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Mikrobiyolojide kullanilan hizli tan1 yontemleri

Zeki ARAS!

OZET

Mikrobiyoloji uygulamalarinda onemli bir yere sahip
olan hizli yontemler klinik, gida ve cevresel orneklerde
bulunan  patojen  mikroorganizmalar ve onlarn
metabolitlerinin erken tespiti, izolasyonu, identifikasyonu
ve sayimi icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. ilk
olarak 1960’larin ortalarinda gelistirilmeye baslayan
bu yontemler, minyatiirize biyokimyasal, immunolojik,
genetik ve biyosensor tekniklerini kapsamaktadir.
Minyatirize biyokimyasal identifikasyon yontemleri 1965
ile 1975 yillan arasinda gelistirilmis, 1975 ile 1985 yillan
arasinda kalan siire immunolojik test yontemlerinin altin
cag1 olarak adlandinlmistir. Genetik tami yontemleri
ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalan
1985 ile 1995 yillan arasinda gelisim gostermistir. 1995
yiindan giinimiize kadar ise biyosensor ve mikroarray
test sistemleri, cesitli orneklerde bulunan patojen
organizmalarin direk tanisi amaciyla gelistirilmistir.
Bu derlemede anlatilan immunolojik testler, manuel
ve otomatik ELISA (Enzyme Linked immunosorbant
Assay) testlerini, lateral migrasyon immunoassay, lateks
aglutinasyon testlerini ve immunomanyetik separasyon
yontemlerini kapsamaktadir. Genetik tan1 yontemlerinden
birisi olan PZR, patojen mikroorganizmalarin dogru
tanisim

giiclendirmek icin son yillarda daha da

gelistirilmistir. Hizli testlerin giivenirligi ile ilgili bir cok

ABSTRACT

Rapid methods are an important part of applied
microbiology and are widely used for isolation,
identification, early detection, and enumeration of
pathogen microorganisms and their products in clinical,
food,

which were comprised as miniaturized microbiological,

and environmental samples. These methods

advanced immunological, genetic, and biosensor
techniques were began to be developed in mid-1960s.
The miniaturized microbiological diagnostic kits were
developed from 1965 to 1975. The years of among 1975-
1985 were called the golden age of immunological tests.
The genetic diagnostic methods and polymerase chain
reaction (PCR) applications have developed between
1985 and 1995. Since 1995, the biosensor

and microarray test systems have been developed

the years

for direct detection of pathogen microorganisms in
different samples. The immunological tests described
in this review include manual and automated enzyme
linked immunosorbant assays, lateral migration immuno-
assays, latex agglutination tests and immuno-magnetic
separation assays. PCR process which is one of the genetic
procedures has been improved in order to strenghten
the diagnosis of pathogen organisms. Numerous studies
have been conducted to determine the sensitivity and

specificity of these tests. They have determined that the
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arastirmanin sonuglar gostermistir ki; bu testler ucuz ve
hizlidir ayrica yiiksek o6zgillik ve duyarliiga sahiptirler.
Bu makalede hizli testlerin calisma prensipleri ve

arastirma sonuglarinin karsilastinilmasi sunulmustur.

Anahtar Sozciikler: Hizli yontemler; tani testleri;
ELISA; PZR, biyosensor

GIRIS
Mikrobiyolojik yontemler; geleneksel ve hizli
yontemler olmak uzere ikiye aynlir. Geleneksel

yontemler halen altin standart olarak kabul
edilmektedir. Hizli yontemler terimi, farkl tiplerdeki
minyatirize biyokimyasal kitleri, antikor temelli
serolojik testleri, niikleik asit hibridizasyon kokenli
yontemleri ve biyosensorleri kapsamaktadir. Bu test
yontemleri manuel, yar otomatik veya tam otomatik
kullanima sahiptirler (1, 2). Hizli yontemler; klinik,
gida ve cevresel orneklerde bulunan bakteri, mantar,
virls ve protozoon gibi mikroorganizmalar ile onlara
ait metabolitlerin izolasyonu, identifikasyonu, erken
tanisi, sayimi ve bakterilerin antibiyotiklere olan
duyarliliklarinin ~ belirlenmesinde  kullanilmaktadir
(1). Bu yontemler yiiksek duyarliiga ve ozgiillige
sahip olmali, aynca ucuz ve kisa siirede sonug
vermelidir. Glnumuzdeki yontemlerin tamami bu

sayilan ozellikleri tasimaktadir (2).

