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BACTERIAL BIOLUMINESCENCE and ITS APPLICATIONS
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OzZET: Mikroorganizmalarin aranmasi ve sayrminda kullanilan klasik yontemlerin karmagik ve zaman alic olmass nedeniyle, aragtirmaar
buntann yerine kullanitabilecek hizlh yontemler izerinde yodunlagmgtir. ATP-biyoliminesans teknikler pek gok iriinde bakteriyel
populasyonun hizli sayimina olanak sajlamakla birlikte spesifiklikten yoksundurlar. Diger yandan, gida kaynakli patcjenler ile ilgili endigeler
nedeniyle spesifik hizli arama sislemlering ihtiyag duyulmug ve molekiller genetikieki gelismelerin yardimiyla belirli tirlere 8zgii arama
sistemleri geligtirimigtir. Son on yilda, luminus bakterilerin veya lux geni tagiyan rekombinant mikroorganizmalarmn kullaniidigh biyoliiminesans
ybntemler patojenlerin ve indikatér mikroorganizmalann aranmas: yaninda pek cok analitik uygulamalarda da kullanilir hale getirilmigtir.

ABSTRACT: Bscause the traditional methods are complex and time-wasting, researches have been focused on rapid methods to ba used
instead of them. ATP-bioluminescence techniques can be used for rapid enumeration of bacterial population in many product, howaver, they
are lack of spacificity. On the other hand, rapid specific methods have been needed due o the worries about food-borne pathogens and
specific detection methods have been developed by aiding of developments on molecular genetics. Last decads, bioluminescence methods
using luminous bacteria or recombinant microorganisms carrying lux gene can be used many analytical applications besides detection of foad-
borne pathogens and indicator microorganisms.

GIRIS

Gida mikrobiyolojisinde 6nem tagiyan bozulmaya neden olan mikroorganizmalarla, patojen ve indikatér
mikroorganizmalarin en kisa zamanda, basit ve ucuz ydntemlerle saptanmasi hem igletmede maliyetin
digiriiimesi ve daha fazla Uretim anlamina gelmekte hem de kalite kontrole harcanan zamani ve emedi
azaltmaktadir (TURANTAS 1996). Mikroorganizmalarin aranmastnda ve sayiminda kullanilan geleneksel
metotlar karmagik olup beceri gerektirmekte ve ¢ok zaman almaktadir (TANATAKA et al 1997). Bu amagla
klasik yéntemler yerine kullanilabilecek hizli ydntemler arastirilirken, lipopolisakkarit, haematin ve ATP gibi
bazi hiicre bilegenlerinin saptanmasi yoluyla mikroorganizma sayisinin tahmin ediimesine dayall bu tir
analizlerde bu maddelerin gidalarda bulunmasi ofasiigi problem yaratabilmektedir (TURANTAS 1996).

Tiim canli hiicrelere var olan ATP {Adenozin Tri Fosfat} hiicrenin enerji transfer reaksiyonlannda dnemli
igleve sahip bir molekdidiir. Gidadaki ATP' nin ekstraksiyonla uzaklastinlmasi sonrasi érnekteki mikrobiyel
ATP miktar ile mikroorganizma sayis! arasinda direkt bir iligki kurulabilmektedir (TURANTAS 1996).

ATP-Biyoliminesans teknikler, pek cok {riinde bakteriyel populasyonun hizli sayimina olanak
saglamakla birlikte, bu metotlar spesifikiikten yoksundur. Belirli bakteri tirleri igin spesifik hizli arama
sistemlerine olan ihtiyag yakin zamanda gida kaynakli patojenlerie ilgili endigeler nedeniyle dikkat gekmektedir.
Molekiler genetikteki ilerlemeler bakterilerin spesifik tireri igin biyoliminesans arama sistemlerinin
gelistiriimesine olanak sadlamaktadir (GRIFFITHS 1993, ULITZUR 1997).

BAKTERIYEL BiYOLUMINESANS

Pek ¢cok aragtinc: bakteriyel liminesans ve uygulamalarina ilgi duymakta olup, bakteriyel lominesans ile
ilgili ilk galigmalardan biri 17. ylzyilda Boyle tarafindan gergeklestiriimigtir. Boyle, daha sonra balik olduklar
gosterilen parlayan canhlarin 11k yayabilmesi igin cksijene gereksinim oldugunu gdstermistir. Son yillarda
bakteriyel biyoliminesans analitk uygulamalarda da kullanilir hale gelmis, luminus bakterilerin veya tux geni
tasiyan rekombinant mikroorganizmalarin kullanildig yéntemler geligtiriimistir (ULITZUR 1937).
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Biyoliminesans bakteriler dzellikle denizde bulunmaktadir. Vibrio, Photobacterium, Shewanella
(Aftermonas) ve Photorhabdus (Xenorhabdus) olmak Uzere dért cinse ait 11 tiir tarumianmigtir. Buniardan
sadece Photorhabdus karasal olup digetleri denizde bulunmaktadir. Lisiferaz enzimi karmagik fonksiyonlu bir
oksidaz olup rediikte Flavinmononikleotidi (FMNH,) ve uzun zinciri aldehiti FMN, su, yag asidi ve mavi-yesil
itk (490 nm) verecek gekilde okside eder (HUDSON et al 1997, ULITZUR 1997).

