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Hizli Yontemler Gercekten Genekiinmiig
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Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin Hizli Tani1 Yontemleri
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Klinik mikrobiyoloiji: ) 000

ASPECTORS
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Hizli identifikasyon,

Erken teshis, basarili tedauvi,
Hastanelerde fazla sayida ornek,
Gida mikrobiyolojisi:

™

Laboratuvarlara yogun numune akisi,
Gida endustrisi, uretim hatlari talepleri,
HACCP uygulamalari, Hijyen konrolleri,

Son urdn, ¢ig materyal, aninda sonug¢ alinmasi
gerekliligi.
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Geleneksel yontemler:
v Cok guvenilir,
v |zolasyon ve identifikasyon,
v Klasik yontemler gold standart, e T
/' FAKAT! Lemn
v Cok uzun surmesi,
v Yogu
v .
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Hizl Yontemler Gercgekiel [ERIINTI

Klasik bir yontemin:
v Spesifite ve sentitivite,
Tekrarlanabillirlik,

N

Daha az zaman
Daha az isgucu
Daha az sarf malzemesi
Daha : '
Daha :

o VAN
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Hizli Yontemlerin Tarihse

1960’larda biyokimyasal yontemlerin minyaturizasyonu:

v Once Enterobactericea,
v Ardindan diger patojenler ve antibiyogramilar,

| v

_.-'x o |
Hartman, 1968: = ,. ¢ lmj"‘ "\m
Artik bircok ﬁ-‘-—
mikrobiyolog
test volumlerini t'& |
dusurmek igin *‘s,, P s
kigUk kuyucuklar _ -
ve tupcukler...




Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin Hizli Tani1 Yontemleri

Hizli Yontemlerin Tarihsel Gelisimi

1970’lerde immunolojik yontemler:

Antijen-antikor uzun yillardan beri kullanihyor,
Spesifite ve sensitivitesinin yukseltilmesi,
Kullanim sahasi genigliyor,

1975-1985 arasi kit geligsiminin altin gag,
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1980’ler Molekuler calismalarin hizlanmasi:

1983 ilk hibridizasyon,

1989 Taq polimeraz ilk kullanimi,

1993 Karry Mullis nobel 6duld,
1985-1995 PCR altin ¢cagi

1995 gen-cip (microarray) teknolojisinin
ilk uygulamalari =

B < <
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Hizl Yontemlerln

O O Of\ O\> sample

analyte . . .
“o¥od 1990’lardan itibaren Biyosensoérler:
Y-
Bioreceptors DNA, whole cel's v 1953 ilk biyosensor (Clarck, kan oksijenini
Blaciecisniiet elektrotla...)

Potentiometry,

RS, oreromery v 1974’te seri uretim,
Fluorescence, reflection y . gn 0 . o0
K Piezosleciric v 1990’lardan itibaren mikrobiyolojide, gida
Wiigy” — S sektorinde,
.

, , Data
Microelectronics  [*— processing
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Biyokimyasal Yontemlerle H|

|dentifikasyon

Kromojenik Besiyerleri:

v Prensip: Gelismesi istenen bakterilerin enzimatik faaliyetleri sonunda belirli
bir/birkac substrattan renkli maddelerin olugsarak kolonilerin bu renkte
gorunmesi.

<\

Genelde selektivitesi artirilir, gelismesi istenen bakteriler icin tesvik edici
maddeler,

6-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (Salmon beta D-GAL)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (X-B-D-glucuronide)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R3-D-glucopyranoside (X-GLU)
5-bromo-6-chloro-3-indolyl caprylate (Magenta-caprylate)

B < <

L-a-phosphatidylinositol
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Biyokimyasal Yontemlerle
|dentifikasyon

Florojenik Besiyerleri:

v Prensip: Gelismesi istenen bakterilerin enzimatik faaliyetleri
sonunda belirli bir/birkag substrattan kolonilerde floresan isima
olusmasi.

v Florojenik substrat: methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG)

Florojenik LST broth Florojenik E. coli O157:H7 agar Readycult Coliforms
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ALOA Chromogenic Agar (Microgen)

