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ATP BIYOLUMINESANS YONTEMI VE GIDA MIiKROBIYOLOJISINDEKI
UYGULAMALARI

ATP BIOLUMINESCENCE METHOD AND APPLICATIONS IN FOOD
MICROBIOLOGY

Fulya TURANTAS
Ege Universitesi Ege Meslek Yiiksekokulu, Bornova-1ZMIR

OZET: Biyoliiminesans ybntemi ile herhangi bir drnekteki mikroorganizma sayisinin tahminlenmesi ateg boceklerinde
goriilen lusiferin-lusiferaz reaksiyonuna bagli hizli ve duyarl bir tekniktir. ATP biyoliiminesans yonteminde en fazla 1 saat
icinde sonug alinabilmektedir. Ancak bu yintemde bazen gida orijinli somatik ATP, mikrobiyal ATP'nin saptanmasinda bazi
interferanslara neden olmakta ve safhkh sonugiar elde edilememektedir. Bu yOntemle spesifik bir takim
mikroorganizmalarin ve patojenlerin analizinin de yapilabilmesi igin su anda meveut ¢aligmalann disinda degigik caligmalar
yaptlmakhdhr.

SUMMARY: Bioluminescent measurement of microbial ATP using the firefly luciferin-luciferase system is a rapid and
sensitive technique for the estimation of microbial populations which may be completed within 1 hr. This represents
considerable time-savings in comparison to conventional microbial enumeration techniques requiring 2-3 days for
completion. It is reported that there are some difficulties in appliving microbial ATP measurements to foods including
interference from ATP of nonmicrobial origin. Various developments are necessary to increase the acceptance of the
method, in particular automation and the provision of more detailed information such as anlaysing of some pathogenic and
spesific microorganisms.

GIRIiS

Gida mikrobiyolojisnde oOnem tagtyan indikatdr, bozulmaya neden olan ve patojen
mikroorganizmalarin en kisa zamanda, basit ve ucuz yontemlerle saptanmast hem isletmede maliyetin
diigiiriilmesi ve daha fazla {iretim anlamina gelmekte hem de kalite kontrola harcanan zamam ve emegi
azaltmaktadir. Bu nedenle son yillarda daha fazla zaman ve iggiicii gerektiren maliyeti yiiksek klasik
yontemlerin yerine kullamilabilecek daha ucuz, basit ve hizh yontemler geligtirilmeye caligilmaktadir. Bu
amagla klasik yontemlerin yerine kullanilabilecek hizh yéntemler aragtinilirken lipopolisakkarit, heamatin
ve adenozintrifosfat (ATP) gibi baz: hiicre komponentlerinin saptanmasi yoluyla mikroorganizma sayisimn
tahmin edilmesine dayali bu tir analizlerde de bu maddelerin gidada bulunma olasiign problem
yaratabilmektedir (STANNARD, 1989).

ATP tiim yasayan hiicrelerde meveut, hiicrenin enerji transfer reaksiyonlarinda énemli bir igleve
sahip en onemli yam taglarindan birisidir. Gidadaki ATP'nin ekstraksivonla uzaklagtirilmasi sonrasi
ornekteki mikrobiyal ATP miktari ile mikroorganizma sayisi arasinda direkt bir iligki kurulabilmektedir, Bu
yéntem mikrobiyal hiicrelerde bulunan ATP’nin mikrobiyal olmayan gida orijinli ATP’den ayrilarak
lusiferin-liisiferaz enzimi ile reaksiyona girmesi sonucu biyoliiminesans 151k vermesi ve agifa gikan bu
biyoliiminesansin bir liminometre (fotometre) ile Slgitlmesi esasina dayanr (THERON ve ark,, 1986;
STANNARD, 1989). Herhangi bir drnekteki mikrobiyal yilkiin saptanabilmesi igin ATP yonteminin dnceden
plak sayim metodu ile clde edilen sonuglarla kalibre edilmesi gerekir. Her uygulama igin ayr: bir
kalibrasyon egrisi elde edilerek degisik firiinlerdeki mikroorganizma sayis1 tahmin edilebilmektedir.

