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GIDA MiKROBIYOLOJISINDE IMMUNO MANYETIK
AYIRMA SISTEMLERI

IMMUNOMAGNETIC SEPARATION METHODS IN FOOD
MICROBIOLOGY

Z. Yesim OZBAS
Hacettepe Unlversitesi, Gida Mithendisligi B8iomi}, Beytepe, 06532 Ankara

OzET: Mikrobiyolojik anallzterin, gidalarda rutin olarak uygulanmaya baglamasindan bu yana bilim adamlarn, denemelerde kullamilan
matotlan kolay uygulanabilir duruma getirmeye veya hizhh metotlarla geligtirmeye ¢aba harcamaktadirlar. Klasik yéntemlere oranla daha
elverisli, duyath, spesifik ve dofiru sonuglar alinabilecek hizh ve otomasyona uygun y&ntemlere olan ilgi, son 20 yiida giderek artmigtir. Bu hszh
metotlardan birisi olan immunomanyetk ayirma (IMS) ybntemi, son zamanlarda aldukga dikkali gekmektedir. Bu derlsmede IMS yéntemi,
prensipleri, uygulamalarn ve aragtirma gereksinimlerl Gzerinds durubmugtur.

ABSTRACT: Ever since microblological analysis was rountinely applied to foods, scientist have been trying to simplity or device faster methods
for testing. Interest in rapid and automated methods that are more convenient, sensitive, specific and accurate than conventional methods have
been increasing steadily in the last twenty years. Ore of thesa rapid methods, immunomagnetic separation (IMS) has attracted much attention lately.
In this review, IMS method, principles, applications and future perspective were introduced.

GIRis

Son yillarda mikrobiyolojide hizli analiz yéntemleri ve otormasyon Gzerinde énemle durulmakta vé bu
alanlarda srekli bir gelisme yasanmaktadir. Tom bu gabalann amaci gidalann mikrobiyolojik analizierinde
daha hizli ve givenilir sistemler olugturabiimekdtir.

Gida zehirlenmelerine yol agan mikroorganizmalar, insan saghd igin ciddi tehlikelere neden olurlarken,
ayni zamanda Snemli ekonomik kayiplara da yol agmaktadiriar. Gida tiiketim aliskanhklanindaki hizh degisim
ile toplu g;da dretimi ve uluslararasi gida ticaretinin artmasina bagh olarak, gegitli patojen bakteriden
kaynaklanan gida zehirlenmeleri sayisi da, dinyanin hemen her béigesinde &zellikle son yillarda artiglar
gostermigtir. Klasik kiiltiirel teknikler lle gidalardan patojen mikroorganizmalann saptanmasi, genellikle dn
zenginlegtirme, segici zenginlestirme, segici kati besiyerine ekim, dogrulama amagi biyokimyasal ve serolojik
testlerin yapiimasi agamalanm igermektedir. Bu sekilde, belirtlen patojenlerin gidalardan izolasyonu uzun bir
siire almakta ve yogun bir is giicli gereksinimini ortaya gikartmaktadir. Gidalarin godunun sinirh raf émiirleri
nedeni ile klasik yéntemlerle izolasyen iglemi tamamlanamadan, bu gidalarin titketildikleri veya raf émriini
tamamiadkiar gorilmektedir.

Gidalarin izl mikroblyolojik analizleri igin geligtirilen mikrobiyal ayirma tekniklerinden birisi de immuno
manyetik ayirma (IMS) ydntemidir. IMS, hedeflenen mikroorganizmay: gida matrislerinden dogrudan ayirarak
yogunlagtiran ve hizli sekilde Izole edebilen, kisa sirede tamamlanabilen segici bir zenginlegtirme teknigi
olarak tamimlanmaktadir.

