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01. izolasyon
01.01. Genel Bilgiler

izolasyon, "aywrmak" anlanmina gelir. Mikrobiyolojide izolasyon ~denildiginde bir
mikroorganizmay1 saf halde elde etmek anlagtlir.

Mikroorganizmalar dogada c¢ok ender olarak saf halde bulunurlar. Genellikle karigik halde
bulunan mikroorganizmalardan c¢esitli amaglar ile saf kiiltlirlerin elde edilmesi gerekir. Saf
kiiltiir, sadece bir tek mikroorganizma hiicresinden c¢ogaltilmis olan mikroorganizma
toplulugudur. S6z konusu amaclardan bazilar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

- Endiistriyel 6nemi olan mikroorganizmalar saf halde elde edilmelidir. Ornegin siit
tirtinlerinin yapiminda kullanilan bakteriler, sarap mayasi, baklagillerle simbiyotik yasayarak
azot fikse eden bakteriler, tarimsal savasta kullanillan bakteriler gibi endiistriyel
mikroorganizmalar saf halde kullaniimalidir.

- Her hangi bir bozulma ve/veya hastalik etmeninin belirlenmesi i¢in mikroorganizma saf
halde elde edilmelidir.

- Egitim, sahit mikroorganizma gibi amaglarla kullanilan mikroorganizmalar da saf halde elde
edilmelidir.

- Gida mikrobiyolojisi agisindan izolasyonun en 6nemli uygulamalarindan birisi de belirli bir
miktar gida i¢inde bulunmasina izin verilmeyen Salmonella, E. coli O157:H7 Listeria gibi
patojenlerin varligimin gosterilmesi icin yapilan calismalarda, kontrol edilen gidalarda bu
bakterilerin kolonileri izole edilmeye ¢alisilir.

! Kaynak : Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalar1 ; Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii



Izolasyon; karisik bir kiiltiirden sadece istenen bir ya da daha fazla mikroorganizmanin saf
halde elde edilmesi, karisik bir kiiltiirde bulunan tiim mikroorganizmalarin ayr1 ayri saf halde
elde edilmesi, saf oldugu sanilan mikroorganizmanin saflik kontroliiniin yapilmasi seklinde
olabilir. Bir diger deyis ile farkli amagclar ile farkli izolasyon ¢aligmalari yapilabilir. Her amag
icin yapilacak izolasyon calismalarinda uygulanacak caligma yontemleri tiimiiyle birbirinden
farklidir. Bu farkliliklar selektif bir besiyerinden tipik koloninin ayrilmasi ile baslayip
immunomanyetik seperasyon teknigine kadar ¢ok farkli yaklasimlari igerir. Bu bdliimde temel
olarak standart yontem olan besiyerinden izolasyon uygulamasi anlatilmistir.

01.02. izolasyon Amaciyla Besiyeri/Yontem Secimi

[zolasyon amaciyla kullanilan tiim yontemlerde "besiyeri se¢imi" en dnemli asamadir. Amaca
ve izolasyon yontemine gore s1vi veya kat1 besiyeri, genel veya selektif besiyeri kullanilir.

Genel besiyerlerinde bilesimde sadece besin maddeleri vardir ve bu besiyerlerinde ¢ok sayida
mikroorganizma gelisebilir. Yagsiz siit (skim milk), Nutrient Broth, Tryptic Soy Pepton Broth
ile bunlarin agarli formiilleri ile Plate Count Agar genel besiyerleridir. Selektif besiyerleri ise
belirli grup ya da tek bir mikroorganizmanin gelistirilmesine yonelik olarak sirasiyla yari
selektif ve tam selektif olarak hazirlanir. Tam selektif besiyeri hazirlamak olduk¢a zordur ve
sadece bazi mikroorganizmalar i¢in formiiliize edilebilmistir. Yar1 selektif besiyerleri,
gelistirilmesi istenen hedef mikroorganizmay:1 digerlerinden koloni morfolojisi gibi basit bir
sekilde ayirt edebilmeye olanak sagliyor ise bunlara ayirt edici (diferansiyel) besiyerleri adi
verilir ve bunlar en yaygin kullanilan selektif besiyerleridir. Kolonilerin morfolojik olarak ayirt
edilebilmesi yaninda ¢esitli pH indikatorleri ile koloni renginde farklilik, MUG reaksiyonu gibi
kolonide 1s1ma gibi yontemlerle de diferansiyel besiyerleri hazirlanabilir.