ATP YONTEMININ PRENSiBI

Biyoliiminesans olayi dogada deniz bakterilerinde, mantarlarda, bazi deniz canhlarinda, ateg
boceklerinde ve tuzlu su baliklarinda yaygin olarak goriilmektedir. Ates boceklerinin meydana getirdigi bu
reaksiyon ATP’ye 6zel bir reaksiyondur ve bu reaksiyonunun gergeklegebilmesi igin enzim-substrat
sistemine, oksijene ve bazi ko-faktorlere gereksinim vardir (McELROY ve SELIGER, 1962). Ornegin ateg
béceklerinde ATP’ye bagimh biyoliiminesans olay agagzdaki gibi gerceklesmektedir (STANDARD, 1989).

Mg+ + '

Lusiferaz + Lusiferin+ ATP =-———> Lusiferaz-lusiferin-AMP + PP
Lusiferaz-Lusiferin-AMP + O, > Oksilusiferin+CQO, + AMP +ISIK
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Birinci reaksiyonda substrat olan liisiferin normalde atesbocekerinin kuyruk kisimlarinda
bulunmaktadir. Bu reaksiyonda agiga ¢ikan igik spektrumu iginde 560 nm dalga boyundaki 1k maksimum
diizeydedir ve reaksiyon igin optimum sicaklik 15-25°C, optimum pH ise 7,4-8,2 arasindadur. Ortamda ginko,
kalsiyum, klor, iyot gibi iyonlarin bulunmasi 1131 azaltir, Bu reaksiyon sonucu liisiferaz enzimi inaktive olur
ve tekrar yeni bir reaksiyonu katalizleyebilmesi igin koenzim A ve pirofosfat ile rejenere edilmesi gerekir.
Sonug olarak, her liisiferin-lisiferaz reaksiyonu sonunda agiga gikan 151k tek bir fotondur. Bu nedenie de
iiretilen toplam 191k siddeti lissiferin-lisiferaz tepkimede kisitlayici faktér olmadign siirece, otamdaki ATP
miktariyla direkt orantihdir. Ortamdaki ATP miktarina bagh olarak a¢iga ¢ikan igik liminometrede (Sekil
1) dlgiilebilir. ATP testiyle mikrobiyal biyomasm dlgitlmesi iig ilkeye dayanmaktadir,

# Biitiin yagayan organizmalar ATP igerir.

#® Oldukca saf reaktifler ve duyarh liminometre kullanmak suretlyle ATP ¢ok diigiik konsantrasyonlarda
da saptanabilir.

# Biitiin mikroorganizmalarda hiicre i¢ci ATP konsantrasyonu belirli bir deger arabginda bulunur.

Saf reaktif ve hassas liminometre kullanmak suretiyle 0,1 pikogram 1072 gram) ATP saptanabilir
ki bu miktar yaklagtk 100 bakteri hiicresine kargt gelir (LAROCCO ve ark., 1986; STANNARD, 1989).

Sekdl 1. Liminometrenin sematik gdsterimi (A kiivet, B: Fotokatot, C: ayna veya yansitics, D: yliksek voltaj iinitesi, E: printer, It
fotomultiplier) (STANNARD, 1989)

LUMINOMETRE (=FOTOMETRE)

Bu amagla gesitli firmalarca degigik liiminometreler ve bu reaksiyonda kullamlacak reaktifler kit
halinde iiretilmektedir (Hollanda, Finlandiya ve Amerika gibi degisik iilkelerde degisik tip liminometreler
iiretilmektedir). Liiminometrelerin elle veya otomatik olarak enjeksiyon yapilanlari, bir veya birden fazla
(sadece bir firmamn irettigi liminometrede 48 adet Ornek amaliz edilebilmektedir) Ornegin analiz
edilebildigi tipleri vardir. Bu cihazlar ATP miktarimi otomatik kompiitiir giktisiyla Relative Light Unit
(RLU, relatif 151k iinitesi) veya Colony Forming Unit (CFU, g veya mP’deki mikroorganizma sayisi) olarak
vercbilmektedir (LAROCCO ve ark., 1986).