Lityum klorid ve antimikrobiyal karigsim ile selektivite, kromojenik substratlar ile beta-
glukosidaz ve fosfolipaz C aktivitesini belirleme,

On zenginlestirme: (1:10 diliisyon, 6r: 25 gr 6érnek 225 ml 1/2 Fraser broth) 30°C’de 24 saat

inkUbasyon l

Zenginlestirme: 6n zenginlestirme besiyerinden 0.1 ml alinip 10 ml 1/2 Fraser broth’a inokule
edilir, 35°C / 37°C’de 24 saat inkubasyon

Zenginlestirme besiyerinden ALOA Chromogenic Agara’a, 24 saat 37°C’de inkubasyon,

Eelvre_sinde opak halka olusan butun mavi-yesil renkli koloniler L. monocytogenes supheli
oloni,

Supheli koloniler L. ivanovii ve diger bakteriler yoninden mutlaka dogrulanmalidir.

(Uretici firma konfirmasyon: Listeria spp. icin Microgen Listeria Latex, veya L.
monocytogenes Sinlepath L’'mono ile 30 dk. iginde)
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g s —
v Willis C. ve ark. (2006) bu yontemin spesifitesini %91.3,
sensitivitesini %86.7 olarak bildirmistir.

: Singlepathiﬁ]
L' MCONO
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Readycult Coliforms (Merck

Su analizinde, Koliform ve E. coli var / yok

: 2

Hijyen kurallarina uyularak paket analiz edilecek suya ilave edilir,
karistirilir, 35-37 °C'da 18-24 saat inkUbasyon

SiUre sonunda besiyeri: mavi-yesil: koliform (+)

4

UV lamba floresan testi

4
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Minyaturize Biyokimyasa
Yontemlerle Hizli Identifi
API:

v 20E, Rapid20E, 20NE, 20NH, Staph, RAPIDEC, 20Strep, Coryne,
Campy, Listeria, 20A, RapidID32A, 20CAUX, 50CH

20 minyatur biyokimyasal test,
2 saatten 72 saate kadar inkubasyon suresi,
Sonuclar Database ile kodlanip okunuyor.

NN

600’0 askin tur identifiye edilebiliyor.
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Minyaturize Biyokimya
Yontemlerle Hizli Iden

¥ ENTEROTUBE (BD-BBL): \ —h* S

v RaplD (REMEL):
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Minyaturize Biyokimyasal
Yontemlerle Hizli Identifikas

On zenginlestirme: Analiz edilecek érneklerden 25 gram 225 ml LEB (Listeria
selective Enrichment Broth Base, Oxoid) 24 saat 30°C’de inkubasyon,

 :

Asil zenginlestirme: On zenginlestirme besiyerinden 0.1 ml Fraser Broth’a 24 saat

35°C’de inklbasyon,

Kati besiyerine ekim: Asil zenginlestirme besiyerinden Oxford Listeria Selective Agar
Base, Palcam Agar’a 35°C’de 24-48 saat inkuibasyon,

Oxford’da ureyen kahverengimsi-yesil ve siyah, etrafi haleli koloniler ile Palcam’da
ureyen yesil-gri koloniler Listeria spp. l

Listeria rapid test: Stpheli koloniler Listeria flagellar antijen arama; Listeria rapid test
(Oxoid) pozitif suslar Listeria spp.

identifikasyon igin: API Listeria (BioMerieux) kitine, 8 saat 35°C’de
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Otomatize-Minyaturize
Yontemlerle Hizli Iden

VITEK : ™= 3= I
. . . | ! & R ® %

v Vitek 2, Vitek 2 Compact ve Vitek 2 XL b 3 4 3 y

v Gram pozitif (GP), Gram negatif GN), 1 4 3 -_: 2 ::
Bacillus (BCL) ve Maya (Yst) kolorimetrik : o B Bl 'r : hd B |
test kartlari (g = |

v Supheli koloni 3 ml steril plastik tiplerde
izotonik NaCl igcinde suspansiyon,

v Suspansiyonun test kartlarina aktarilmasi,
inklbasyon, 15 dk.da bir renk degisimi
okuma, D ' iti
antibiyogr
olarak veri
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VITEK : 1

- '
v 1- Supheli koloniden Gram boyama B ?" Ej .: :1 ’E ;