Selektif besiyeri hazirlanmasinda hedef mikroorganizma ile beraber bulunabilen refakatgi
floranin gelismesi baskilanmaya calisilir. Bu amagcla, refakat¢i floray1 en fazla baskilayacak
ancak hedef mikroorganizmay1r en az etkileyecek kimyasallar kullanilmakta, hedef
mikroorganizmanin yararlanabilecegi ancak refakat¢i floranin yararlanamayacagi kompleks
besin maddeleri kullanilmakta, hedef mikroorganizmanin kullanip digerlerinin kullanamayacagi
ozel gelisme faktorleri kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten ¢ig siitten S. lactis izole edilmek
isteniyor ise bu ¢ig siitten peynir yapilir, bu siire i¢cinde S. lactis sayis1 hizla yiikselir ve
izolasyon sans1 artar. Bu uygulama izole edilmek istenen bakteri lehine, ancak refakatgi floraya
zarar vermeden yapilan bir 6zel zenginlestirme islemidir.

Refakatci flora icinden hedef mikroorganizmanin se¢imi i¢in yiiksek inkiibasyon sicakliginda
ve/veya inkiibasyon atmosferinde refakatci floranin baskilanmasi da miimkiindiir. Pastorizasyon
gibi 6n uygulamalar ile de refakatci flora aleyhine ve dolayli olarak hedef mikroorganizma
lehine uygulamalar da yapilabilir. Sporlu bir bakteri olan Bacillus cereus 'un ¢ig siitlerden izole
edilmesi i¢in selektif besiyerleri kullanilmakla beraber B. cereus ile bulunabilen refakat¢i flora
icindeki bazi bakteriler de bu selektif besiyerinde gelismekte ve B. cereus izolasyonunu
giiclestirmektedir. Siitiin pastorize edilmesiyle sporsuz refakatci flora 6ldiiriiliir ve geriye sadece
sporlu Bacillus tiirleri kalir.

Asagida tam ve yart selektif besiyeri i¢in hayali bir 6rnek verilmistir. Ortamda A, B, C, D, E, F,
G bakterileri beraberce bulunmaktadir. Bu bakterilerin c¢esitli 6zellikleri ise ¢izelge 1 'de
verilmistir.



Bu bakterilerden sadece (A)' nin izolasyonu icin bir besiyeri hazirlamak gerekirse ; ortama
laktoz katildigi i¢in laktozu kullanamayan B, D, E bakterileri gelisemeyecekler (ya da C
kaynagi olarak azotlu bilesiklerin, Ornegin peptonlarin kullanilmasina bagli olarak, geg
gelisecekler) ancak A' nin yaninda C, F, G de gelisebilecektir. C bakterisi 45 °C' da yapilan
inkiibasyonda gelisemeyecektir. D bakterisi de ayni1 sekilde yiiksek inkiibasyon sicakliginda
gelisemeyecektir, ancak zaten bu bakterinin gelismesi laktoz kullanilmasi, bir diger deyisle basit
besin maddelerinin yoklugu nedeniyle engellenmistir. Su halde laktoz kullanimi ve yiiksek
inkiibasyon sicakligi ile ortamdaki 7 bakteriden A, F, G gelisebilecek digerleri
gelisemeyecektir. A bakterisinin 4 ppm antibiyotige direngli olmasina ragmen F ve G
bakterilerinin ancak 3 ppm antibiyotige direngli olabilmeleri nedeniyle besiyeri bilesimine 4
ppm antibiyotik katilmasi ile F ve G bakterilerinin liremeleri onlenecek dolayisiyla sadece A'
nin gelisebilecegi tam selektif bir besiyeri elde edilmis olacaktir. Goriildiigli gibi bu 6rnekte
tuza direnglilik 6zelligi besiyeri bilesiminin belirlenmesinde kullanilmamustir.