Liminometrelerin merkezinde bir 15k dedektorii mevcuttur, bazi tagnabilir tip kigiik
litminometrelerin ise 15k dedektorleri farkh yapidadir ve bunlarin hassasiyeti fazla degildir. Bu
liminometrelerle minimum 107 g veya 10° fg (fg= femtogram 1 fg= 10™° g) ATP saptanabilmektedir. Buna
karsin hassasiyeti daha yitksek liiminometrelerie minimum 10°-10° fg ATP saptanibilir. Son sistem
liminometrelerde 15k: gecirmez dedektérden yansiyan igiklar fotomultiplierin fotokatodunda toplaner. itk
tiretilen liminometrelerde tek 6rnek inokitlasyonu s6z konusuyken daha sonra iiretilenlerde daha fazla
ornek analize almabilmektedir. Liiminometrelerin gogu komputiire baglanabilmekte boylece iglem ve
datalarin toplanabilmesi otomatik olarak yapilabilmektedir (STANNARD, 1989).
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SOMATIK (INTRINSIK) ATP’NIN MIKROBIYAL ATP’DEN AYRILMASI

_ Mikrobiyal ATP’nin saptanabilmesi i¢in gida orijinli ATP’nin gidadan elemine edilmesi gerekir.
Ghida orijinli (somatik) ATP’nin mikrobiyal ATP’den aynlmasinda iki yaklagim sdzkonusudur, Bunlardan
birincisi somatik ATP’nin enzimatik yolla par¢alanmas1 daha sonra mikrobiyal ATP’nin saptanmasi, ikinci
yaklasim ise mikrobiyal hiicrelerin somatik ATP’den fiziksel olarak ayrilmasidir.Gida orijinli ATP’nin
ornekten uzaklagirhmas: baz: durumlarda 6rnegin hazirlanmas: asamasinda miimkiin olmaktadir. Su, gazoz
ve fermente igecekler gibi mikrobiyal orijinli oclmayan ATP miktarmmn ¢ok diisiik oldugu drneklerde Grnegin
hazirlanmas: olduk¢a kolaydir, Bu durumlarda kiigiikk hacimde drnek alinarak membran filtreden gegirilir
ve filtre iizerinde kalan mikroorganizmalar olas: inhibitor maddelerin uzaklagtirilmas: amaciyla yikanar,
Daha sonra filtre iizerindeki ATP uygun bir yontemle ekstrakte edilerek ATP mikktan saptamir
(STANNARD, 1989).

Mikrobiyal ATP'nin saptanabilmesi igin somatik ATP’yi parcalayan apiraz gibi bir enzim
kullanilabilir. Bu amagla apiraz enzimi siit, meyve suyu, et gibi gidalada denenmigtir. Igletmeye gelen tanker
siitlerinin kalitesinin saptanmasi amaciyla apiraz enziminin konsantrasyonu arttinlarak analiz siiresi 5
dakikaya kadar indirilmigtir (BOUSSUYT, 1982). Bu ¢ahgmada ¢ig siitler igin ATP testi ve klasik saytm
yontemi arasinda clde edilen korelasyon (kalibrasyon egrisi) $ekil 2’de gdrillmektedir. Meyve sular ile
yapian ¢ahgmada ise digik pH'nin apiraz aktivitesini bityitkk dlciide engelledigi ve bu etkinin meyve
sularinin kuvvetli tampon $zelliginden kaynaklandigy bildirilmektedir. Buna bagh olarak meyve sularinmn
pH’simn 3,5’dan 6,5°a yiikseltilmesinin apirazin fonksiyonunu arttirdign ortaya konmugtur (STANNARD,
1989). Ette apiraz enziminin kullamldig1 cabgmalarda etteki mikroorganizma sayisinin gramda 10° CFU’den
daha fazla oldugu denemelerde sonugta elde edilen ATP degerleri ile drnekteki mikroorganizma sayisi
arasinda oldukga yiiksek diizeyde bir korelasyon (r= 0,97-0,99) oldugu saptanmistir. Buna kargin siitte ATP
testinin mikilitredeki mikroorganizma sayistnn 10° CFU’den daha yiiksek oldugu durumlarda sagliki
sonuglar verdipi mikroorganizma saywsinin daha diigiik oldugu orneklerden somatik ATP’nin enzimle
uzaklastiriima igleminin tam olarak bagarilamadigy bildiriimektedir (BOSSUYT, 1981).