(] [: 3 3 » 'l:

1 33333
¥ 2- Sonuca gore test karti segme ['“ - [I [

:

v 3- Izotonik NaCl iginde gerekli
McFarland degerinin ayarlanmasi

4- Cihaza



Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin Hizli Tani1 Yontemleri

N

50 UANEERN

! g ® '
2 & 08 % '"l :1'
Crowley ve ark. (2012) = R IR R R
Gram negatif basilleri (Brucella, i 3 :3 333
Francisella, Burkholderia, Yersinia) ' 5 [
: (' g o meem ™
Vitek 2 GN test karti,

720 izolatin 707 tanesini dogru (%98)
13 izolati tanimlayamadigi (%2)

Yanlis identifi
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Otomatize-Minyaturize
Yontemlerle Hizli Idents

BD PHONEIX : = _—

&= BD f

olarak yapip supheli koloniyi identifiye
etme,

v Minyatur biyokimyasal testleri otomatik 1

v Kisa surede (ort. 4 saat) antibiyogram
yapabilme,

v McFarland ayarini otomatik oiarak
yapabilme,

Onceden Gram boyama gerekmez,
v Ayni anda 100 adet 6rnek calisabilme,

v Panellere
eklendikte
OTOMAT
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Otomatize-Minyaturize
Yontemlerle Hizli Iden

BD PHONEIX : P

v Karoll ve ark. (2006),
38 ayri turden toplam 251 adet izolat,

Identifikasyonlarini ve antibiyogramlart,
klasik biyokimyasal metotlar ve “referans
mikrodilisyon antibiyogram yontemi” ile
karsilastirma,

v 237 dogru, 14 yanlis identifikasyon

(%94)
v Antibiyotik
%97.9 uy
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ImmunoIOJlk Yontemlerle Hizli
|dentifikasyon

Antikor-antijen reaksiyonu yaklasik 100 yildir kulaniimakta,
Yontemin spesifitesi, buylk oranda antikorun spesifitesiyle iliskili,
Antikorlarin spesifitesi artirilarak testlerin spesifitesi yukseltiimis,
Ug gesit antikor:

B < <

Monoklonal, Poliklonal, Rekombinant

Singlepath®
E.COLI 0157
6 s -

—

E fDIAGNOSTIC AUTOMATION, INC.
o

IMMUNODIAGNOSTICS

'MICROWELL ELISA C € JI/
E.COLI 0157
FE83023 N/ 96 Test

[[o1 RD1020 P
$2009-12 2°C % , A=k

%

T
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Immunolojik Yt')ntemle
|dentifikasyon

Lateks Aglutinasyon Testleri:

Uygulanmasi kolay ve hizli
Bir slayt Uzerinde stpheli bakteri kolonisi su ile emulsifiye edilir,
Plazma sivisi eklenir ve saniyeler icinde kUmelesme,

v
v
v
v

Yuksek spesifite,
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Immunolojik Yoéntemlerlé
|dentifikasyon

Slidex Staph Kit (BioMerieux)

v Koagulazin belirlenmesi icin fibrinojenle
duyarhlastiriimis hemoglobin,

v protein A’nin belirlenmesi igin spesifik
monoklonal antikorlarla kaplanmis lateks
partikulleri,

Staphyloslide Kit (BD)

v Bakteri hticre duvarindaki kimelesme
faktoru polipeptidi belirlemek icin, insan
fibrinojeni ve IgG ile kaplanmis mavi lateks

partikulleri




Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin Hizli Tani1 Yontemleri

Immunolojik Yontemlerler izl
|dentifikasyon

Salmonella Latex Kit (Oxoid)

v Flagellar H antijenine kars! dretilen poliklonal
antikorlarla kaplanmis lateks partikulleri

Dryspot E.coli 0157 test kiti (Oxoid)

v Test kitinden en iyi sonucu alabilmek i¢in, dnce
sorbitol McConkey agar,

v E. coli O157:H7 suslarinin tamamina yakini
sorbitol fermentasyonu (-) koloniler renksiz,

v 0 157 olmayan Escherichia suslarinin da
tamamina yakini sorbitol fermentasyonu (+)
koloniler pembe

v Sorbitol fermentasyon (-) koloniler, direk %0.9
NaCl ile suspanse edilip kit icindeki kart
bolimune

v Birkag saniye igcinde sonug¢
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Immunolojik Yénteml
|dentifikasyon