hizli
ortalarinda

Mikrobiyoloji  uzmanlan,
1960’larin
baslamislardir. 1970’lerde gelisimi ivme kazanan bu

yontemlerle
ilk olarak tanismaya
yontemlerin ilerlemesi 1980’lerden glinimiize kadar
devam etmistir (1). Hizli yontemlerin yillara gore
gelisimi soyle tamimlanabilir:

1965 - 1975 : minyatirize biyokimyasal identifi-
kasyon yontemlerinin gelisimi,

1975 - 1985 : immunolojik testlerin gelisimi,

1985 - 1995 : molekiiler sistemlerin ve polimeraz
zincir reaksiyonunun (PZR) uygulanmasi,

1995 - ..
lerinin gelisimi (3).

: biyosensor ve mikroarray gibi sistem-
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tests are rapid, highly sensitive, specific and inexpensive

methods. Theoretical information and results of
comparative studies about these methods are described

in detail in this review.

Keywords: Rapid methods, diagnostic test, ELISA,

PCR, biosensor

MINYATURIZE BiYOKIMYASAL iDENTIFIKASYON

YONTEMLERI

Mikroorganizmalarin identifikasyonunda kullanilan
geleneksel biyokimyasal testlerde yogun isgiicii ile
yiksek miktarda ayirac ve besiyeri tiiketilmektedir.
Minyaturize biyokimyasal yontemlerde ise
dehidrate ayiraclar veya kullanima hazir besiyerleri
kullanilmaktadir. Bu teknikler genellikle “modern
biyokimyasal identifikasyon teknikleri” adi ile
anilmakta ve gunlik laboratuvar uygulamalarinda

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (2).

Minyaturize biyokimyasal yontemlerde, pleytlerde
hazir bulunan cesitli sivi veya kati besiyerlerine
saf kiltlrler inokule edilip inkiube edilir ve enzim-
substrat iliskisine baglh olusan renk degisimi ya da
gaz olusumu ile bakteri belirlenir. Sonuclar tam
cizelgeleri ile karsilastinlabilecegi gibi veritabanlan
ile de analiz edilebilir (Sekil 1) (1, 2).

Bilim adamlarn tarafindan, 1960 ve 1970 yillan
arasinda bircok sistem minyaturize edilmis ve tam
amacl kullamlmistir. Son yillarda APl (Biomerieux),
Minitek  (BBL
Microbiology), Crystal ID (Bacto Laboratories), MicrolD

Enterotube  (Becton-Dickinson),
(Remel), RapID (Rapid), Biolog (Biolog Systems) ve
Vitek (Biomerieux Diagnostics) gibi cesitli minyatiirize
ticari tam sistemleri gelistirilmistir. Bu yontemler,
onceleri enterik bakterileri (Salmonella, Shigella,
Proteus, Enterobacter vb.) identifiye etmek icin
tasarlanmisken daha sonralan fermentatif olmayan
bakteriler, Gram pozitifler, anaeroblar ve mayalarin

identifikasyon ve antibiyogramlarini yapabilecek
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1- Kat1 besiyerinde saf
kiltirin elde edilmesi
ve kullanilacak test kiti
cesidinin belirlenmesi
icin gram boyama
yapilmasi

3- Mikropleyte
inokulasyonun
yapilmasi ve
inkiibasyona
birakilmasi
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2- inokolumun
yogunlugunun
ayarlanmasi

4- Mikropleytin
okunmasi ve
mikroorganizmanin
idendifiye edilmesi

Sekil 1. Minyatirize biyokimyasal yontemlerde islem basamaklari

sekilde gelistirilmislerdir. Bu sistemlerde kullanilan
test kartlan, degisik biyikliktedirler ve antibiyotik
veya degisik
sayida mikro kuyucuklardan olusmaktadirlar. Plastik
kartlarin her gozinde farkli ayiraclar bulunmaktadir.