Cizelge 1. Tam ve Yari selektif Besiyeri igin Ornek

Bakteri Laktozu 45 °C 'da Antibiyotige  Tuza
Kullanabilm gelisebilme  Direng ppm  Direng %
e
A Evet Evet 4 ppm % 3
B Hayir Evet 5 ppm % 2
C Evet Hayir 4 ppm % 1
D Hay1r Hayir 3 ppm %35
E Hayir Evet 3 ppm % 2
F Evet Evet 3 ppm %3
G Evet Evet 3 ppm % 2

Ayni bakterilerden sadece D 'nin izolasyonu i¢in bir besiyeri hazirlanmak istenirse, besiyeri
biinyesine ilave edilecek %5 (hatta %4) konsantrasyondaki tuz diger tiim refakatci bakterilerin
geligsmesini 6nleyecektir.

Bu kez F bakterisinin izolasyonu i¢in bir besiyeri hazirlanmak istenirse yine laktoz katilmas1 ve
yiiksek inkiibasyon sicakligi ile B, C, D, E bakterileri elimine edilir. F bakterisi 3 ppm
antibiyotige direnglidir. Ancak A ve G bakterileri de bu konsantrasyonda iireyebilmektedirler.
Dolayisiyla antibiyotik direngliligi bu besiyeri kompozisyonunda yararli degildir. A ve F
bakterileri %3 tuz, G %2 tuz konsantrasyonununa direncli olduklarindan, besiyeri biinyesine %3
tuz ilavesi ile G bakterisinin gelismesi Onlenecek, ancak, A' nin gelismesi bu ozellikler
kullanilarak onlenemeyecektir. Bu durumda F icin tam degil yar selektif bir besiyeri elde
edilmis olur. Bu besiyerinde A ve F' nin tiim koloni 6zellikleri ayni ise besiyeri "yar1 selektif" A
ve F' nin koloni yapilan c¢iplak gozle ayrilabilecek sekilde farkli ise besiyeri "ayirict" olarak
tanimlanir.

01.03. izolasyon islemi

Mikroorganizma izolasyonunun temel basamagi "koloni elde edilmesidir". Izolasyonda
kullanilacak materyalin 6zelligine gore farkli 6n iglemler gerekebilir.

- Materyal siv1 ise dogrudan kat1 besiyerine siirme yapulir.



- Materyal kat1 ise Oncelikle serum fizyolojik, ringer ¢ozeltisi, peptonlu su ile muamele
edilerek kati materyaldeki mikroorganizmalarin siviya gegirilmesi saglanir. Kati materyalin
ozelligine gore farkli uygulamalar gerekebilir. Asagida bu konuda ¢esitli 6rnekler verilmistir.

- Peynirden laktobasil izolasyonu isteniyorsa peynir rendelenir veya kum ile ezilir veya
blenderden gegirilir. Boylece peynir kitlesindeki tiim mikroorganizmalar homojen bir sekilde
siv1 faza gegirilmis olur.

- Peynirden anaerobik bir bakteri izole edilmek isteniyorsa yine kitledeki
mikroorganizmalarin sivi faza gegcirilmesi gerekir; ancak bu amagcla blender kullanilamaz.
Bunun nedeni, blenderde parcalama sirasinda kitle oksijenle asir1 sekilde temas edecek ve bu
durumdan anaerobik bakteri zarar gorecektir.

- Seker, tuz gibi suda rahat eriyebilen materyal dogrudan eritilerek ¢6zelti haline getirilir.

- Izolasyon materyali olarak toprak kullaniliyorsa &nce bakterilerin toprak partikiillerinden
ayrilmasi ve iyi bir dagilimi (dispersiyonu) saglanmalidir. Bu amagla Tween 80 ile seyreltik
NaOH veya KOH gibi maddeler kullanilabilir.