Lateks Aglutinasyon Testleri:
Weist ve ark. (2006) '

v 150 S. aureus susu ile deneme calismasi,

v Dry-Spot Staphytect Plus, Pastorex Staph-Plus, Slidex Staph-Kit, Slidex
Staph Plus, Staphaurex Plus, Staphylase Test kitlerini
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ImmunoIOJlk Yontemlel
|dentifikasyon

Lateral Flow Testler:

v Analiz edilecek antijene spesifik,
membran icinde hareket edebilen antikor,

v Konjugat pedi; analiz edilecek analite spesifik antijen veya etkene spesifik
antikorlarin tutturuldugu partikilleri (renkli lateks partikulleri veya altin)
|geren kaUtU|mU$ b"‘ konjugat’ Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated to Test Line Control Line
Analyte Gold Nanoparticles (Antibody) (e.g. anti-lgG Antibody

LY o
T Sl e

g T v
Pt e

genelde nitroseluloz bir

6. Absorbent pad

4. Nitracellulose membrane . Conjumets Membrane Wicking Pad
2. Conjugate pad > g Jke S aiite s \
- \ NS N e e e T

3. Detection conjugate T}!/# Fo'= 1 A% ﬂ{__ 3 /
1, Sample pad > =
@By @&

7. Plastic adhesive ) z T g_/ o B : E

5(b). Control line  backing card P b A Y, /

5(a). Test line c i : = sl

Test Line Control Line
(Positive) (Valid Test)
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Immunolojik Yéntemlerle'HiZ _
|dentifikasyon

Lateral Flow Testler:

Numuneden bir miktar ornek penceresinden ornek pedine aktarilir,

Kapillar difuzyon hareketi ile konjugat pedine ulasir ve konjugat islanir,

Bir immunkompleks formasyonu,

Bu kompleks membran icinde yakalayici proteinlerin bulundugu alana dogru go¢
Burada yakalayici proteinler tarafindan tutularak sabitlenir,

N ENEENERN

Toplam 5-15 dakika iginde test penceresinde, sonucun pozitif oldugunu
goOsteren bir gizgi veya bant,

v Konjugatin arta kalan kismi, membranin devamindaki diger bir noktaya dogru
hareket,

v Bu noktada testin tamamlandigini ve dizguin c¢alistigini gosteren kontrol gizgisi
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Immunolojik Yé')ntem
|dentifikasyon

Singlepath E. coli 0157 (Oxoid) Rapid Test :

Singlepath®
v Zenginlestirme: 25 gr. et-et drunleri 6rnegi, 225 ml. mEC+Novobiocin -
selektif zenginlestirme broth icinde 35-37°C’de 18-24 saat '
v 1-2 ml. zenginlestirme sivisi 15 dk. kaynayan su banyosunda
Singlepath®

Oda isisina E COUI 0157

-

Oda i1sisind
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Immunolojik Yénteml
|dentifikasyon

Lateral Flow Testler :

Singlepath®
E.OLI TG

v Zhao ve ark. (2010), i
v Test aygiti icin nanogold partikulleri, E.coli O157’ye spesifik
biotin-streptavidin ile isaretlenmis poliklonal antikorlar

v 36 adet E.coli O157 , 29 adet O157 olmayan E.coli susu ile
deneysel kontamine edilen toplam 933 adet gida orneqi
v Klasik kultar-identifikasyon ile lateral flow testini karsilastirmiglar,

v Zenginlestirme sonrasi 2.3 kob/gr, zenginlestirme yapilmaksizin i
2.3x10° iyi ' g s

- T

Singlepath ®
ECOUL 5T
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Immunolojik Yoéntemlerlé H|zl_
|dentifikasyon

Enzimle isaretlenmis immunosorbent Testler (ELISA) :

v ]Ik defa 1966 yilinda Avremeas ve Uriel enzim isaretli konjugatlari doku
antijenleri igin,

v Engvall ve Perlman 1971 yilinda farkh enzimler kullanarak ELISA’y1 serolojik
yontem olarak ilk defa,

Solid bir faza antijen veya antikorun absobsiyonu.
Ornek ve gerekli reagentlerin ilavesi.

inkiibasyon ve yikama.

isaretli antikor veya antijenin ilavesi.

