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Mikrobiyolojik analizlerde en buyik dezavantaj analiz stresidir. Kif analizlerinde inklibasyon
sUresi 5 gundir. Salmonella, Listeria gibi patojenlerde ekim yapilan Petri kutusunda higbir
koloni gelismemesi kosulunda analiz; sirasi ile 3 ve 4 gin sirer. Tipik olmayan koloniler varsa
basit biyokimyasal testlerle 6n tanimlama igin 2 giin gerekir. SUpheli kolonilerin dogrulanmasi
icin ise 3 guine gerek vardir.

E. coli analizi, 6nceki standartlarda 8 gtinde yapilirken, ISO 7251 ile bu slre 3 giine inmigtir
ancak 5 glin de slrebilmektedir.

Bu denli uzun siren analizler, halk saghginda olumsuz etki yaparken, ticarette de 6nemli
sorunlara yol agabilmektedir.

1960'll yillarda yeni ydntemlere ilgi baslamistir. Onceleri klinik mikrobiyolojide ragbet géren
yeni yéntemlere, gida sanayisi 1990'lu yillardan sonra giderek artan bir ilgi gdsterdi. Yeni
olarak tanimlanan bu yéntemlerin en 6nemli 6zellidi kisa slrede sonug vermesidir. Bu sekilde
bir yandan halk saghgi daha fazla gtvence altina alinirken, diger taraftan hastaliklara bagh
olarak sigorta sirketlerine 6denen giderlerde azalma saglanmistir.

Otomasyon, 6ncelikle personel giderlerini azaltmistir. Bu sekilde daha az personel ile daha
fazla analiz yapilabilmektedir.

Gelismis genetik ve immuUnolojik teknikler ise analizlerde duyarlidi artirmistir. Devaminda
analiz sUresinde kayda deger kisalmalar saglanmaktadir.

Gida analizleri agisindan yeni tekniklerde ilk ciddi uygulama stomacher kullaniimasidir.
Analiz edilecek numunenin homojenizasyonu igin kullanilan bu cihaz; analiz siresini
kisaltmaz, personel giderlerinde bir azaltmaya neden olmaz. Sadece, numunenin iyi bir
sekilde homojenize edilememesine bagli olan olasi sahte negatif sonuglari énler.

Otomatik koloni sayma cihazlari personel giderlerinde ¢ok ciddi bir azaltma saglar. Bu cihaz
ile bir Petri kutusunda sayim sonucunun alinmasi sadece birka¢ saniye surer.

Spiral plater, analizde ekim siresini azaltan bir cihazdir. Petri kutusuna ekimi, robot yapar.
Standardizasyon saglanir, personel giderleri azalir.

EMS ydntemi ile ekim igin, seyreltmeleri kendisi yapip, 6zel tliplere ekim yapan robotlar da
gelistiriimistir.

03.01. Mikroskobik analizler

Kdltdrel sayim ile kiyaslandiginda standart mikroskobik sayimlarin en énemli Gstinlikleri cok
distk maliyet ve birka¢ dakikalik bir sirede sonucun alinmasi iken, canh ve 6l0 hicrenin
ayrilamamasi en 6énemli dezavantajdir. Thoma lami ile maya sayiminda kultire 50 ppm
olacak kadar metilen mavisi ilavesi ile canli ve 6l0 hicrelerin ayrilmasi mimkindur ama bu
cok 6zel bir érnektir.
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DEFT (Direct Epifluoresance Filter Technique) uygulamasinda sayim yapilacak numune
membran filtreden gegirilir ve acridin orange ile boyanip Epifluoresance mikroskobunda
incelenir. Canli hlcreler portakal-kirmizi-sari-kahverenginde boyanir, 6l0 hicreler yesil
floresan verir. Bu sekilde canli ve 61l hicre aynildidi icin kilttrel yéntemle kiyaslanmayacak
kadar kisa slrede sayim sonucu elde edilebilir. Florojen antikorlar ile DEFT kombine
edilerek, belirli bir mikroorganizmanin (6rnegin E. coli O157) sayimi ya da zenginlestirme
kdltirinde var/ yok analizi yapilabilmektedir. Yontemin dezavantaji, operatérin deneyimli
olmasi gerektigidir. Ayrica sayim yapilacak numunenin membran filtreden gegcirilebilme
6zelliginde olmasidir. Acridin orange boyasi, mutajenik 6zellikte oldugu igin ¢ahsilirken 6zel
6nlem almak gerekir.