- Kuru kayisi yiizeyinde koliform bakteri araniyorsa meyveler suya atilir, ara sira karistirilarak
ylizeydeki mikroorganizmalarin suya ge¢mesi saglanir. Burada sadece yiizey florasi
arastirildigindan meyvenin tiimiiyle par¢alanmasina gerek yoktur.

Stirme isleminden sonra uygun sicaklik ve atmosfer ortaminda (aerobik, mikroaerofil,
anaerobik) inkiibe edilerek koloni olusmas1 beklenir. Olusan koloniler arasindan etrafinda bagka
koloniler olmayan biri seg¢ilir ve bu koloni bir 6ze ile besiyeri {izerinden hafifce kazinir sonra
derhal 1-2 ml steril serum fizyolojik i¢inde siispande edilir.

Koloni "kat1 besiyerinde tek bir hiicrenin ¢ogalmasi sonunda meydana gelen milyonlarca
hiicrenin olusturdugu yap1" olarak tanimlanir. Bir diger deyis ile koloni tek bir hiicreden olusur
yani koloninin besiyerinden kazinmasi ve serum fizyolojik i¢inde siispande edilmesi ile saf bir
kiiltir elde edilmis olur. Bu siispansiyondan, daha sonra ¢alismanin amacima gore uygun sivi
veya kati besiyerine ekim ya da mikroskobik incelemeler yapilir.

Bazi ¢aligmalarda yukarida agiklanan yontemle elde edilen koloni suspansiyonu saf olmayabilir.
Kat1 besiyerinde ¢ok yakin olarak bulunan 2 farkli tiirdeki bakteri beraberce geliserek tek bir
koloni olusturabilirler. Bu durum aymi koloni morfolojisi veren mikroorganizmalarda
gortilebilir. Farklt koloni morfolojileri veren bakteriler de tek bir koloni gibi goriilebilir.
Ornegin (A) bakterisi kiigiik sar1 koloni (B) bakterisi biiyiik turuncu koloni olusturuyorsa ve bu
iki bakteri birbirlerinin gelismesini engellemiyorlar ise inkiibasyonun ileri dénemlerinde (B)
bakterisinin kolonisi (A) bakterisinin kolonisini i¢ine alir. Bu gibi yanilgilardan kurtulmak igin
elde edilen koloni siispansiyonunun ¢esitli genel ve selektif besiyerlerine siiriilerek saflik
kontroliiniin yapilmasi veya reizolasyon onerilir.

02. identifikasyon

02.01. Genel Bilgiler



Identifikasyon, "tamima" anlamina gelir. Mikrobiyolojide identifikasyon denildiginde izole
edilmis bir mikroorganizmanin cins ve tiiriiniin (ya da serotipinin) belirlenmesi anlasilir.
izolasyon béliimiinde deyinildigi gibi identifikasyon amaci ile de kullamlan basit biyokimyasal
testler ile immunolojik, genetik, immunoenzimatik vb. pek ¢ok gelismis yontem bulunmaktadir.
Yine bu boliimde standart yontem olarak morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere gore yapilan
identifikasyon agirlikli olarak anlatilmis, serolojik testler, faj tiplendirmesi boliimlerine ise
temel kavram olarak kisaca deginilmistir.

Identifikasyonda genel olarak {i¢ basamak vardir. Bunlar sirastyla morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin belirlenmesi, biyokimyasal testler ve eger gerekli ise serolojik ve/veya toksin
belirleme testlerdir. Biyokimyasal testler de kendi i¢inde belirli asamalar ile yapilir. Elde edilen
bulgular "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" gibi temel kaynaklarda verilen
sonuglarla karsilastirilir ve buna gore sonug elde edilir.