Spesifik substratin ilavesi.

Reaksiyonun durdurulmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
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Immunolojik YoéntemlerlelHiz
|dentifikasyon

Gida Kaynakh Patojenler Ticari ELISA Kitleri :

BAKTERI veya TOKSIN TURU TiCARI iSMi URETICIi
Bacillus cereus diarrhoeal enterotoxin Bacillus diarrhoeal TECRA
. enterotoxin

Campylobacter EiaFoss Foss Electric
CamplylobacterVIA TECRA

Clostridium botulinum neurotoxin BoNT R-diagnostics

Escherichia coli O157 EHEC-TeK bioMe rieux
Assurance BioControl
E. coli 0157 VIA TECRA
Premier O157 Meridian

Listeria Listeria-TeK bioMe ‘rieux
Listeria VIA TECRA

Salmonella Salmonella-TeK bioMe ‘rieux
Salmonella VIA TECRA
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Immunolojik Yontemlerle'Hizli
|dentifikasyon

Tam Otomatize ELISA Cihazlari
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Immunolojik Yontemlerle'Hizli
|dentifikasyon

Enzimle isaretli Floresan
Testleri (ELFA) :

v Antijenin tanimlanmasinda
kromojenik substrat yerine
florojenik substratin kullanildigi
yontem,

Hedef anti
yakalayici

Ry Refy
\@Hﬁmmfsf% + W
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Immunolojik YoéntemlerlelHiz
|dentifikasyon

Enzimle isaretli Floresan Testleri (ELFA)

VIDAS: Vitek Immuno Diagnostik Assay System (bioMerieux)

Otomatize ELFA,
Bir zenginlestirme islemini takiben 45 dakika ile iki saat icerisinde sonuc

Sistem tipik olarak iki parca,

B < <

1-Tek kullanimlik pipet ucu benzeri, i¢ yluzeyi hedef antijene spesifik antikorla
kaplanmis SPR (solid phase receptacle)

v 2-Test igin gerekli yikama solUusyonlari, alkalin fosfatazla isaretlenmis antikorlari
iceren konjugat, substrati (4-methyl-umbelliferyl phosphate) barindiran, Gzeri
muhurlenerek kapatilmis bir strip,

v Tum dinyada 18000’in Uzerinde ayri noktada kullanici.
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Immunolojik Yontemlerle'Hizli
|dentifikasyon

= 22 s
Enzimle isaretli Floresan Testleri (ELFA)

VIDAS: Vitek Inmuno Diagnostik Assay
System (bioMerieux)

v Zenginlestirme solusyonu icinde kultlr ornegi
hazirlanir,

v Test striptinin ilk kuyucuguna (6rnek kuyucugu)

aktarilir, cih /

Cihaz otom
bir sure bek
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Immunolojik Yoéntemlerlé H|zl_
|dentifikasyon

VIDAS: Vitek Immuno Diagnostik Assay System (bioMerieux)

Liu ve ark. (2009) Campylobacter spp. identifkasyonu icin standart metotla
karsilastirmali olarak uyguladiklari ve sonuclarda énemli bir farklilik olusmayan

yontem: 1

Zenginlestirme: 25 gr kanatl eti 6rnegi 100 ml. Bolton broth+selective
supplement icinde 42°C’de 48 saat %10 karbondioksitli etlivde inkube,

4

VIDAS: Zenginlestirme solusyonu 0.65 pm. seluloz membran filtreden gegirilip
miniVIDAS stripine aktarilir, strip cihaza yerlestirilir,