03.02. Metabolizmaya Dayali Analizler

Mikroorganizmalar, metabolizmalari sirasinda bulunduklari ortamda bir seri kimyasal degisim
yaparlar. Bu degisiklerin izlenmesi ile hizli sayim yapmak mumkandur.

Cig sutte metilen mavisi/ resazurin indirgeme siresi, sUtteki bakteri sayisi hakkinda kabaca
da olsa bir fikir verir. Sute ilave edilen 50 ppm metilen mavisi, sutteki bakterilerin metabolik
aktivitesine bagli olarak indirgenir ve bir slire sonra sitln rengi baslangi¢ rengine déner.
Kavram olarak sutte ne kadar fazla canli bakteri varsa, bu sure o denli kisa olacaktir. Paralel
olarak kulturel yéntemle yapilan ekim sonuglari indirgeme suresi ile eslestirilir ve daha sonra
indirgeme suresinin, yaklasik ka¢ bakteriye karsilik geldigi belirlenebilir. Yontemin en buyuk
dezavantajl, sltte bulunabilen antibiyotik ve/veya diger inhibitérlerdir. Bunlara bagl olarak
inklibasyon sirasinda bakteri yiki artmaz ve kirli olan sit, temiz olarak degerlendirilebilir.

Her ¢ozeltinin bir elektrik gegirgenligi vardir. Besiyerine, gida maddesi ilave edildiginde bu
gecirgenlik dlcilir. inkiilbasyon boyunca gelisen mikroorganizmalar gerek bliylk molekdilleri
parcalamalari gerek metabolitleri ortama salgilamalari sonunda bir anlamda ortamin
kimyasal yapisini degistirirler ve elektrik gecirgenliginde degisiklik olur. Bu degisiklik suresi
ne kadar kisa ise o kadar ¢ok mikroorganizma oldugu anlasilir. Empedans yéntemi olarak
anilan bu uygulamada selektif besiyerleri kullanilarak 6rnegin sadece koliform grup
bakterilerin sayllmasi da mumkandur. Ayrica yapilan igslem sadece, besiyerine giday ekleyip
gerekirse homojenize ettikten sonra bu numuneyi 6zel kaplara aktararak cihazin inkiibasyon
haznesine yerlestirmektir. Bdylece c¢cok sayida numune basit olarak analize alinabilir.
Homojenizata daldiriimis elektrotlar, baslangi¢ elektrik gegirgenligi cihazin bagl oldugu
bilgisayara kaydedilir. Gegirgenlikte degisiklik oldugu anda, bu sire belirlenir. Yukaridaki
paragrafta anlatildigi gibi, kilttirel ekim sonugclari ile yapilan eslestirme sonunda sireye karsi
gelen sayi hesaplanir. Yontemin, direk ve indirek uygulamalari vardir. Direk uygulamada
elektrotlar besiyeri+gida homojenizatina daldirilir, dogrudan buradaki gecirgenlik farki
belirlenir. indirek uygulamada ise elektrotlar NaOH+Agar olan bir karigima daldirilir.
Metabolizmaya bagh olarak olusan CO,, bu karigimin pH'sini ve dolayisi ile elektrik
gecirgenligini etkiler.

Pek cok bakteri metabolizmasi sirasinda CO, cikartir. Bu gazin 6zel besiyerinde pH
indikatérl araciligi ile renk degistirme slresi de ayni sekilde 6lgulerek, numunedeki bakteri
sayis! belirlenebilir. Durham tliplinde gaz olusturma suresi de baslangi¢ yUku ile iligkilidir.
Gozle gorllebilir gaz olusum slresi ne kadar kisa ise, baslangic mikroorganizma yiki o
denli yUksektir. Yine selektif besiyerleri kullanilarak belirli gruplarin analizi mimkdndar.