Identifikasyon zor, deneyim isteyen, uzun siire alan ve pahali bir uygulamadir. Yiizlerce
identifikasyon testi arasindan belirli bir sistematik yaklasim ile en basit ve en ¢abuk sonug
verecek olanlar segilmelidir. Izolatin elde edildigi materyal izolatin ne oldugunun veya ne
olmadiginin tahmin edilmesinde 6nemli bir veri kaynagidir. Buna ilaveten morfolojik 6zellikler,
izole edilen besiyerinin &zellikleri, koloni yapisinin incelenmesi ile identifikasyonda onemli
dl¢iide yol almir. Ornegin topraktan genel bir besiyeri kullanilarak aerobik inkiibasyon sonunda
elde edilmis Gram pozitif, spor olusturan ¢ubuk bakteri ¢ok biiyiik bir olasilikla Bacillus cinsine
aittir. Cesitli biyokimyasal testler uygulanarak izolatin gergekten basil olup olmadigi, basil ise
hangi tiire ait oldugu belirlenebilir. Kuskusuz bu izolata koklara, Gram negatif ¢ubuklara,
mutlak anaeroblara uygulanan testler uygulanmayacaktir.

[zolatin morfolojik olarak incelenmesi identifikasyonun ilk ve belki de en dnemli asamasidir.
Bu islemin 6nemi, daha sonra yapilacak testlere basamak oldugundan, burada yapilacak en
kiigiik bir hata ileriki testlerde biiyiik yanilgilara yol agabilir. Basit 151k mikroskobu veya gerekli
ise faz kontrast mikroskop veya elektron mikroskop kullanilarak yapilan mikroskobik
incelemeler ve cesitli boyama yontemleri uygulanmasi ile izolatin morfolojisi, gram reaksiyonu,
sporlu olup olmadigi, sporlu ise sporun hiicre igindeki konumu, flagellasi olup olmadigi,
flagellali ise flagella sayisi ve konumu belirlenir. Baird-Parker Agar gibi selektif bir
Staphylococcus aureus besiyerinden izole edilen tipik bir koloniye basit boyama
uygulandiginda mikroskopta yuvarlak ve {iziim salkimi gibi goriintli alinir ise identifikasyon bu
asamada cins asamasina kadar gelmistir. Ancak VRB Agar gibi yine, ancak bu kez koliform
grup bakteriler i¢in selektif bir besiyerinden izole edilen ve mikroskobik incelemede Gram
negatif ¢ubuk oldugu onaylanan bakterinin identifikasyonu familya diizeyinde dahi
belirlenemez.

Bakteriler genel olarak morfolojik ve fizyolojik karakterlerine gore smiflandirilirlar. Oksijen
gereksinmeleri ve karbohidratlar1 (6zellikle glikozu) kullanma durumlar identifikasyonda
onemli rol oynar. Ornegin aerobik, gram negatif cubuklar identifikasyon amaciyla ayr1 bir grup
icinde toplanmislardir. Bunlar sekerleri oksidatif olarak kullanilirlar. Fakiiltatif anaerobik gram
negatif ¢ubuklar ise sekerleri fermentatif olarak kullanirlar. Bunlar da ayr1 bir grup iginde
toplanmiglardir. Her grup i¢inde c¢ok sayida cins ve tlir bulunur. Bu durumda pratik olarak
identifikasyon i¢in bakterinin morfolojik 6zellikleri, oksijen gereksinimi ve sekerleri kullanma
seklini ortaya koymak gereklidir.

Yukarida deginilen basit testler ile bakterilerin dahil oldugu gruplar belirlendikten sonra daha
detayli fizyolojik ve biyokimyasal testler ile identifikasyona devam edilir. Identifikasyonda



kullanilan basit biyokimyasal testler; oksidaz, katalaz, ilireaz, nitrat rediiksiyonu, H,S olusumu,
sekerlerden asit ve/veya gaz ve/veya cesitli metabolitlerin olusumu, amino asit
metabolizmasinin belirlenmesi, gelisebilme sicakligi smirlari, NaCl 'e ve antibiyotiklere
duyarlik testleridir. Baz1 cinsler i¢cin 6zel besin maddeleri gereksinimi, 6zel substratlari
kullanmalar1 ve polihidroksibiitirat olusumunun belirlenmesi testleri de identifikasyonda 6nemli
testlerdir.