4

Yaklagik 4 saat sonra sonug cihazdan okunur.
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Immunolojik Yontemlerle'Hizli
|dentifikasyon

|
Immuno Manyetik Ayirma :

v Hedef maddelerin (bakteri, X B
hiicre, protein, niikleik asit vb.), ;I 2k - YAI » -
N . CY
yuzeyi antikor ile kapli manyetik Al : no : "
partikiillere baglan L*,/ d:/ & e
alan igerisi
Add angbo{;:ly;o tr::;inu: Etar;plfe fiu Use atslérﬁng“
u UIamaSI C::EE? E;I'?'I pISE. arergc‘;pn?:ed ba? bangi?agrr'rl]ae—aniiggdv-

the beads. bead complex
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Immunolojik Yontemlerle'Hizli
|dentifikasyon

Enrichment After IMS

immuno Manyetik Ayirma : . —_

v Paramanyetik kdrelerin antikorla

kaplanmasi igin streptavidin ve

biotin;

Isolates target from the sample
v - . which enables confirmation
Performa ‘ of 026 potential pasitives
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Immunolojik Yoéntemlerlé H|zl_
|dentifikasyon

Immuno Manyetik Ayirma :

v Spesifik antikorlarla kaplanmis metalik partikuller sivi haldeki stpheli 6rnege
eklenir,

v Ortalama 30 dakika ile bir saat inkUbasyon: Baglanma
v Tup manyetik gu¢ kaynagina yerlestirilip miknatis ile partikullerin
uzaklastirilir,

v lIzole edilen manyetik partikil-antijen kompleksinin uygun bir tampon ¢ozelti
ile yikanir

Hedef maddenin segici olarak konsantre edilir, uygulanacak identifikasyon
yonteminin basarisini artirir ve bir selektif zenginlestirme basamaginin yerini

alir.
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Nukleik Asit Tabanli Yontemleressizi
|dentifikasyon

Polimeraz Zincir Reaksiyonu PCR : Polymerase Chain Reaction

(PZ R) 0 30 - 40 cycles of 3 steps :
mw%ﬂmwmm% Step 1 : denaturati'

. . . I minut 94 °C

OZETLE: Izole edilen veya ' mm

patolojik materyallerde bulunan

hedef genetik materyallerln (DNA
veya RN
oligonukl

3 Step2: annealmg'

uuw% RO
\yyy 45 seconds 54 °C
3 mﬂwmﬂmwwﬂw forward and reverse
[l 5 primers !!!

| ¥ . :
UL 5 Step3 —e}(tenslcm'

| I o~ 7 .
L PR N | | 2 minutes 72 °C

only dNTP's
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Nukleik Asit Tabanli Yt')ntemle
|dentifikasyon

AVANTAJLARI: GIDA ORNEKLERI ICIN:

v Kisa surede sonuc alinabilmesi, v Sivi gidalar filtreden,

v Canli hucre gereksinimi v Kati gidalar uygun tampon
olmamasi (0zellikle hijyen solusyonla homoijenize edilir,
kontrollerinde bulasinin v Bazen 6n zenginlestirme
kaynagini gostermek gerekebilir
acisindan),

v Ekstraksiyon
¥ Hasar gormus hucrelerin de v Hedef DNA

tespit edii SIS deoksiribonukleotidler, Taq

v SpeSifiteSi, dOQfUlUk oranlarinin po”meraZ, hedef gene Spesifik
yuksek olmasi. primerler Termal Cycler’a,

v Jel elektroforez ve goruntileme
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[\IUkIeik Asit Tabanli Yontemlerer= iz
|dentifikasyon

PCR Product-Specific Nucleotides

v

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Modifikasyonlari:
; Fluorescent
v Touchdown, Nested, Multiplex, AFLP, Reporter Dye Quencher Dye

RFLP ve bunlarin kombinasyonu; /
RealTime Dot s D prove

primer ) o
Floresan b |||||||ﬂ:m|ﬂ:ﬁ||||?uimrlll

2) Primer Annealing' Probe hybridization
pulm—a;se; hybridizes
N |

TagMan® Probe Method
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[\IUkIeik Asit Tabanli Yontemlerer= iz
|dentifikasyon

PCR Product-Specific Nucleotides

v

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Modifikasyonlari:
; Fluorescent
v Touchdown, Nested, Multiplex, AFLP, Reporter Dye Quencher Dye

RFLP ve bunlarin kombinasyonu; /
RealTime Dot s D prove

primer ) o
Floresan b |||||||ﬂ:m|ﬂ:ﬁ||||?uimrlll

2) Primer Annealing' Probe hybridization
pulm—a;se; hybridizes
N |

TagMan® Probe Method
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Nukleik Asit Tabanli YontemleressiZli
|dentifikasyon

Gen-¢ip
(Microarray)
Teknolojisi:

Cam, plastik
veya silikon ¢ip
gibi kati bir
yuzeye
tutturularak
sirali bir sekilde
olusturulmus
mikroskobik

I R
.. P
L s - o
Pl T i
| o = -|.|. :

Tt

L e et S S
[ ] .