identifikasyon substratlar1 iceren

Bilinmeyen kiltirin sivi formu plastik kartlarin her
bir goziniin vakum dairesinden verilmekte ve kart bir
inkuibatore kaldirilarak 4-12 saat inkiibe edilmektedir.
Otomatik yontemlerde, sistem belirli siirelerle her bir
kart1 taramakta ve renk degisimi veya gaz olusumunu
her bir goz icin veritabanm ile karsilastirmaktadir
(1-4).

klinik
odaklanmistir.

ilk karsilastirmali  analizlerin  cogu

orneklerinin  degerlendirilmesine

Minyaturize diagnostik sistemlerin  kriterlerinin

belirlenmesi amaciyla vyapilan ilk calismalarda,

minyatiir  sistemlerin  geleneksel yontemlerden
daha hizli, daha dogru ve daha ucuz olduklan ve
ayrica insan gucunden ve calisma alanindan tasarruf
sagladiklart sonucuna varnlmistir. Baslangicta, hizh
tan kitlerinin her bir goziindeki renk degisimi gozle
okunup daha sonra elde edilen manuel identifikasyon
kodu kullanilarak mikroorganizma belirlenirken, son
zamanlarda diagnostik tam

sirketleri  bilinmeyen

hizl
yapilabilmesi icin bilgisayarli otomatik okuyucular

kiltirlerin  identifikasyonlarinin ve dogru
gelistirmistirler (4).
Mikrobiyolojik yontemlerin  minyaturizasyonu,
materyal ve zaman kazanci ile ticari mikrobiyolojiye
hizli ve kolay calisma imkam saglamistir. Gelistirilen
sistemler ile ozellikle rutin teshis laboratuvarlarinda
kisa sirede fazla sayida ornek islenebilmektedir.
Aynica bu sistemler gelismis laboratuvarlarin cok
sayida kultir islenmesi gereken calismalarinda ve

bircok arastirmada kullanilabilmektedir (1, 4).

Swanson ve Collins (5) tarafindan 503 veteriner
kokenli patojen enterik bakteri kullanilarak yapilan
bir calismada,
olan API
laboratuvarlarinda  kullanilip
arastinlmisti.  Test  Kkiti
% 96’sim1 dogru, % 3’Unli yanlis identifiye etmis ve
% 1’ini identifiye edememistir. Yanlis identifikasyonun
Klebsiella, Enterobacter ve
suslarindan ileri geldigi belirlenmistir. Veteriner ve
beseri izolatlar arasindaki biotip farkliigi da baz

hizli minyatiirize test kitlerinden

birisi 20E’nin veteriner mikrobiyoloji

kullanilamayacagi

veteriner izolatlarin

Escherichia coli

biyokimyasal reaksiyonlar (sitrat kullanmimi gibi)
arasindaki farkliliga baglanmistir.
Turk Hij Den Biyol Derg
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Jayarao ve ark. (6)
calismada, 144 veteriner kokenli Streptococcus susu

tarafindan yapilan bir

(mastitis vakalarindan izole edilmis suslarin dagilimi:
Streptococcus uberis (60), Streptococcus dysgalactiae
(32), Streptococcus agalactiae (15), Streptococcus
bovis (15), Enterococcus faecium (10) ve Enterococcus
faecalis (12)) Vitek Gram pozitif identifikasyon kiti ve
API Rapid Strep system kitleri ile degerlendirilmis elde
edilen sonuclar klasik biyokimyasal identifikasyon
yontemleri ile karsilastinlmistir. Referans suslar
her iki kit ile de dogru identifiye edilmistir. Vitek
Gram pozitif identifikasyon kiti ile toplam 144 susun
% 94,4’U identifiye edilebilirken bu sonucun tirlere
gore dagilimi ise soyle olmustur: S. uberis % 95,
S. dysgalactiae % 93,8, S. agalactiae ve S. bovis
% 93,3, E. faecium % 90 ve E. faecalis % 100. APl Rapid
Strep kiti ile ise % 96,5 dogrulukla identifikasyon
saglanmistir. Suslann biiyiik bir cogunlugu istenilen
identifikasyon seviyesinde identifiye edilmislerdir.
Aynica suslarin identifikasyonlari ortalama 4-8 saatte
gerceklestirilmistir.