Gida endistrisinde, glivenilir bir gida (retimini saglayabilmek amaci ile HACCP (Hazard Analysis
Critical Control Point) uyguiamalarinin giderek yerlesmesi, endistrideki ve gida mikrobiyolojisi
uygulamalarindaki gelismeler gida kaynakh patojenlerin hizh sekilde belirlenmesi konusunu giderek daha
tnemli bir duruma getirmigtir, IMS yéntemi, aym zamanda, bu kapsamda geligtirilen yeni yontemlerden birisi
olarak da kabul edilmektedir. g
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GIDA MiXROBIYOLOJISINDEKI HIZLI YONTEM ARAYISLARI VE
iMS YONTEMININ TARIHSEL GELisiMi

Hizl ydntemler ve otomasyon, uygulamah mikrobiyolojinin dinamik alamini olusturmaktadir. Bu metotlar
Klinik, endstriyel, ¢cevre ve gida érneklerinden molekiiler biyoloji, mikrobiyolojik, kimyasal, biyokimyasal,
biyofiziksel, immunolojik ve serolojik y&ntemler kullanilarak mikroorganizmalar ve onlarin metabolitlierinin
saptanmas! ve tarimlanmalarina ydnelik olarak uygulanmaktadiriar,

Gida mikrobiyolojisinde kangik kiltirlerden belidi mikroorganizmalarin ayrilmasi ve varliklannin
belirlenmesi iglemieri gogunlukla uzun siireli 6n zenginlegtirme basamakiarini da igerdiginden zaman kaybina
ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bununla birlikte, yine bir gida maddesinin mikrobiyolojik olarak analizi
rnek alimindan sonuca ulagincaya kadar giinlerce sirebiimektedir. Bu nedenle giinliimiizde, gida kaynakl
patojenlerin daha kisa slirede ve daha guvenilir yéntemler ile tespit edilebilmesi yéniinde calismalar
yapiimaktadir. Ayni zamanda son yillarda gidalarin. mikrobiyolojik analizlerinde kutlanilacak metotlarda da
dnemli gelismeler olmustur. Bunlardan birisi de, kangtk, yogun flora igeren bir gida drneginden veya fekal bir
Grnekien hedeflenen mikroorganizmay: yakalayabilen ve daha Hleriki testlerde kullaniimak Uzere kiigiik
hacimlere konsantre edebilen manyetik partikiillerin kullanimin lgermektedir (FUNG, 1997; FRAMTAMICO ve
CRAWFORD, 1999). '

Manyetizma, bir karigimda bulunan manyetik &zellikteki bilegenieri manyetik olmayanlardan ayirabilen
onemli bir sUrdcl gii¢ olmas! nedeni ile uzun zamandir iigi geken bir konu olmugtur. Diigiik tenérlil demir
cevherlerinin zenginlestiriimesi, konvensiyone! ve niikleer giig tesislerindeki fazla miktardaki kazan sularmndan
ferromanyetik safsizhklarin ve kaolin kilindeki renkli manyetik safsizliklarin uzaklastirimas manyetik ayirmamin
tipik endiistriye! uygulamalart olarak géstetilmektedir. Bu tekniklerin biyolojik bilimlerde uygulanabilirliginin ise
1970’lere kadar sinirlh kaldigi belitilmektedir. Bu alanda dikkati geken ilk uygulamanin manyetik ayirma
tenniklerinin memeli hicrelerinin aynminda kullaniimasi oldugu bildiriimektedir (SAFARIK ve SAFARIKOVA,
1999). Manyetizmanin biyolojik bilimlere sigrayiginda, ézellikie yeni manyetik partikiillerin ve ileri hilcre ayirma
iglemlerinin gelistiriimesi 6nemli rol oynamigtir. Manyetik ayirma ile hedef hiicrelerin dogrudan kan, kemik iligi,
doku homojenatlar veya fegesten ayrlabildikleri beliiimektedir (KOHN, 1999), Bu yéntemin diger klasik
ayirma yontemleri ile kargilagtinidiinda daha basit, hizh, segici ve diger metottar ile kombinasyona elverigli
oldugu bildirilmektedir. Manyetik ayirma ile izole edilen hiicrelerin genellikle saf, canli ve degdigeme ugramamig
olmalarinin ydntemin dider bir Ustinligi oldudu bildiriimektedir.