Identifikasyonda tiim asamalar dogru bir sekilde yapildiktan sonra bakterinin cins ve tiirii
belirlenir. Eger bakteri, identifikasyonda tiim diinyada en yaygin olarak kullanilan "Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology" adl kitapta gosterilen sekilde siniflandirilamiyor ise iki
olasilik vardir. Bunlar ya yeni bir tiir bakteri izole edilmistir ya da identifikasyon isleminde bir
hata yapilmustir. Ikinci olasilik cok daha yiiksek sansa sahiptir. Boyle bir durumda ;

a) izolatin saflig1,
b) uygun testlerin secildigi,
c) testlerin dogru olarak yapildig1 kontrol edilmelidir.

Bakteri identifikasyonunda en c¢ok yapilan hatanin, sekil, gram reaksiyon ve hareketlilik
belirlemelerinde  oldugu soylenebilir. Testlerin  dogrulugunun kontrolii i¢in  "sahit
mikroorganizma" kullanilmasi 6nerilir (bknz. bolim 04). Kuskusuz sahit mikroorganizma
kullanmak i¢in dncelikle izolatin hangi bakteri oldugu hakkinda bir tahminde bulunmak gerekir.

Maya identifikasyonu bakteri identifikasyonuna kismen benzer, ancak mikroskobik incelemeler
maya identifikasyonunda oOnemlidir. Kiiflerin identifikasyonu hemen tliimiiyle selektif
besiyerlerinde olusan kolonilerin ¢ap1 ve rengi, mikroskobik olarak spor olusum seklinin
belirlenmesi, hiflerin 6zelliklerinin belirlenmesi gibi karakteristikler iizerine yapilmaktadir.

02.02. Morfolojik ve Fizyolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Yukarida da deginildigi gibi cesitli mikroskobik incelemeler identifikasyonda en Onemli
basamaklardan birisidir. Bunun yaninda, sivi besiyerinde {irerken zar yapip yapmadigi, eger zar
varsa zarin yapist (ince, kalin), tortu meydana gelmesi, tiremenin tlip icinde homojen olup
olmadig1 gibi ozellikler, kat1 besiyerinde meydana gelen koloninin diiz, konveks, tirtilli, mat,
parlak, diigmeli, piiriizlii olmas1 gibi 6zellikler, pigmentasyon, zon olusumu, gelisme sicaklik
sinirlarinin saptanmasi da identifikasyonda en ¢ok kullanilan karakteristikler arasindadir.

02.03. Biyokimyasal Testler

Basta karbohidratlar olmak iizere cesitli besin maddelerini kullanabilme 6zelligi, belirli
enzimleri meydana getirebilme, baz1 maddeleri olusturabilme o6zelliklerinin belirlenmesi ile
identifikasyon yapilmaktadir. Biyokimyasal identifikasyonun esasi pozitif ya da negatif olarak
aliman sonuglarin "Bergey' Manual of Determinative Bacteriology" gibi identifikasyon
kaynaklarinda verilen degerler ile kiyaslanmasi ve buradaki sonuglara gore izolatin
tanimlanmasidir. Bu agamada en biiyiik sorun bakterilerin denemelerde kullanilan testlere hangi
olasihikla pozitif veya negatif verdikleridir. Ornegin E. coli identifikasyonu icin kullanilan
testlerden indol testi bugiine kadar denenen binlerce E. coli susu icin %98 oranda pozitif
bulundugu icin kaynaklarda E. coli 'de indol testi "suslarin %90' dan fazlasi pozitif oldugu i¢in"
ya "+" ile ya da bagka kaynaklarda dogrudan "98" rakamu ile gosterilir. Oysa indol testi E. coli