Mikrobiyal ATP’nin somatik ATP’den ayrilmas: amaciyla uygulanabilecek diger bir yaklagim ise
mikrobiyal olmayan ATP’nin ekstraksiyon oncesi gidadan ayriimasidir. Bu amagla berrak, partikiiler yapiya
sahip olmayan, ornegin CO.'li igecekler gibi gidalar kolaylikla filtre edilerek mikroorganizmalar filtre
yiizeyinde tutulur. Bu tip gidalarda ATP biyoliiminesans yontemi ile saptanan mikrobiyal ATP diizeyi ile
mikroorganizma sayist arasinda oldukga yitksek diizeyde bir korelasyon oldugu saptanmigtir. Partikiller
yapiya sahip pek ¢ok gidada mikrobiyal olmayan ATP’nin mikroorganizmalardan dolayisiyla mikrobiyal
ATP'den ayrilablimesi amaciyla gift filtre sistemi kullanilmaktadir. Bu yontemde birinci flitrasyon igleminde
gida partikiifleri tutulmakta, ikinci filtrasyon iglemiyle ise mikroorganizmalar yiizeyde tutulmaktadir. Ancak
bu yéntemde de bazen ikinci filtre yiizeyinde mikrobiyal olmayan somatik ATP tutulabilmektedir. Bu
dezavantajin ortadan kaldirlabilmesi igin ikinci filtre somatik ATP’yi hidroliz eden bir enzimle yikandiktan
sonra mikrobiyal ATP filtre yiizeyinden ekstrakte edilebilmektedir (STANNARD, 1989).

Cig et gibi gidalarda ayirma iglemi igin katyon degistirici regineler kullamlmaktadar. Ik agamada
bityiik et partikiillerini ayirmak igin bir santrifiijleme iglemi uygulanir. Bir grup aragtinici tarafindan yapilan
bir calismada kolloidal et partikiillerinin 5,8 pH'da katyon degistirici regine ile uzaklagtirildif, et
proteinlerinin bu regine iizerinde adsorbe oldugu ancak sogukta depolanan ¢ig etlerde mikrobiyal
bozulmalardan birincil derecede sorumlu gram negatif bakterilerin ise katyon degijstirici recinelerde adsorbe
edilemedigi saptanmstir, Filtre edilen siispansiyonda mevcut mikroorganizmalar filtre yiizeyinde toplanirken
eriyebilir dzellige sahip ATP filtreden geger. Bu sekilde miknrobiyal ATP daha sonradan filtreden ekstrakte
edilebilmektedir. Bu gekilde uygulanan ayrrma igleminin oldukea etkili oldugu, homojenataki ATP’nin
baslangigtaki ATP miktarin % 97-99’unu olusturdugu saptanmugtir. Bu ayirma yontemi uygulanarak ATP
biyoliiminesans tekniginin kullamildigs ¢ig domuz, sigar ve koyun etlerinde mikrobiyal ATP dizeyi ve aym
orneklere uygulanan plak sayim yontemleri arasinda 0,94 oraninda oldukga yiiksek diizeyde bir korelasyon
saptanmgtir (STANNARD, 1989).
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mikroorganizma sayis1 arasindaki iliski (BOSSUYT, 1982) saptamigtir Yine LAROCCO ve ark.

(1985) ve LITTEL ve LAROCCO
(1985) karbondioksitli igeceklerde maya sayimmnda ATP yonteminin klasik sayin yontemi ile korelasyonunun
0,90’m iizerinde oldugunu bildirmigtir. BOSSUYT (1981) ¢ig siitlerin en kisa zamanda mikrobiyal kalitesinin
saptanmasi amaciyla yaptin ¢alismasinda ATP biyoliminesans yonteminin bu amagla siit fabrikalarinda
kullamlabilecgini plak sayim yontemi ile ATP yontemi arasinda korelasyonun siitiin mililitresindeki
mikroorganizma sayismn 10™in iizerinde olan 6rnelerde 0,93 oldugunu ortaya koymustur. Yine BOSSUSYT
(1982) ¢ig siitle yaptiga caligmasmnda ATP biyoliiminesans yontemini hem plak sayim metodu ile hem de
impedans metodu ile karglagtirm:g, yontemler arasinda (,83 diizeyinde bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle aragtirics ATP yonteminin siit fabrikalarinda ¢ig siitlerin en kisa zamanda mikrobiyal
kalitesinin saptanmasi amaciyla kullanimm: $nermistir. Bu aragtinemin hazirladiga kalibrasyon egrisi daha
sonra yapilan pek ¢ok calgimada ¢ig siite toplam canh sayisimn ATP biyoliiminesans yontemi ile saptanmasi
amaciyla kullanidmigtir. Yine BOSSUYT (1978) ve HAN ve ark. (1985) ¢ig siitte toplam canli sayiminda
ATP yontemi ile klasik sayim yonteminden elde edilen sonuglar arasinda sirasiyla 0,91 ve 0,74 dizeyinde
korelasyon saptamiglardsr.