IMS'nin grda mikrobiyolojisinde uygulanmasi ise; memeli hiicreleri igin gelistiriimis olan partikiillerin
bakterilere kargi antikorlar ile kaplanarak, hedeflenen patojenlerin gidalardan veya iretildikleri ortamlardan
izolasyonu amagc! ile kullaniimasiyla gergeklestiriimigtir. ik kullanilan partikillerde boyut veya ylzey kimyasi
nedeni ile yaganan problemlerin, gida uygulamalari igin &zgiil olarak dizayn edilen partikiilerin Gretilmeleri ile
giderildikleri belirtimektedir. IMS yonteminin tarihsel gelisim surecinde, patojenler igin &zgiil partikilierin
tretilmeleri en énemii agamay olugturmaktadir, Memeli hiicrelerinin manyetik aynn ile kargilagtinidiginda,
hedeflenen patojenierin gida gibi gok kompleks bir ortamda, diglik sayida ve rekabetgi flora ile birlikte
bulunmalarinin, her bir patojen igin gok &zgiil partikillerin tiretilmesini zorunlu hale getirdigi bilinmektedir. Ticari
olarak &zgiil partikillerin Gretiminde ik dnemli asama Norveg ‘de Dynal® tarafindan gerceklestirildigi
bildiriimektedir (SAFARIK ve SAFARIKOVA, 1999).

Norveg'li bir bilim adami olan Prof. Dr. John Ugelstad (31.3.1921-4.4.1997), 1979 yilinnda, tamamiyle
ayni blyikluklere sahip polimer partikiilleri olugturabilen bir proses geligtirmigtir. Daha 8nce NASA'da galigan
bilim adamlar tarafindan yalnizca agirksiz kogullarda; uzay boglugu kogullarinda bagarilabilen bu iglem, Prof.
Ugelstad ve ekibinin aragtirmalan sonucunda, gaplan 0.5-100 pm arasinda degigebilen uniform simetrik
kiiresel partikiillerin dretilebilmesine olanak saglamigtir. Ekibin daha sonraki galismalan ile Dynabeads® olarak
isimlendirilen, manyetize olabilen uniform polimer partik@illerinin Gretimi gerceklestirimigtir (ANONYMOUS,
1985; ANONYMOUS, 1997).
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Dynal'in 1986 yillinda “Biyornanyetik Aytrma Teknolojisi’ni bilim dinyasma tanigtirmasi ile, teknigin
uygulama alanlarinin genigleyerek, hilcre immunolojisi, HLA doku tiplendirmesi, molekiler biyoloji, protein
saflagtirmas), mikrobiyolojt ve immunolofi dallarinda da kullanimin yaygintastigi belirtimektedir.

IMMUNO MANYETIK AYIRMA SISTEMLERININ ESASLARI

Hucreler ile gahgildiginda iki tip manyetik ayirma stz konusu olabiimektedir. Bunlarm ilkinde; aynlacak
olan hicre yeterli bir i¢ manyetik momente sahiptir ve bdylece manyetik ayirma hi¢ bir modifikasyona
gereksinim olmadan gergeklegtirilebilmektedir. Dogada bu ézellikleri gdsteren yaimizca iki tip hicre
bulunmaktadir. Bunlar kirmizi kan hiicreleri olarak da adiandinlan ve yilksek derigimlerde paramanyetik
zellikte olan hemoglobin igeren eritrositler ve hiicre igerisinde kigiik manyetik partikiilleri barnndiran manyetik
ozellikli bakteriler olarak tamimlanmaktadirlar. ikinci tip ayirmada Ise; bir kangimdaki tek veya daha fazla
diamanyetik {manyetik dzellikte olmayan) bilesen manyetik olarak isaretlenerek, hiicre ve ortam arasinda bir
manyetik duyarlilik farki olusturulmaktadir. Manyetize tzellik kazandirilmig partikiillere baglama ise, genellikle
hiicre ylzeyindeki hedef yapilar ile etidlesime girme dzelligine sahip, degisik yapilardaki affinite ligantlan ile
saglanmaktadir {SAFARIK ve SAFARIKOVA, 1999).

Manyetik ayirma igleminde kullanilan manyetize olabiten partikiillerin Gretimi yaygin olmakla beraber,
gidalardan ve sulardan patojenik mikroorganizmalarin spesifik olarak izolasyonu ve belirlenmesi igin antibadi
kaph manyetize olabilen partikilleri ticari olarak tireten ve pazarlayan bir kag firma bulunmaktadir. Bununla
birllkte, tiim IMS sistemlerinde ortak prensip; heterojen silspansiyonlardan, 6zgiil antibadi kapli manyetize
olabilen partikillere baglanmis olan bakterilerin veya hiicrelerin manyetik bir alan uygulamasi ile izole
edilebilmeleridir. Immunolojik olarak partikiillere bagtanmig olan bakteriler daha sonra beslenme gereksinimleri
kargilandiginda geligebilmektedirler.

