidal AuNP’lerin 

kolorimetrik temelli etkileşimi aracılığıyla çoğaltım ürünlerindeki hedef gen bölgesi 

saptanmaya çalışılmıştır. Bunun için etkileşim üzerine belirlenen miktarda NaCI 

ilavesi gerçekleştirilmiş ve renk değişimi gözlemlenmiştir. Hedef gen bölgesinin (nuc 

geni) PCR ile çoğaltılması sonucunda özellikle S. aureus için NaCI ilavesi sonrasında 

altın nanoparçacıkları etkileşim nedeniyle kolloidal fazda kalarak renk kırmızı 

kalmıştır. Diğer örnek gruplarında ise altın nanoparçacıkları agregasyona uğradığından 

renk mavi-mor olarak görünmüştür. Bu renk yoğunluklarının da yine akıllı telefon 

uygulaması ile sayısal değerler olarak karşılıkları belirlenebilmiştir. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında hedef gıda kaynaklı patojene ait asimetrik polimeraz 

zincir reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon ürününün altın nanoparçacıklarla 

elektrostatik etkiye dayalı agregasyon tabanlı kolorimetrik olarak hızlı teşhisi 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışma kapsamında patojen hedef dizisinin günümüzde yaygın 

kullanılan diğer yöntemlere göre daha hızlı ve ekonomik bir şekilde tespiti 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızın avantajları ve dezavantajları gıda kaynaklı 

patojenlerin tespitinde ileri tekniklerin geliştirilmesi ve daha kapsamlı tespit 

yöntemlerinin ortaya konmasında yardımcı olacaktır. 
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