Son yillarda somatik ATP miktar: yogun olan et gibi gidalarda da ATP yonteminin toplam canh
sayiminda kullamimum saglamak amaciyla ¢abgmalar yapilmaktadir. Aragtiricilar bu tip grdalarda somatik
ATPnin uzaklastirdmas: amaciyla hem fiziksel hem de enzimatik yontemi beraber kullanmuglar ve bu
yontemle ette bulunan somatik ATP’nin yaklagtk % 99,99 unun uzaklastirddigim bildirmiglerdir (LAROCCO
ve ark., 1986; STANNARD, 1989). Yine Lumac firmastun firettigi ticari kitler kullanilarak et drnekleri ile
yapilan bir ¢aligmada toplam canll sayimmnda ATP yonteminin klasik sayim yontemi ile ¢ig et ve kiyma
orneklerinde 0,91, vakum paketlenmis et iriinlerinde ise 0,94 diizeyinde korelasyon verdigi saptanmigtir
(LABOTS ve STEKELENBURG, 1985).

Bu giine kadar yapilan caligmalarla ATP yontemiyle sadece ¢ig siit gibi gidalarda toplam
mikroorganizma sayisi, meyve suyu ve steril siit gibi gidalarda ise mikrobiyal geligme saptanabilmistir. Ancak
son yillarda ATP yontemi spesifik mikrooganizma cinslerinin ve patojenlerin bu yontemle saptanmast
yoniine dogru kanalize edilmektedir. Belirli cins bakterilerin ve dolaysiyla patojen mikroorganizmalarin
ATP yontemi ile saptanmasinda bu mikroorganizmalara bazi besiyerlerinin zenginlestirme amaciyla
kullammi ve farkli gdzenek ¢apmna filtrelerle iki agamah filtrasyon iglemi uygulanarak farkh biiyiikliiklere
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sahip mikroorganizmalarin birbirinden ayrilmas: gibi degisik yaklagmlar mevcuttur (LAROCCO ve ark.,
1986; STANNARD, 1989).

Mikroorganizma cinslerinin birbirinden ayrilmast amactyla heniiz arastirma diizeyindeki diger bir
yaklagimda belirli cinslerin hilcre duvarim etkileyen ancak diger mikroorganizmalarn hiicre duvarim
etkilemeyen baz ekstraktlarm kullamlmasidir, Ornegm bu amagla Staphylococcus aureusun hilcre duvarim
pargalayan bir enzimler ¢aligiimaktadir. degisik cins mikroorganizmalarin birbirinden ayrilmasi amaciyla
santrifiij ve kromatografik yéntemlerin de kullamlmas: diigiiniilmektedir. Ancak bu yontemlerin kullanim
ile diger cinslerden ayrilmg bir mikroorganizmanin ATP yontemi ile saptanmasinin ya da sayymmm klasik
sayum yontemlerinden daha az ig giicii, zaman ve maliyet gerektiren, daha pratik bir yontem olmasma dikkat
edilmelidir (LAROCCO ve ark., 1986; STANNARD, 1989).

Yapilan en son ¢ahgmalarda ATP biyoliiminesans yonteminin grda igletmelerinde dzellikle kritik
kontrol noktalarindaki mikrobiyolojik analizlerde (HACCP: Hazard Analysis Critical Control Ponits) ve
isletmelerde hijyen ve sanitasyonla ilgili uygulamalarm etkinliginin belirlenmesinde hizl, kolay ve duyarh
bir yontem olmasi nedeniyle yaygm sekilde kullamldig: bildirilmektedir (BAUTISTA ve ark., 1993;
GRIFFITHS, 1993; LEIFE, 1993; POULIS ve ark., 1993; BAUTISTA ve ark., 1994; BELL ve ark., 1994;
RHUIS ve ark., 1994; SEEGER ve GRIFFITHS, 1994).
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