Islem; antibadi kapl partikilllerin 6nceden hazirlanmig érnek ile kanigtnlmasi, inkiibasyon ve partik{l-
bakteri kangiminin bir miknatis araciiginda yarahian manyetik atanda tutulmasi basamaklarini igermektedir
(Cudjuo, 1999). izole edilen bakteri-partikdl kompleksi uygun gelisme ortamina aktanimadan veya diger
belirlemne sistemierine gegmeden Snce uygun tampon ¢ézelti ile yikama islemi gergeklestirimektedir.

Alternatif olarak, hiicreler pargalanmakta ve hiicre igerigi kromatografi, elektroforez, PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) gibi ¢esitli yéntemler ile analiz edilebiimektedir.

Hucrelerin manyetik ayrimi genellikle kesikli olarak gergeklegtiriimektedir. Kromatografik ve
elektromigrasyon yéntemleri agtsindan bakildiginda, manyetik ayirma yéntemleri bir 6n ayirma iglemi olarak
tanimlanabiimektedirter. Bununla birlikte, manyetik olarak stabilize edilmis akigkan yataklan kullanan
aywrmalar, standard akigkan yatak kromatografi ayirma prosesleri arasinda kabul edilmektedirler (SAFARIK ve-
SAFARIKOVA, 1999).

MANYETIZE OLABILEN PARTIKULLERIN TiPLERI VE OZELLIKLERI
Manyetik igaretleme manyetik ve sliperparamanyetik partikiiller, manyetik kolloidler, magnetolipozomlar
kullanilarak veya molekiiler manyetik igaretleme ife gergekiestirilebiimektedir. Bu amagla kullanilan manyetik
partikiilier homojen, siiperparamanyetik, polistren mikro kiireclklerden olugmaktadirlar. Partikiler y-Fe,Oq ve
Fe;04 gibi manyetik maddeleri iceren bir gekirdek bélgesini igermekmektedirler. Bu partikiiller manyetize
ozellikteki gekirdek bdlgesini saran ve ona gesltli molekUller ile birtegebilme veya gesitli molekilleri adsorbe
edebilmesi igin belirli bir ylizey alant kazandiran polimer Szellikte hidrofobik bir kabuk ile kaplanmistardir.
Partikil dlgiileri ve gekillerinin homojen olmast, fiziksel ve kimyasal agidan kararll bir sistemin olugmasini
saglamaktadir. Bu $zelligin kazandircigy diger Ustiinlikler goyle siralanabilmektedir; (ANONYMOUS, 1998;
ANONYMOUS, 2000).
- Partikill boyutlarmin homojen olmasi partikiiler ile hedef mikroorganizma arasindaki reaksiyon
kinetiginin optimal oimasini sajlamaktadir. Béylece hizli ve etkin bir baglanmanin gergeklesebildigi
belirtilmektedir.
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- Kiresel geometri kimyasal aglitinasyon ve 6zgil! olmayan badlanmay! en aza indirebilmektedir.

- Homojen yizey alaninin verimli bir kuflanim sadladig ve hedef prob ile optimal bir etkilegimin
saglanmastna neden oldugu bildiriimektedir.

- Partikiillerin digindaid polimer kilifin, hedef mikroorganizmay! demirin toksik etkisinden korudugu
belirtilmektedir.

- Siiperparamanyetik Gzellikte olan partikillerin manyetize olabilme dzelliklerini yalmzca dig bir
manyetik alan varhdinda gésterebildikleri, bunun diginda normal maddeler gibi davrandikiar
bilinmektedir, :

- Partikiillerin hidrofobik karakterlerinin, hedef hticrelerin partikill ylizeyine Kkolaylikia adsorbe
olmalarimi sagladiklar bildirilmektedir.