AP| sistem birden fazla bakteriyel taksonomik
identifiye kullamlmistir.
Domuzlardan izole edilmis 60 Pasteurella multocida

grubu etmek icin
susu ile yapilan bir calismada, API 20NE testi PZR ile
karsilastinlmis ve API 20NE ile izolatlarin tamami
dogru identifiye edilmistir. Ayrica, APl 20NE test
kiti, APl 20E, APl 50CHB/E ve API ZYM Kkitleri ile

birlikte kullanildiginda izolatlarin alt tiplerini de

belirleyebildigi ve epidemiyolojik calismalarda
kullanilabilecegi bildirilmistir (7).

IMMUNOLOJIK YONTEMLER

Mikroorganizmalarin belirlenmesi ve karekte-

rizasyonunda antikor antijen reaksiyonu yillardir
uygulanmaktadir. Ayrica, disiik molekiiler agirtiga
sahip mikotoksin, pestisit veya veteriner ilaclar gibi
gida kontaminantlarinin belirlenmesinde de tercih
edilmektedir. Bir immunolojik yontemin spesifitesini
olcude
belirlemektedir. immunolojik yontemlerde iic cesit

biiylik kullanilan  antikorun spesifitesi
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antikor  kullamlmaktadir:  Poliklonal antikorlar,
monoklonal antikorlar ve rekombinant antikorlar
(1, 2).

Antijen-antikor reaksiyonu tum patojenlerin
hizli

sistemler yiiksek oranda otomatize edilmisken baz

belirlenmesi icin guclu bir sistemdir. Baz
sistemler ise basit kullanima sahiptir. Bu testler soyle
simflandirlabilir:

1. Lateks Agliitinasyon Testleri

Antikor kapli ve boyali lateks ya da kolloidal altin
partikilleri, hizli serolojik identifikasyon ya da saf
bakteri kultur izolatlarinin teshis ve tiplendirilmesinde
kullamlir. Antijen ile antikorun birlesmesi sonucu
gozle gorulur aglutinasyon sekillenir. Ters lateks
aglutinasyon testleri cozinebilir antijenler icindir ve
cogunlukla toksinlerin aranmasinda kullamlirlar (2, 8).

Papasian ve ark. (8) tarafindan, 191 stafilokok
izolat1 ile yapilan bir calismada, Staph Latex Kit
(Remel), Staphyloslide

(Becton Dickinson Microbiological Systems) rapid

Staphaurex Plus (Murex),

lateks aglitinasyon test kitleri tlip koaglilaz testi ile
karsilastinlmistir. Kitlerin ve tup koagulaz testinin
identifikasyon dogruluk ylizdeleri siras1 ile % 98,4,
% 100, % 99,5 ve % 99,5 olarak bulunmustur.

Lee ve ark. (9) tarafindan, veteriner kokenli 48
Metisilin Direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
izolat1 ile vyapilan bir calismada, MRSA-Screen
lateks aglutination test kiti (Denka Seiken) PZR
Test kitinin

sensitivitesi % 100 olarak bulunmustur.

ile karsilastinlmistir. spesifitesi ve

2. Otomatik ve Manuel ELISA (Enzyme-Linked
immunosorbent Assay) Yontemleri

Antijen antikor reaksiyonunu gerceklestirmek
icin bircok yontem olmasina ragmen son yillarda en
¢ok kullanilan yontem ELISA testidir. Bu yontemde,
antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve
immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu
olculmektedir (10, 11). ELISA testinin direkt, indirekt
ve sandvic ELISA gibi farkli sekilleri olmasina ragmen
en sik kullanilani sandvic ELISA yontemidir (1).
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Patojen mikroorganizmalari ve  toksinlerini
belirlemek icin bircok ELISA testi gelistirilmistir.
Fakat bunun yaninda ELISA’nin manuel prosediirii cok
zahmetli oldugu icin son zamanlarda bazi ELISA testleri
(VIDAS, Assurance EIA, Transia Elisamaticll, Detex vb)
tamamen otomatik hale getirilmistir. Bu sistemler ile
Listeria, Listeria monocytogenes, Salmonella, E.coli
0157, stafilakokkal enterotoksin ve Campylobacter
gibi patojen ve toksinleri kisa siirede otomatik olarak
teshis edilmektedir (1, 2).
bircok ELISA kiti yuksek standarda sahiptir ve otomatik

Glnumuzde kullanilan

olarak calistiklar icin hiz ve verimi arttirmakta ve
insan hatalarin1 azaltmaktadirlar (4).