ATP'ye dayali analizler ile ylzeylerde hijyen kontroll birka¢ dakika i¢inde yapilmaktadir.
Biyolimunessen olarak da bilinen bu uygulamada asil olarak DNA kontrolu yapilir. Ancak
temel dezavantaj, her tirli DNA'nin saptanmasidir. Buna gére canli ve 6l0 mikroorganizma
DNA'lar1 ile her tirlG organik maddeden gelen DNA beraberce saptanmis olur.
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03.03. Tanimlamada Otomasyon

Mikroorganizma gruplarina gére hazirlan kitlerde biyokimyasal test besiyerleri dehidre olarak
kuyucuklara yerlestiriimigtir. Tanimlamasi istenen bakteri kolonisi steril su igcinde ¢6zulUp,
kuyucuklara ilave edilir ve inkilbasyona birakilir. inkiibasyon sonunda her kuyucuktaki renk
degisimi negatif ya da pozitif olarak degerlendirilir, elde edilen pozitif kuyucuk sayisindan bir
kod Uretilir ve bu kodun karsilidi bakterinin cins ve trd belirlenir. Okumay1 otomatik olarak
yapan robotlar ile sonug ¢cok daha kesin olarak saptanir.

Her mikroorganizmanin hlcre duvarindaki yad asidi kompozisyonu farkhdir. Sahit saf
kdltarler ayri ayr analiz edilip, bir veritabanina (kitiphane) kaydedilir. Tanimlanmasi istenen
bakterinin hicre duvarindaki yag asidi kompozisyonu belirlendikten sonra bu veritabani ile
kiyaslanarak islem bitirilir.

03.04. Diger Basit Teknik Ornekleri

HGMF (Hidrofobic Grid Membran Fitler) yontemi ile kif analizi 2 glinde tamamlanabilmektedir.
Membran filtre Gzerinde hidrofobik 1zgara vardir. Filtreden gegirilen homojenizatta bulunan kif
sporlari her kosulda bu 1zgara sistemi icinde kalir. indikatér iceren besiyeri (izerine yerlestirilen
filtre inkUbasyona birakilir. Kif bu sdre iginde ¢iplak gbzle gérilemez ancak izgara igine
salgiladigi ve sadece o 1zgara iginde kalan metabolitleri, 1zgaranin rengini besiyerindeki
indikatére bagli olarak degistirmeye yeterlidir. Burada besiyeri, indikatdr iceren basit bir selektif
besiyeridir. Stirenin 2 giinde tamamlanmasinda asil etkili olan faktér HGMF'dir.

Mikroorganizmaya 6zgU enzimlerin saptanmasi ve besiyeri bilesimine bu enzimin substratinin
eklenmesi ile oldukga duyarli ve hizli sonuglar alinmaktadir. MUG esasli analiz ile E. coli 18
saatte belirlenebilmektedir ancak E. coli O157:H7 MUG negatiftir. Benzer sekilde pek ¢ok
florojenik ve kromojenik besiyeri yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

03.05. Molekiiler Yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), immunomanyetik separasyon (IMS), DNA prob gibi
genetik/ serolojik ydéntemlerin  kullanimi  yayginlasmaktadir. PCR, standart Kiiltirel
yontemlerle kiyaslandiginda analiz siresinde cok ciddi kisalma sagdlamaktadir. IMS,
manyetik kireciklere baglanmis antikorlar aracilidi ile analiz stresinde makul bir kisalma
saglamanin yaninda analiz duyarliginda artis getirir.

Molekuler tekniklerin, bakterilerin tanimlanmasinda kullaniimasi giderek yayginlasmaktadir.

Bakteri hlicre duvari yag asidi kompozisyonu ve diger gelismis yéntemlerin uygulanmasinda
kitiphane yetersizligi en énemli sorunlardan birisidir. Bu veri tabanlarinda dogal olarak en
fazla olarak rastlanan mikroorganizmalar ile ilgili bilgiler bulunmaktadir.

immun akis prensibi ile calisan tanimlama kitleri ile temel patojenlerin varligi, selektif
zenginlestirme sonrasinda 35-40 dakika iginde belirlenebilmektedir. Bu kitlerle yar kantitatif
olarak toksin testleri de yapilabilmektedir.

Biyosensorler ile ilgili ¢alismalara son zamanlarda siklikla rastlanmaktadir ancak gunlik
analizlerde kullanimi yaygin degildir.
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