Hiicre aynimi amaci ile kullanilan parikillerin ¢aplan genellikle 1-5 pm arasinda bulunmaktadir. Baz:
manyetik partikilier ticari olarak saglanabilmektedirler. Spesifik mikroorganizmalarin hizh izolasyonu amaci ile
kullanilan Dynal® partikillerinin gaplar 2.8 ym (Dynabeads® M-280), 4.5 um {Dynabeads® M-450) ve 5.0um
{Dynabeads® M-500) olup, canh bakterilerin belirll yizey yapiiari ile birlegebilecek &zellikteki safiagtinimig
antibadiler ile kovalent olarak bajlanacak gekilde kaplanmglardir. y-FepyQ,, FegQ,, kromdioksit Er+3, ErCly
gibi manyetize olabilen veya mikroorganizma hiicresini manyetize hale getirebilen maddeler, polimerler ile
birlikte partikilllerin hazirlanmalarinda kullanimaktadirar. Polimer maddeler partikilllerin akiivasyonu igin
kullanitan fonksiyonel gruplarin kaynaini olugturmaktadiriar. Dynal®in M-450 partikiillerinin yizey ataninin
1-4 m2g1, yoguniugunun 1.5 g cm® ve demir igeriginin %20 {w/v) oldugu ve 1.0 mg" igerisinde 1.7x107
partikiile sahip oldugu bildirilmektedir (SAFARIK et al, 1995). Mikroorganizmalann manyetize hale
getirilebilmesi igin genellikle erbium iyonlarimin {(Er+3) kullanildidi belirtimektedir. Bu iyonlann hiicrenin dig
yizeyine biylk afinite gdsterdikleri ve bu iistinliklerinl ¢esitli kimyasal yapilardaki yiksek atomik manyetik
dipol momentinde (9.3 Bohr magnetom) bile koruyabildikleri bildirilmektedir (SAFARIK ve SAFARIKOVA,
1999). Er+® iyonlannin hilcre yiizeyine baglanma bdlgelerinin ise; glikoproteinierdeki karboksil gruplar
olduklan belirtimektedir. Manyetik olarak modifiye edilmig mikreorganizma hiicreleri gesitli tiplerde olabilen
ferrograflar veya ince tabaka magnetoforez aygtlar ile ayrlabilmektedirler. Hicrelerin (Er+3} iyonlart ite
manyetik olarak igaretlenmelerinin, onlarin Gram boyama veya immunofloresans gibi &zelliklerini etkilemedigi
belitiimektedir. Manyetize edilmig bakteri hiicrelerinin aym zamanda gevre kirliligi ile savagimda da kullantidig
bildiriimektedir.

YONTEMIN UYGULANISI

Direkt immuno manyetik ayirma tekniginde; hedef mikroorganizma igin spesifik olan immuno manyetik
partikGller kangtk hiicre siispanslyonu ile kangtinimaktadirlar, Uygun bir Inklibasyon siiresinin ardindan
immuno manyetik olarak bagianmig olan hedef mikroorganizma hicreleri, manyetik bir ayinci ile
slspansiyondan aynimaktadirlar. Geriye kalan sivi uzaklaghrilarak, tutulmus olan manyetik partikiil pelleti
uygun bir tampon gézelti ile bir kag kez ytkanmaktadir (SAFARIK ve ark. 1995). Aternatif olarak uygutanabilen
dolayh teknikte ise; primer antibadi énce mikroorganizma siispansiyonuna eklenmekte, daha sonra bunun
hedef hiicre ylizeyine baglanmasinin ardindan, immobilize sekonder antikor igeren manyetik partikiiler ortama
eklenmektedirler. Primer ve sekonder antibadiler arasmndaki etkilegiminin ardindan, tim kompleks manyetik bir
ayiricimin yardimi ile sispansiyondan ayrilabilmektedir (CUDJOE, 1999). Manyetik ayincilar laboratuvar dlgekli
basit kesikli, daha pahall ve karmagik, bir stvi ve hiicre slispansiyonunun iginden akh@i ayirma kolonu igeren
tipte veya manyetik olarak stabilize ediimig akigkan yatak ayincian geklinde olabilmektedirler (SAFARIK ve
SAFARIKOVA, 1999). IMS yonteminin ¢alisma mekanizmas: Sekil 1'de veriimektedir.