icin kullanilan besiyerlerinde gelisebilen Serratia odorifera icin %50 pozitiftir, bir diger deyis
ile S. odorifera suslari i¢in indol testi yapilmas: 6nemli degildir. Ancak identifikasyonda zaten
testler ile izolatin ne oldugunun anlasilmasi amacglandigina gore yapilan indol testi sonucu
pozitif ise bu izolat E. coli olabilecegi gibi S. odorifera da olabilir. E. coli aranmasinda
kullanilan besiyerlerinde E. coli ile ayn1 grupta bulunan (gram negatif fakiiltatif anaerob
bakteriler) gida kokenli 72 tiir bakteri vardir ve bunlardan 27 adedi indol testinde pozitif sonug
verebilmektedir. Bu duruma gore E. coli aranmasinda kullanilan bir besiyerinden izole edilen
bakteriler arasindan izole edilen birinin £. coli olup olmadigini belirlemek i¢in sadece indol testi
yeterli olamaz. Bununla beraber izolatin elde edildigi besiyeri VRB Agar gibi laktoz kullanim
sonucunu da kirmizi-pembe renkli koloni olusumu ile gosteriyor ise ve bu renkte bir laktoz
pozitif koloni izole edildi ise bu kez laktoz ve indol pozitif olanlarin sayisi 16' ya diiser ancak
say1 halen ¢ok ytiksektir.

Indol ve laktoz testinin degerlendirilmesi sonucunda her iki testi de pozitif olarak veren 16
bakterinin hangi testler ile ayrilacag kaynak kitaplardan saptanabilir. Ornegin sz konusu 16
bakterinin tiimii H,S negatif olduguna gore bu testin uygulanmasi gereksizdir. Benzer sekilde
bunlarin timii glikozdan gaz olusturmaktadir ve sadece 1 bakteri metil red testinde negatif
sonu¢ vermektedir. Voges-Proskauer testi uygulandiginda E. coli gibi bu test sonucu negatif
olan bakteri sayis1 12 'ye diiser.

Identifikasyon bu mantikla yapilacak olur ise en az sayida test yapilmis olur ancak her testin iki
giin aldig1 varsayimi ile analiz aylar siirer. Tersine olarak laboratuvar disiplinine tiimiiyle aykiri
olmak {iizere, denenebilecek yiizlerce test bir anda uygulanirsa gereginden fazla test yapilmis
olur ve bu tiipleri koyacak inkiibator dahi bulunamaz.

Bu durumda ¢6ziim, elden geldigi kadar az sayida secilmis test ile identifikasyona baglanip bir
defada bitirilmesidir. Omegin enterobakteriler i¢in indol, metil red, Voges-Proskauer, H,S
olusumu, lisin dekarboksilaz, hareket, glikozdan gaz olusumu ve laktoz testlerinin biranda
uygulanmasi ile pek ¢ok bakteri tanimlanabilmekte, tanimlanamayanlar ise ¢ok az sayida
bakteri gruplarn i¢erdiklerinden bunlarin ayrilmasi kolay olmaktadir.

Biyokimyasal testler c¢alisma kolayligi agisindan kombine besiyerlerinde yapilmaktadir.
Ornegin Salmonella identifikasyonu icin kullamlan Triple Sugar Iron Agar besiyerinde
Salmonella i¢in 6nemli olan testlerden glikozun kullanimi, glikozdan gaz olusumu, H,S
olusumu, laktozun kullanimi ve sakkarozun kullanimi olmak iizere bes ayri test bir tiipte
yapilmaktadir. Enterobakteriler i¢in gelistirilmis "Norveg iiclii tiip" yonteminde 3 tiipte yapilan
testler ile identifikasyon tamamlanabilmektedir.

Biyokimyasal testlerde yeni bir yaklasim hazir identifikasyon Kkitleridir. Identifiye edilecek
gruba 6zel olarak secilmis 20-25 kadar testi minyatiir bir sekilde igeren kitler ile identifikasyon
oldukga dogru ve hizli bir sekilde yapilmaktadir. Bu kitlerde test sonuglar1 laboratuvar personeli
tarafindan degerlendirilerek kataloglardan izolatin ne oldugu saptanabildigi gibi kitler 6zel
okuma cihazlari ile degerlendirilip sonuglar bilgisayar yardimi ile dogrudan alinabilmektedir.