Sewell ve ark. (12), dogal kontamine 44 cig
siit orneginde yaptiklan calismada, Listeria spp.
VIDAS klasik
yontemle karsilastirmislar ve sistemin duyarliigim

arastinlmas1  yonunden sistemini
% 98,1 dzgulliglinu % 97 olarak belirlemislerdir.

Oktay ve ark. (13) tarafindan yapilan bir calismada,
42 kasar peyniri, 42 tereyagi ve 38 kumpir Ornegi
L. monocytogenes ve Salmonella spp. varligi yoniinden
mini-VIDAS ve klasik yontemle incelenmistir. Dogal
kontamine orneklerde L. monocytogenes analizinde
klasik yontemin ozgiilliigli peynir icin % 99, tereyagi
icin ise % 98 olarak belirlenmistir. Bu 6rneklerde mini-
VIDAS sisteminin duyarliligi ve ozgilligi ise % 100
olarak bulunmustur. Gida numunelerinde Salmonella
spp. tayini acisindan mini-VIDAS yonteminin duyarlilig
ve ozgiilligli %100 olarak belirlenmistir. Mini-VIDAS
cihaz1 ile L. monocytogenes ve Salmonella spp.
tayininde hatali sonu¢ alinmamis olmasi buyik bir
avantaj olarak belirtilmis, ayrica cihaz kullaniminin
pratikligi ve tum besiyerlerinin kullanima hazir
olmasinin, isglicli ve zamandan tasarruf sagladig1 da
vurgulanmistir.

3. Lateral Migrasyon immunoassay (immuno-
kromatografi) Yontemi

immunoloji alamindaki diger bir gelisme ise

antijen-antikor iliskisine dayanan “Lateral Flow

Teknoloji”sinin  kullanimidir.  Bu test formatinda

da sandvic prosediri kullamlir fakat ikinci antikor
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lateks partikiilleri veya koloidal altin ile baglanmistir.
Zenginlestirilmis ornek bir seri dairelere transfer
edilir ve yikama islemine gerek yoktur (2).

Bu sistemde, test kiti lic reaksiyon bolgesine
sahiptir. Birinci kuyucuk hedef antijenle reaksiyona
girecek antikorlarnn icerir. Bu antikorlar renk
partikiilleri ile baglanmistir. Sivi formdaki ornek (bir
gece siireyle zenginlestirilmis) bu kuyucuga eklenir
eger oOrnekte aranan organizma varsa antikorlarla
reaksiyona girecektir. Olusan kompleksler kapiller
hareket ile ikinci bolgeye lateral olarak yigilacaktir.
ikinci bolge, hedef antijen ile reaksiyona girebilecek
sekilde diizenlenmis ikinci bir antikor grubu icerir.
Eger aranan mikroorganizma oOrnekte varsa olusan
kompleksler bu ikinci antikor grubunca kaplanacaktir
ve birinci antikor grubunun renk partikiilleri ile kapli
olmasindan dolayr mavi bir cizgi hatti olusacaktir.
Fazla antikorlar Ucilincii bolgeye yigilmaya devam
Uciincii  bolge
reaksiyona girebilen diger bir lglinci cesit antikora
sahiptir. Boylece Ucunci bolgede ikinci bir mavi hat

edeceklerdir. ilk antikorlar ile

olusacaktir. Bu cizgiye “kontrol” cizgisi denilmektedir
ve sistemin calistigin1 gostermektedir (Sekil 2). Tim
bu prosediirler yalnizca 10 dakikada olusmaktadir ve
gercek bir izl testtir (4).

I

Al 1o @
\2 \o/ i,

S J h ' ] — _ e
Poztif Negatif Gegensiz

Sekil 2. Lateral migrasyon immunoassay
C: kontrol cizgisi, T: test cizgisi S: ornek gozu

Bacillus anthracis, E. coli 0157, Salmonella,
Listeria ve Avian influenza gibi patojenlerin cesitli
orneklerden hizli tespiti ve identifikasyonu icin
cesitli testler gelistirilmistir. Ornekler 8-24 saatlik

zenginlestirmeye tabi tutulduktan sonra test kutusuna

Turk Hij Den Biyol Derg
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aktanlmaktadir. Sadece kontrol cizgisinin olusmasi
sonucun negatif oldugunu, hem kontrol ¢izgisinin hem
de test cizgisinin olusmasi sonucun pozitif oldugunu
gosterir.

