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03. Gıda Patojenlerinin Analizi (Yeni Yöntemler, Hızlı Teknikler) 
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Mikrobiyolojik analizlerde en büyük dezavantaj analiz süresidir. Küf analizlerinde inkübasyon 
süresi 5 gündür. Salmonella, Listeria gibi patojenlerde ekim yapılan Petri kutusunda hiçbir 
koloni gelişmemesi koşulunda analiz; sırası ile 3 ve 4 gün sürer. Tipik olmayan koloniler varsa 
basit biyokimyasal testlerle ön tanımlama için 2 gün gerekir. Şüpheli kolonilerin doğrulanması 
için ise 3 güne gerek vardır.  
 
E. coli analizi, önceki standartlarda 8 günde yapılırken, ISO 7251 ile bu süre 3 güne inmiştir 
ancak 5 gün de sürebilmektedir.    
 
Bu denli uzun süren analizler, halk sağlığında olumsuz etki yaparken, ticarette de önemli 
sorunlara yol açabilmektedir.  
 
1960'lı yıllarda yeni yöntemlere ilgi başlamıştır. Önceleri klinik mikrobiyolojide rağbet gören 
yeni yöntemlere, gıda sanayisi 1990'lu yıllardan sonra giderek artan bir ilgi gösterdi. Yeni 
olarak tanımlanan bu yöntemlerin en önemli özelliği kısa sürede sonuç vermesidir. Bu şekilde 
bir yandan halk sağlığı daha fazla güvence altına alınırken, diğer taraftan hastalıklara bağlı 
olarak sigorta şirketlerine ödenen giderlerde azalma sağlanmıştır.  
 
Otomasyon, öncelikle personel giderlerini azaltmıştır. Bu şekilde daha az personel ile daha 
fazla analiz yapılabilmektedir.  
 
Gelişmiş genetik ve immünolojik teknikler ise analizlerde duyarlığı artırmıştır. Devamında 
analiz süresinde kayda değer kısalmalar sağlanmaktadır.  
 
Gıda analizleri açısından yeni tekniklerde ilk ciddi uygulama stomacher kullanılmasıdır. 
Analiz edilecek numunenin homojenizasyonu için kullanılan bu cihaz; analiz süresini 
kısaltmaz, personel giderlerinde bir azaltmaya neden olmaz. Sadece, numunenin iyi bir 
şekilde homojenize edilememesine bağlı olan olası sahte negatif sonuçları önler.   
 
Otomatik koloni sayma cihazları personel giderlerinde çok ciddi bir azaltma sağlar. Bu cihaz 
ile bir Petri kutusunda sayım sonucunun alınması sadece birkaç saniye sürer.  
 
Spiral plater, analizde ekim süresini azaltan bir cihazdır. Petri kutusuna ekimi, robot yapar. 
Standardizasyon sağlanır, personel giderleri azalır.  
 
EMS yöntemi ile ekim için, seyreltmeleri kendisi yapıp, özel tüplere ekim yapan robotlar da 
geliştirilmiştir.  
 
 
03.01. Mikroskobik analizler 
 
Kültürel sayım ile kıyaslandığında standart mikroskobik sayımların en önemli üstünlükleri çok 
düşük maliyet ve birkaç dakikalık bir sürede sonucun alınması iken, canlı ve ölü hücrenin 
ayrılamaması en önemli dezavantajdır. Thoma lamı ile maya sayımında kültüre 50 ppm 
olacak kadar metilen mavisi ilavesi ile canlı ve ölü hücrelerin ayrılması mümkündür ama bu 
çok özel bir örnektir.  
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DEFT (Direct Epifluoresance Filter Technique) uygulamasında sayım yapılacak numune 
membran filtreden geçirilir ve acridin orange ile boyanıp Epifluoresance mikroskobunda 
incelenir. Canlı hücreler portakal-kırmızı-sarı-kahverenginde boyanır, ölü hücreler yeşil 
floresan verir. Bu şekilde canlı ve ölü hücre ayrıldığı için kültürel yöntemle kıyaslanmayacak 
kadar kısa sürede sayım sonucu elde edilebilir. Florojen antikorlar ile DEFT kombine 
edilerek, belirli bir mikroorganizmanın (örneğin E. coli O157) sayımı ya da zenginleştirme 
kültüründe var/ yok analizi yapılabilmektedir. Yöntemin dezavantajı, operatörün deneyimli 
olması gerektiğidir. Ayrıca sayım yapılacak numunenin membran filtreden geçirilebilme 
özelliğinde olmasıdır. Acridin orange boyası, mutajenik özellikte olduğu için çalışılırken özel 
önlem almak gerekir.  
 