IMS YONTEMININ GIDA MiKROBIYOLOJISINDEKI UYGULAMALARI

IMS yanteminin gida, klinik veteriner ve gevre mikrobiyolojisi daltarinda bir gok uygulama alam buldugu
bildirilmektedir. IMS'nin gida mikrobiyolojisindeki uygulamalari arasinda, cesitli gida kaynakh patojen
bakterilerin, diger bazi mikroorganizmalanin ve bazi bakteri toksinierinin (Staphylococcus ve C. perfringes
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enterotoksinleri) belidenmesi bulunmaktadir. Bu
bakteriler arasinda Salmonelia tiirleti, E.coli 0157,
Listeria tirerl, Yersinia pestis, Y. enterocolitica,
Vibrio parahaemolyticus, Mycobacterium tirleri,
Bacillus cereus, Legionella, Clostridium perfringens
bulunmaktadir. Immuno manyetik sistem ile
izolasyon i¢in (zerlerinde galigifan  diger
mikroorganizmalar arasindna ise; Cryptosporidium,
Saccharomyces cerevisiae, Rhodopseudomonas
sphaeroides, Alcaligenes eutrophus, Chlamydia
trachomalis, Erwinia chrysanthemi, E. carotovora
ve Helicobacter pylori bulunmaktadir (MOLLA ve
ark. 1994; CUDJOE ve ark. 1994a; CUDJOE ve
ark. 1994b; CUDJOE ve ark. 1995; SAFARIK ve
ark. 1995, PATEL, 1995; NILSSON ve ark. 1598;
OGDEN ve ark. 2000; HARA-KUDO ve ark. 2000,
RADCLIFFE ve HOLBROOK, 2000). Bir gok
bakteriyel antijenin, drnegdin hiere duvarindaki
antijenik belirteg olan O-antijeninin, kamgl veya
kirpik antijenlerinin bakterilerin Immuno manyetik
yéntem ile yakalanabilmeleri amaci ile
kullaridiklar bildirilmektedir. Yakalanan hiicreler

O () Rekabetc
(O mikroflora

| —\. Manyetik
/Hedef bakter , partikiller

N
opf
Hedef bakterilerin - O/
yakalanmas: O O
O Zenginlestirme
0O ortam

O

O-‘—C
™~

Manyetik ayirma ve o ©

yogdunlastirma O
Tespit;
Kitittirel

—— ELISA-ME|A

PCR-MIPA
DIANA
ECL

Sekil 1. IMS yonteminin ¢ahgma mekanizmas:

kifttrel ve mikroskobik yéntemler ile incelendikler gibi, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, MEIA;
magnetic enzyme immunoassay), PCR (polymerase chain reaction, MIPA: magnetic immuno PCR assay),
DNA tkenolojisi ile enzim immunoassay yériteminin kombinasyonu olarak da tanimlanan DIANA {detection of
immobilized amplified nucleic acids) veya ECL (elektrokemiliiminesans) gibi ileri yéntemlerle kombine edilerek
de incelenebilmektedirler. Gida mikrobiyolojisinde immuno manyetik ayirma esash bazi uygulamalar Cizelge

1’de verilmektedir.

Cizelge 1. Gida Mikrobiyolojiinde Baz) IMS Uygulamalan

Gida mikrobiyolojisindeki- ilk

galismalar, 1984 yilinda J.H. Mattingly

Hedef mikroorganizma

Belirleme metodu

Clostridium perfringens
enterotoksin A
Staphylococcus aureus
enterotoksin B
Salmonella

Escherichia coli 0157
Escherichia coli 026
Listeria

Cryptosporidium

Aeromonas salmonicida
Pseudomonas putida

Vibrio parahaemolyticus
Thermodesulfobacterium mobile
HAV (hepatitis A virus)
Yersinia enterecolitica

Coxiella burnetii

IMS-ELISA

Manyetik enzim immunoassay
(MEIA)