Rutin analizler yapan bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda identifikasyon burada anlatildig:
kadar zor ve pahali degildir. Mikroorganizmaya 6zel enzimlerin varliginin belirlenmesi ile
identifikasyon ¢ok hizli olarak yapilmaktadir. Ornegin E. coli 'ye 6zel olan B-glucuronidase
enzimi kisa adt MUG olan bir bilesigi uzun dalga boylu UV 15181 ile floresan veren bir bilesige
parcalamaktadir. BOylece bir izolatin E. coli olup olmadigi sadece MUG reaksiyonu ile
belirlenebilmektedir. MUG katkis1 besiyerine ilave edilerek tiipteki kiiltiiriin ya da agarl



besiyerine ilave edilerek kat1 besiyerinde gelisen koloninin E. coli olup olmadigi, ileri
identifikasyona neredeyse gerek kalmadan belirlenmektedir. E. coli O157:H7, Salmonella,
Listeria gibi primer gida patojenleri ile E. coli i¢in benzer sekilde hizli ve dogru sonug veren
biyokimyasal ve/veya serolojik esasli testler basarili bir sekilde kullanilmaktadir.

02.04. Serolojik Testler

En basit olarak antijen-antikor reaksiyonu olarak tanimlanir. Bakteriler antijenik o6zellik
gosterir. Deney hayvanlarina asilandiklarinda bu hayvanlarin kaninda bu antijene 6zel antikor
olusur. Hayvandan alinan kan bu antikorlar1 igerir. Kanin sadece serum kismi kullanilir ve buna
antiserum denilir. Bir bagka deyis ile antiserum belirli antijene kars1 olarak deney hayvaninda
tiretilmis antikorlar1 tasiyan kanin serum kismidir. Antiserumlar ticari olarak elde edilip
pazarlanir. Antijen-antikor reaksiyonu oldukc¢a spesifiktir. Yani (A) bakterisi kullanilarak elde
edilmis (A) antiserum sadece (A) bakterisi ile reaksiyona girer. Boylece izole edilen bakteri farl
antiserumlar ile karistirilir, pozitif reaksiyonun alindigi antiserum bakteriyi tanimlar. Serolojik
testler icin hazirlanmig ve kolaylikla kullanilan lateks testleri de gida mikrobiyolojisi
laboratuvarlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

02.05. Faj Tiplendirmesi

Bakteriyofajlar bakterilere yiliksek derecede spesifiklik gosterirler. Bakteri farkli fajlarla
karistirtlir, bakteriyi lize eden faj bakteriyi tanimlar. Serolojik testlerde oldugu gibi faj
tiplendirmesinde de mutlak 6zgiilliik olmadig1 gézden uzak tutulmalidir. Serolojik testler ve faj
tiplendirmesi, diger identifikasyon yontemleri ile en azindan "cins" asamasina kadar identifiye
edilmis izolatlarin kesin tanilarinin yapilmasinda kullanilir.

02.06. Genetik Analizler

Molekiiler biyolojideki gelismeler mikroorganizmalar arasindaki benzerliklerin genetik
analizler ile gosterilmesi bakimindan 6nemli rol oynamaktadir. DNA 'daki taban dizilig sirasinin
belirlenebilmesi kuskusuz identifikasyonda en kesin sonuglarn alinabilmesini saglamaktadir.
Bunun yaninda DNA molekiiliindeki Guanin + Sitozin tabanlarinin toplam taban i¢indeki orani
(% G+C = G+C / G+C+A+T), hibridizasyon ve DNA homolojilerinin belirlenmesi
identifikasyonda yeni ufuklar agmaktadir.

02.07. Niimerik Taksonomi

Mikroorganizmalar arasindaki benzerligi ortaya koyan bir sistemdir. Elden geldigince fazla
sayida karakteristik kiyaslanir. Her karakteristik ayn1 degerdedir ve "her iki bakteri i¢in pozitif
olan sonug¢ sayis1 (Nsp), her iki bakteri i¢in negatif olan sonug¢ sayis1 (Nsn) toplanir, toplam
incelenen karakter sayisina oranlanir ve yiizde benzerlik orani olarak hesaplanir. Incelenen iki
bakteri arasinda %90 ve daha fazla benzerlik bulunursa bu ikisinin ayni tiire ait olduguna karar
verilir.