Bird ve ark. (14), cesitli gida orneklerinden
izole ettikleri toplam 1095 E. coli 0157:H7 susunu
kullanarak, Reveal E. coli test kitini klasik yontem
ile karsilastirmislardir. Sonuclar arasinda istatistiksel
olarak (p<0,05) bir fark olmadigini bildirmislerdir.

4.
Teknolojisi

immuno-Manyetik Seperasyon (IMS)

Bu yontemde, metalik partikilleri antikorlarla
kaplanmakta ve milyonlarca metalik partikul stpheli
sivi numuneye eklenmektedir. Ornek bir saat kadar
kanstinldiktan sonra  partikillerdeki —antikorlar
antijen ile baglanmaktadir. Reaksiyondan sonra tiip
manyetik glic kaynagina yerlestirilip partikiller

miknatisin yardimi ile tiipten uzaklastirlir. Daha sonra

=,

Ornek :
1 damla (30 pl)

Antijen kapli
manyetik partikiler

MiKROBIYOLOJIDE HIZLI TANI YONTEMLERI

bu metal partikiller selektif agar, ELISA, PZR ya da
diger mikrobiyolojik yontemler ile saf kiiltiir olarak
elde edilebilirler (Sekil 3). IMS sistem, gidalardan
patojenlerin belirlenmesinde zenginlestirme ve on
zenginlestirme basamaklarindan en az bir gin tasarruf
saglamaktadir (4). Son zamanlarda bircok tani sistemi
(ELISA, PZR vb) immuno-manyetik kaplama sistemi
ile kombine edilmistir. Bu sayede inkubasyon siresi
kisaltitmis ve duyarlilik arttinlmistir (2). Sommerfelt
ve ark. (15) tarafindan yapilan bir calismada, HIV
virisiini tespit amaci ile gelistirilmis Bionor HIV-
1&2 isimli test IMS kitinin spesifitesi ve sensitivitesi
sirastyla % 98 ve % 97,9 olarak bulunmustur.

GENETIK YONTEMLER

Mikroorganizmalarin fenotipik ozellikleri ireme
sartlarina  baglidir.
olarak, 1s1, pH, besin ihtiyaci, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli, cevresel ve kimyasal stresler, toksinler

Bu Ureme sartlarina ornek

b I}

_ £

Oda 1sisinda 15 dk
inkiibasyon

inkiibasyon sivisinin
uzaklastirilmasi ve
yikama islemi (2 kez)

Anti-1gG konjugati ile 5 dk

inkiibasyon sivisinin

Substrat ilavesi ile 3 dk inkiibasyon

uzaklastirilmasi ve
yikama islemi (5 kez)

Stop soliisyonunun ilavesi ve sonucunun okunmasi
Pozitif sonug: kirmizi renk olusumu
Negatif sonuc: acik sar1 renk olusumu

inkiibasyon

Sekil 3. immiino-manyetik seperasyon sistemlerinin calisma prensibi

102
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vb. verilebilir (4). Bakteri ve hicrelerin genotipik
ozellikleri ise cok stabildir. Bakteriyel kiltirlerde
dogal mutasyon oram yiiz milyonda birdir. Son
yillardaki gelismeler genetik testlerde diagnostik
mikrobiyoloji icerisinde identifikasyon ve dogrulayici
testler olarak kullanilmasini saglamistir (2).
Bilinmeyen bir bakteriye ait DNA dizisinin bilinen
bir DNA probu ile hibridizasyonu genetik testlerin
ilk asamasim Genetrak Sistem
(Framingham) DNA
problart kullanilarak tespit edilmesi icin gelistirilmis
hassas bir yontemdir. Stewart ve ark. (16) tarafindan

olusturmustur.