Ilrru-..‘m of I-I’fhddl:nd Probe An'l]r ‘WF DNA spotlari
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Nuklelk Asit Tabanli Yontemierl ez
|dentifikasyon

Gen-¢ip (Microarray) Teknolojisi:

v PCR urunleri amplifikasyonla elde | .

. . . . Gene ozqgii primerlerle PCR amplifilv!asyunu
edilip, ¢cip Uzerine yaklasik 2 cm? bir v v v
alana noktaciklar halinde yerlestirilir, PCR iiriiniiniin polizin kapl cam

slayt iizerine yerlestirilmesi

v Her bir PCR Urununun yerlestirildigi

bolge ve igerdigi DNA dizisi kesin
olarak bell ¢ =
/ BuDNA'| v

DNAmMN kurutulmasi UY crosslink ile
sabhitlenmesi ve denatiirasyonla tek
zincirli hale getirilmesi
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Nukleik Asit Tabanli Yontemlerle:=iZi
|dentifikasyon

Gen-¢ip (Microarray) Teknolojisi:

Kim ve ark. (2008),

E. coli O157:H7, Listeria spp., Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp.,

v oligonukleotid problar dizayn ederek
deneme calismasi

v Her bir gida kaynaklh patojenin DNA’si ile
yuksek spesifitede hibridizasyon elde
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Elektriksel Sinyal Ol¢l
Yontemlerle Hizli Ident

Biyosensor Teknolojisi:

v Biyolojik algilayici ile, analiz edilecek hedefin konsantrasyonuyla orantili olarak
sinyal Ureten transduser’in kombinasyonundan olusan bir cihazdir.

Biyosensér
Ornek Biyoreseptdr Transduser Elektronik Veriisleme
Enzimler
O L1I—> Antibadiler Elektrodlar
A O A Niikleik asitler Transistérier

o O I::l Mikroorganizmalar A
Termistérler
A O—> Dokular [||][::> [||]:> Mikroelektronik
Optik fiberler
4+ o Hicreler

u Piezoelektrik
A [ ]—» Yapay biyolojik kristaller
reseptérier




Elektriksel Sinyal Ol¢l
Yontemlerle Hizli Ident

Gida Kaynakh Patojen Bakterilerin Hizli Tani1 Yontemleri

Biyosensor Teknolojisi:

1- Secici tanima mekanizmasina sahip biyomolekul/ biyoajan,
2- Biyoajanin incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri

elektronik sinyallere donusturebilen gevirici

3- elektronik bolum

Biyosensér
Ornek Biyoreseptdr Transduser Elektronik Veriisleme
Enzimler
O []—» Antibadiler Elektrodlar
A QA Niikleik asitler Transistérler
o O I::l Mikroorganizmalar A
Termistériler
A L]—» Dokular [|[||::> [||]|:> Mikroelektronik
Optik fiberler
|=| D Hdcreler
] Piezoelektrik
A [ ]—» Yapay biyolojik kristaller

reseptérier
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Elektriksel Sinyal Olgtimuimabanli
Yontemlerle Hizli Identifikz |

Biyosensor Teknolojisi: :

m\? E‘ﬁ‘é.’?ﬁf

Gidalarda kompozisyon belirlemede,
Fermentasyon prosesinin on-line kontrollinde VQW Immobilised enzymes,
: : o . +— Microorganisms
Islenmis ve ¢ig gidalarda kontaminasyonu Immunoagents
belirlemede, BiGTECEF}lUI'S DNA, whale cells

v Proses kontrolinde biyosensorlerin iki avantajli Electrochemical:
S Transducer |+ erperomety

v YUksek secicilik ve hizli cevap suresi Flucrescence, reflaction

Piszoelactric

HACCP ko YY

Gida patoje Amplfier -+ Signal
slirede son 4

, | Data
Microelectionics [+ processing
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Elektriksel Sinyal Olcii
Yontemlerle Hizli Iden