Kiiltiirel-IMS

IMS-ELISA

IMS-PCR ve DNA hibridizasyon
Kiilttirel-IMS

Kiiltirel-IMS

Kiiltirel-1MS

IMS-PCR

IMS

IMS

MS

IMS

M3

IMS-PCR

IMS-PCR

IMS-PCR

tarafindan Salmonelialarin gidalardan
ve fekal 6rneklerden immuno manyetik
aynmi amaci ile baglatilmigiir. Daha
¢ok Klink alanda siirdirilen galigma-
lann ardindan, gida mikrobiyolojisin-
deki ilk uygulama E. Skjerve ve O.
Olsvik isimli ki Norvegli aragtrmaci
tarafindan gergeklestiriimistir {SKJER-
VE ve OLSVIK, 1981). Bu bilim
adamlan Brie, siit tozu, yogur, et ve
sebzelerde bulunan  Salmonella
hiicrelerini IMS ile 1.0x102 hiicre g
duyarhlifinda ayirabildiklerini rapor
etmiglerdir. Salmonelizlarin gidalar-
dan izolasyonunda klasik Kiilttirel
yontemler fle IMS'nin kargiagtirlmasi
ilk Kez buyuk olgekli olarak 1993
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yihinda gergeklestirilmistir. Toplam 120 gida érneginde gergekiestirilen bu galismada, anti-Salmonella manyetik
partikiilierinin klasik kiltlirel yontemlerde dnerilen Selenit broth besiyerinde zenginlegtirme basamagindaki
kadar etkili oldugu bildirlimigtir. Bunun yanisira toplam analiz siresinde yaklagik bir giiniik kisalma
saglanabildi§i de belirtimektedir. Aynica baharatlarda bulunan stres formdaki ve klasik yéntemler ile
belirlenemeyen Salmonelia hiicrelerinin de IMS yontemi lle belirlenebilddi belirtiimigtir (PATEL, 1995).
ingiltere'de 1993 yihnda iki aragtirmact tarafindan itk E. coli O157: H7 enfeksiyonuna neden olan gipheli etmen
gida maddesi, IMS ydntemi ile test edilerek dogrulanmigtir. Klasik kiltiirel ydntem ile patojenin belirlenebiime
sinirt 200 hilere ¢! olarak belirtilirken, IMS yéntemi lle bu simirin 2 hiicre g oldugu da bildirilmigtir. Ayn
galismada 4 ay boyunca alinan drneklerde IMS ydnteminde 61, klasik yéntemde ise 23 izolatin saptandigi ve
dogrulandig) rapor edilmigtir (SAFARIK ve ark. 1995).

L. monocytogenes'in IMS yontemi ile belirlenmesine yinelik llk galigmalar ise 1990'larda baglatitmigtir.
IMS’nin yaklagik 30 dakikada tamamlandidi ve analiz stiresinde klasik kiiltiire! yénteme gére 24 saatlik bir
zaman kazanc: sagladig bildirilmigtir. Y. enterocolitica igin yapilan bir gaigmada ydntem duyarhli, yaklagik
101 GFU g! d(izeyinde bir flora igeren et émeginde, 6n zenginlestirme yapiimadiginda, 10-30 CFU g1, 1 gece
on zenginlegtirme uygulandiginda ise, 2 CFU g-t olarak bulunmustur. (KOHN, 1999).

YONTEMIN AVANTAJ VE DEZAVANTAJLARI

Diger ayirma ve konsantrasyon yontemleri ile kargilagtiridiginda IMS'nin bazi dstiin yénleri ve
kigitiamalar oldugu belirtiimektedir (CUDJOE, 1999; SHARPE, 2000). Bunlar su sekilde &zetlenebilir;

a) Hedef bakteri yogun rekabetgi flora igerisinden segilip, bilylik oranda saf olarak izole edilebilmekte,
bdylece gerekirse ileri incelemelere gegilebilmektedir. ‘ _ _

b) Ornekteki olasi Gremeyi dnleyici maddeler uzaklagtinimaktadir. Bu, mikroorganizmalarin tiretimesini
kolaylagtirmaktadir. IMS dogrudan bir belirleme ydntemi olmarnakla birlikte, segici zenginlestirme basamagini
iceren ydntemlerin hemen timiinde, énemii 6lgiide zaman kazanci saglamaktadir.

c} Degigik belirleme yéntemleri ile birlikte kullamlabildigi igin, bu ydntemlerin uygularglarim
kolaylagtirabilmektedir. ‘

d} IMS hedef mikroorganizmanin yiizey antijenine 8zgii antibadi kullanimimi gerektirmektedir.