patojenlerin enzimle isaretli

yapilan bir calismada, Salmonella ile kontamine
64 su Ornegi Gold
Salmonella EIA”, “BAX for Screening/Salmonella”
ve “GENE-TRAK Salmonella DLP” test kitleri
karsilastinlmistir.  Test kitlerinin dogruluk oranlar
sirasi ile % 100 (64/64), % 90,6 (58/64), % 100 (64/64)
olarak bulunmustur.

kullanilarak  “Assurance

Polimeraz  zincir reaksiyonu (PZR), cesitli
orneklerde bulunan patojen mikroorganizmalarin
hizli ve dogru teshisi icin son yillarda hizli bir gelisim
gostermistir. Bu yontemde, aranan mikroorganizmaya
ait hedef gen kisa

bolgesinin oligoniikleotid

parcalann  ile amplifikasyonu yapilmakta ve
cogaltilan DNA parcalarn elektroforez yardimi ile
goruntilenmektedir. Bu yontemin, cesitli orneklerde
bulunan mikroorganizmalar teshis etmede, altin
standart olarak kabul edilen kiltir yontemi kadar
glivenilir oldugu tespit edilmistir (17, 18). Bircok
mikroorganizmanin tespit ve identifikasyonu icin cok

sayida PZR protokolu gelistirilmistir.

BiYOSENSOR KOKENLi YONTEMLER

Biyosensorler, biinyesinde biyolojik bir duyargaci
bulunan ve bir fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmis
analitik cihazlar olarak tammlanmaktadir. Biyosen-
sorlerin amaci, bir veya bir grup analit (analiz
edilecek madde) miktariyla orantili olarak sirekli
sayisal elektrik sinyali Uretmektir (19). Biyosensor
bilesenden  olusmaktadir.

sistemleri  U¢ temel
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Bunlar; secici tamma mekanizmasina sahip

“biyomolekiil/ biyoajan”, bu biyoajanin incelenen
maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal
sinyalleri  elektronik

sinyallere  donusturebilen

“cevirici” ve “elektronik” bolumlerdir (4).

Biyosensoriin  gorevi  biyolojik  bir  olayin
elektriksel sinyale dondustirilmesidir. Biyosensorler
biyokomponentler (reseptor) kompo-

nentlerden (transdeeuser) Yapilarinda

ile fiziksel
olusurlar.
gorev alan biyokomponentler cogu kez biyoreseptor
Bunlarin

olarak adlandinlirlar. icinde en vyaygin

kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Enzim -
substrat ve antikor - antijen arasindaki etkilesimin
protein  molekillerine

ilk adim  analitlerin

baglanmasidir (19).

Biyosensorlerin, klinik, teshis, tibbi uygulamalar,
surec denetleme, kalite kontrol, tarim ve veteriner
hekimlik, bakteriyel ve viral teshis, ilac uretimi,
endustriyel atik su denetimi, madencilik, askeri
savunma sanayi gibi alanlarda kullanimi soz konusudur.
Biyosensorler, enzim, mikrobiyal, immuno ve DNA-

sensorler olarak gruplandinlabilirler (4).

“Detex” sistem bu alandaki otomatize edilmis
bir sistem olupelektroimmunoassay biyosensor
teknolojisi kullamlmisti. Tum ayiraclar kullanima
hazir bir sekilde cihazin icinde hazir bulunmaktadir.
Test edilecek ornek test kasetine vyerlestirilir ve
immunolojik reaksiyonlar icin ayirac sekansi otomatik
olarak baslar. Reaksiyonlar tamamlaninca sonug cihaz
tarafindan rapor edilir. Et ve kiltur orneklerinin
sonuclarina gore sensitivite ve spesifite Salmonella
icin sirasiyla % 100 ve % 99, Campylobacter icin % 99
ve % 99 bulunmustur (4).

SONUC

Hizli yontemler, yogun numune akisinin oldugu
gida ve hastane laboratuvarlar basta olmak lizere
tim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin bir
Ozellikle

gelisimi ivme kazanan PZR yontemi, bircok patojen

sekilde kullanilmaktadir. son yillarda

mikroorganizmanin gen sekanslarinin belirlenmesi
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ile yaygin bir
Bu yontemle bir gun gibi kisa bir sire icerisinde

kullanim alanina kavusmustur.

sonuc verilerek zaman tasarrufu da saglanmaktadir.

Gelecekte, biyosensor cesitlerinin gelismesiyle,
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