Biyosensor Teknolojisi:

v~ Malthus 2000: Elektrokimyasal (iletkenlikteki
degisimler) ayni anda 240 su nhumunesi,
mikrobiyal yuk

v BiaCore T100: SPR (yuzey plazmon
resonans) teknolojisi, 10 dakikalik sure icinde
102 kob/ml.’lik degisimi 6lgebilme

Detex Syst
biyosensor,
spp. icin %1

duyarhlik
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ATP Olglim Yontemine DayalilEizi
Kontrol Sistemlert

ATP Biyoluminesans:

v~ Biyoluminesans: Canli organizmalar tarafindan kimyasal reaksiyonlarla 1sik
uretilmesi,

v Ates boceklerinde (Photinus pyralis) luciferin Oz ile birleserek oksiluciferin
Oksiluciferin uyariimig form, ¢gabucak isik vererek geri doner,
Reaksiyon lusiferaz enzimi ile olur, bu enzim inaktifken ATP’ye bagl

OO, e OO m

d-lucirern Oxyluciferin ~ AMP CO32

lignt
560 nm
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ATP Olglim Yontemine DayalilEizi
Kontrol Sistemlert

ATP Biyoluminesans:

Once mikrobiyal olmayan ATP non-iyonik bir deterjanla ekstrakte edilir
5 dk. icinde ortama salinan yuksek ATPaz enzimi ile yikimlanir,

Mikrobiyal ATP %5’lik trikloasetik asit / organik solvent (etanol, aseton, kloroform)
ekstarkte edilir,

v Enzim-koenzim kompleksi (lusiferaz — lusiferin) ile reaksiyon baslatilip liminometre ile
Olcum,

v Monitoérize HACCP uygulamalari icin elverisli: Toplam mikrobiyal yukin belirlenmesi,
sonucun hizl bir sekilde goruntulenebilir olmasi,

=M% ¢ RER

Charm Sciences ATP Bioluminescence Instrument Timeline

1993 1996 1998 2000 2004 2005 2006 2007 2009
Suitcase Lum-K Lum-T FireFly LUM-Giene  nowvalUM noval UM FireFly Il noval U
Luminometer Wireless Audit Feature:
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ATP Olgcim Yoéntemine DayalilEizl
Kontrol Sistemleri
Adenilat Kinaz Adenilat Kinaz olgumleri:

. v ATP ve AMP’den iki ADP olusum

reaksiyonunu katalize eden enzim

v AK dlcimu, ATP biyoliminesans
Olcumune gore 10 kattan 100 kata
kadar daha hassatir. 5 dakika iginde
10 adet E. coli hucresini Olcebilecek

ATE + AlNIF

Corbitt ve
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Kontrol Sistemle
3M / BIOTRACE’s

Clean-Trace g ing The
‘ Highest Levels

aer Of hygiene
o
- st %
Sample s

Before

Activation Activation
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SONUG -

Hizli yontemler, 0zellikle yogun numune akiginin oldugu gida
laboratuvarlarinda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Bu yontemlerin guvenirligi ile ilgili birgok arastirmanin sonugclari
gostermistir ki; bu testler cogunlukla guvenilir, yUksek ozgulluk ve duyarliliga
sahip, hizli ve ucuz testlerdir.

Genellikle kullanimlari kolay, kullanim igin fazla egitim gerektirmemeleri
gelecekte onlarin yogun bir sekilde kullanilacagina isaret etmektedir.

Son yillarda hizla gelisen PCR yontemi, bircok patojen
mikroorganizmanin gen sekanslarinin belirlenmesi ile yaygin bir kullanim
alanina kavusmustur.

Gelecekte, hizli yontem uygulamalarinin daha da gelismesiyle,
ozellikle HACCP uygulamalarinda, kontaminasyon noktalarinin
degerlendirimesinde daha yaygin olarak kullanilacagi beklenmektedir.
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