 
03.02. Metabolizmaya Dayalı Analizler 
 
Mikroorganizmalar, metabolizmaları sırasında bulundukları ortamda bir seri kimyasal değişim 
yaparlar. Bu değişiklerin izlenmesi ile hızlı sayım yapmak mümkündür.  
 
Çiğ sütte metilen mavisi/ resazurin indirgeme süresi, sütteki bakteri sayısı hakkında kabaca 
da olsa bir fikir verir. Süte ilave edilen 50 ppm metilen mavisi, sütteki bakterilerin metabolik 
aktivitesine bağlı olarak indirgenir ve bir süre sonra sütün rengi başlangıç rengine döner. 
Kavram olarak sütte ne kadar fazla canlı bakteri varsa, bu süre o denli kısa olacaktır. Paralel 
olarak kültürel yöntemle yapılan ekim sonuçları indirgeme süresi ile eşleştirilir ve daha sonra 
indirgeme süresinin, yaklaşık kaç bakteriye karşılık geldiği belirlenebilir. Yöntemin en büyük 
dezavantajı, sütte bulunabilen antibiyotik ve/veya diğer inhibitörlerdir. Bunlara bağlı olarak 
inkübasyon sırasında bakteri yükü artmaz ve kirli olan süt, temiz olarak değerlendirilebilir.  
 
Her çözeltinin bir elektrik geçirgenliği vardır. Besiyerine, gıda maddesi ilave edildiğinde bu 
geçirgenlik ölçülür. İnkübasyon boyunca gelişen mikroorganizmalar gerek büyük molekülleri 
parçalamaları gerek metabolitleri ortama salgılamaları sonunda bir anlamda ortamın 
kimyasal yapısını değiştirirler ve elektrik geçirgenliğinde değişiklik olur. Bu değişiklik süresi 
ne kadar kısa ise o kadar çok mikroorganizma olduğu anlaşılır. Empedans yöntemi olarak 
anılan bu uygulamada selektif besiyerleri kullanılarak örneğin sadece koliform grup 
bakterilerin sayılması da mümkündür. Ayrıca yapılan işlem sadece, besiyerine gıdayı ekleyip 
gerekirse homojenize ettikten sonra bu numuneyi özel kaplara aktararak cihazın inkübasyon 
haznesine yerleştirmektir. Böylece çok sayıda numune basit olarak analize alınabilir. 
Homojenizata daldırılmış elektrotlar, başlangıç elektrik geçirgenliği cihazın bağlı olduğu 
bilgisayara kaydedilir. Geçirgenlikte değişiklik olduğu anda, bu süre belirlenir. Yukarıdaki 
paragrafta anlatıldığı gibi, kültürel ekim sonuçları ile yapılan eşleştirme sonunda süreye karşı 
gelen sayı hesaplanır. Yöntemin, direk ve indirek uygulamaları vardır. Direk uygulamada 
elektrotlar besiyeri+gıda homojenizatına daldırılır, doğrudan buradaki geçirgenlik farkı 
belirlenir. İndirek uygulamada ise elektrotlar NaOH+Agar olan bir karışıma daldırılır. 
Metabolizmaya bağlı olarak oluşan CO2, bu karışımın pH'sını ve dolayısı ile elektrik 
geçirgenliğini etkiler.    
 
Pek çok bakteri metabolizması sırasında CO2 çıkartır. Bu gazın özel besiyerinde pH 
indikatörü aracılığı ile renk değiştirme süresi de aynı şekilde ölçülerek, numunedeki bakteri 
sayısı belirlenebilir. Durham tüpünde gaz oluşturma süresi de başlangıç yükü ile ilişkilidir. 
Gözle görülebilir gaz oluşum süresi ne kadar kısa ise, başlangıç mikroorganizma yükü o 
denli yüksektir. Yine selektif besiyerleri kullanılarak belirli grupların analizi mümkündür.  
 