) Omekte fazla miktarda 8o veya lize olmug hiicre bulunmas: durumunda ortamda serbest yiizey
antijenleri bulunabileceginden, canli mikroorganizmalarin yakalanmas: giiglesebilecektir.

f} IMS, klasik killtiirel ySntemlerde kullanilan zenginlegtirme basmag: yerine giivenilir bir segenek olarak
sunuimaktadir. Ancak uygulamadaki iglemlerin gapraz kontaminasyon riskini artirabilecedi Ozerinde
durulmaktadir. Kullanilan antibadilerin tamamen 6zgill olmamasirun, yakalamada kullanilan partikiillere bazi
¢apraz reaksiyon veren mikroorganizmalarin da baglanabilecedi izerinde durulmaktadir, Bununia birlikte,
6zglil olmayan badlanmalarin, ydntemdeki yikama basamaginin Tween-20 gibi maddeler ile uygulanmasi ile
ortadan kaldinlabildigi de bildirllmektedir {(RADCLIFFE ve HOLBROOK, 2000).

g) Ozgdl partikiillerin hedef hlicreleri tutmada bir doygunluk kapasitesine sahip olduklan ve manyetik
partiklilerin belirli bir yakalama doyguniugu dzerinde verimlerinin diigtiigi belirtiimektedir (BENNET ve ark.,
19986).

1} Klasik ydntemlerle kargilagtinidiinda maliyetin yiksek oldufu befirtimektedir. Bununla birlikte,
IMS’nin izl sonug vermesinin, ozellikle raf 8mrii kisa olan Gritnlerde, klasik yéntemde analiz sonucunu
beklerken gegen sirenin getirdigi ekonomik kaybi azalth@ ilefi siiriilmektedir.

SONUC

Bu gine kadar yapilan ¢algmalarin, hilerelerin manyetik olarak ayrimas: igleminin bagansini agikga
orfaya koydugu gorilmektedir. Yontemin yiksek &zgiiflik géstermesi, dlgek biyitmeye uygun olmast,
uygulama igin ticari UOrGnlerinin piyasada bulunabiimesi ve nispeten pahall olmayan ekipmanlarla
gergeklegtirilebilmesi diger Ostiinliikleri arasinda saylmaktadir. IMS ydntemi klasik dogrulama yéntemleri ile
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birlikte kullanilabildigi gibi ELISA ve PCR gibi baz! diger lleri metotiar ile bitlikte de kullanilabilmektedir. Bunun
yanisira manyetik partikilllere bagtanan mikroorganizmalarin acridine orange ile boyanarak floresans
mikroskopta da incelenebildikler! bildirlmektedir. Manyetik ayirma tekniginin otomasyona ve minyatiirize
etmeye uygun oldugu da belirtiimektedir.

Manyetik partikiiflerin ve IMS y6nteminin gidalarda gesitli patojenlerin belilenmesi igin kullammliar
giderek yayginlagmaktadir. Listeria igin immuno partikiillerin kullantldigh Lister Screen® ydnteminin Fransa'da
AFNOR (French Association of Normalization) tarafindan 1995'te onaylandig: bildiriimektedir (AVOYNE ve ark.
1997). E. coli O157 igin ise IMS yontemi FDA't1n BAM (Bacterlological Analytical Manual) 1n 8. baskisinda yer
aldig belirtiimektedir. Benzer gekilde yontemin, Japonya'da Japon Sagik Bakanli tarafindan E. cofi 0157
icin resmi olarak kabul edilen yéntemler arasinda bulundugu da bildiriimektedir (ANONYMOUS, 2000).

Gida endistrisinde patojen belieme programlanmn risk ve dezavantajlérl dnemli digiide azalttif
bilinmektedir. Bunun Oriin kalitesini ve pazarlamasini da dogrudan etkiledigi de belirtimektedir. Bu kapsamda
IMS ydntemi, gida endiistrisinde HACCP igerisinde yer alabilecek bir uygulama olarak da ditgiintiimektedir.
IMS yénteminin geligtiriimesi, gesitli modifikasyonlan ve hizh dogrulama yontemleri ile kombinasyonu ile ifgili
gahbgmalar glintimiizde artan bir yogunlukta halert stirdiriimektedir.
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