ATP'ye dayalı analizler ile yüzeylerde hijyen kontrolü birkaç dakika içinde yapılmaktadır. 
Biyolümünessen olarak da bilinen bu uygulamada asıl olarak DNA kontrolü yapılır. Ancak 
temel dezavantaj, her türlü DNA'nın saptanmasıdır. Buna göre canlı ve ölü mikroorganizma 
DNA'ları ile her türlü organik maddeden gelen DNA beraberce saptanmış olur.  
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03.03. Tanımlamada Otomasyon 
 
Mikroorganizma gruplarına göre hazırlan kitlerde biyokimyasal test besiyerleri dehidre olarak 
kuyucuklara yerleştirilmiştir. Tanımlaması istenen bakteri kolonisi steril su içinde çözülüp, 
kuyucuklara ilave edilir ve inkübasyona bırakılır. İnkübasyon sonunda her kuyucuktaki renk 
değişimi negatif ya da pozitif olarak değerlendirilir, elde edilen pozitif kuyucuk sayısından bir 
kod üretilir ve bu kodun karşılığı bakterinin cins ve türü belirlenir. Okumayı otomatik olarak 
yapan robotlar ile sonuç çok daha kesin olarak saptanır.  
 
Her mikroorganizmanın hücre duvarındaki yağ asidi kompozisyonu farklıdır. Şahit saf 
kültürler ayrı ayrı analiz edilip, bir veritabanına (kütüphane) kaydedilir. Tanımlanması istenen 
bakterinin hücre duvarındaki yağ asidi kompozisyonu belirlendikten sonra bu veritabanı ile 
kıyaslanarak işlem bitirilir.  
 
 
03.04. Diğer Basit Teknik Örnekleri 
 
HGMF (Hidrofobic Grid Membran Fitler) yöntemi ile küf analizi 2 günde tamamlanabilmektedir. 
Membran filtre üzerinde hidrofobik ızgara vardır. Filtreden geçirilen homojenizatta bulunan küf 
sporları her koşulda bu ızgara sistemi içinde kalır. İndikatör içeren besiyeri üzerine yerleştirilen 
filtre inkübasyona bırakılır. Küf bu süre içinde çıplak gözle görülemez ancak ızgara içine 
salgıladığı ve sadece o ızgara içinde kalan metabolitleri, ızgaranın rengini besiyerindeki 
indikatöre bağlı olarak değiştirmeye yeterlidir. Burada besiyeri, indikatör içeren basit bir selektif 
besiyeridir. Sürenin 2 günde tamamlanmasında asıl etkili olan faktör HGMF'dir.  
 
Mikroorganizmaya özgü enzimlerin saptanması ve besiyeri bileşimine bu enzimin substratının 
eklenmesi ile oldukça duyarlı ve hızlı sonuçlar alınmaktadır. MUG esaslı analiz ile E. coli 18 
saatte belirlenebilmektedir ancak E. coli O157:H7 MUG negatiftir. Benzer şekilde pek çok 
florojenik ve kromojenik besiyeri yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.  
 
 
03.05. Moleküler Yöntemler 
 
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), immünomanyetik separasyon (IMS), DNA prob gibi 
genetik/ serolojik yöntemlerin kullanımı yaygınlaşmaktadır. PCR, standart kültürel 
yöntemlerle kıyaslandığında analiz süresinde çok ciddi kısalma sağlamaktadır. IMS, 
manyetik küreciklere bağlanmış antikorlar aracılığı ile analiz süresinde makul bir kısalma 
sağlamanın yanında analiz duyarlığında artış getirir.  
 
Moleküler tekniklerin, bakterilerin tanımlanmasında kullanılması giderek yaygınlaşmaktadır.  
 
Bakteri hücre duvarı yağ asidi kompozisyonu ve diğer gelişmiş yöntemlerin uygulanmasında 
kütüphane yetersizliği en önemli sorunlardan birisidir. Bu veri tabanlarında doğal olarak en 
fazla olarak rastlanan mikroorganizmalar ile ilgili bilgiler bulunmaktadır.  
 
İmmun akış prensibi ile çalışan tanımlama kitleri ile temel patojenlerin varlığı, selektif 
zenginleştirme sonrasında 35-40 dakika içinde belirlenebilmektedir. Bu kitlerle yarı kantitatif 
olarak toksin testleri de yapılabilmektedir.  
 
Biyosensörler ile ilgili çalışmalara son zamanlarda sıklıkla rastlanmaktadır ancak günlük 
analizlerde kullanımı yaygın değildir.  
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