Bakteriyel Biyoliminesansin Biyokimyasal ve Genetik Temelleri

Isima reaksiyonu, intraseliiler iusiferaz enziminin katalizi ile, FMNH, ve dedocanal gibi uzun zincirli
alifatik aldehitin molekiler oksijen tarafindan oksidasyonundan olugmaktadir. Buna gére biyokimyasal agidan
bakteriyel biyoliminesans oksijen, enerji kaynagi, lisiferaz enzimi ve uzun zincirli yad aldehiting ihtiyag
duymaktadir (STEWART and WILLIAMS 1992, ULITZUR 1997, WILSON and HASTINGS 1998).

FMNH, + R-CHO + O, + Lisiferaz - FMN + R-COOH + Hy0 + Itk

Bakteriye! llsiferaz [alkanal monooxygenase (FMN-linked); alkanal, reduced FMN: oxygen
oxidoreductase (1-hydroxylating, luminescing); EC 1.14.14.3] luxA ve luxB genleri tarafindan kodlanan a (= 40
kDa) ve b (=37 kDa) alt Unitelerinden olugan heterodimerik bir enzimdir. Vibrio fisheri, Photobacterium
leiognathi, Vibrio harveyi ve Xenorhabdus luminescens dahil pek gok tiirden bu genlere ait DNA sekans bilgileri
elde edilmis olup, bu tir bilgiler PCR ile genlerin klonlanmasinda kolayhk saflamaktadir (STEWART and
WILLIAMS 1882}

V. harveyi ve V. fisher? de a ve b alt iinitelerinin ilk 4 aminoasidi ayn oldugundan luxA ve luxB genlerinin
atasal bir genden tandem duplikasyon sonucu meydana geldigi ileri sirlimektedir. LOsiferazin aktif formu bir
aff dimeri olup aktif bdlge dzellikle o alt tinitesi ile ilgilidir. B alt {initesinin spesifik rolli kesin olarak bilinmemekle
birlikte biyoliiminesans akitivite igin mutlaka gereklidir, Rekombinant bakteriyel sistemlerde gen ifadesinin
iyilegtirimesinde dnemli bir yere sahip olan luxAB fizyon proteinleri laboratuar ortaminda dretilebilmektir. Bu
sekilde Bacillus subtilis' in yliksek derecede biyoliiminesans olan bir derivati eide edilmigtir (STEWART and
WILLIAMS 1992).

Biyoliminesans bakteriyel sistemler (zerindeki pek gok calisma Photobacterium ve Vibrio ile
gergeklestirimigtir. LuxA ve luxB genlerine ilave olarak, lux operonu yag asidi rediktazin ait Gnitelerini kodlayan
luxC, luxD ve LuxE oimak Gzere ig farkl yapisal gen daha igermektedir (Sekil 1)
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Sekil 1. Lux operonu

Lux operonunda bu genlerin dizeni ile ilgili olarak herkes tarafindan kabul edilen bir siralama
bulunmaktadir. Diger lux genleri olan luxR ve iuxl ise jux ifadesinin regilasyonuna dahil edilmigtir (BAKER et
al 1992, STEWART and WILLIAMS 1992, WILSON and HASTINGS 1998).

Pek gok mikroorganizma lusiferaz ve yag asidi redilktaz igin gerekli genetik diizenlemeden yoksun

_olmakla birlikte FMNH; ‘igerirler. Buna gére Escherichia coli gibi 1gik verme dzeligi olmayan bir bakteri
biyoliiminesans hale gelebilir. Bunun igin gerekli olan tek gey lusiferaz ve yad asidi rediktaz igin gerekli
genlerin transferidir. Uygulamada uzun zincirli aldehit disandan ilave edilebilmektedir (STEWART and
WILLIAMS 1992). ‘
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Analitik amaglaria luminus bakteriterin kullanimi bazi avantajlara sahiptir. Liminesans iiniteye sahip
bakteri belirli kogullar altinda yiksek ve sabit 1gik yayar. Tek bir bakteri hiicresinin 151§1 5x1 04 quanta/s/hiicre’
ye kadar ulagabilir ve bu diizeydeki 1gik bir foton sayic1 yardimiyla belirlenebilir. Bdylece mL’ deki birkag yiz.
bakterinin belidenmesi igin basit bir fotometre kullanilabilir. Duyarlillk ve zaman avantajfarina ek olarak, disuk-
11k ve foton sayici video kameralarmin kullanim potansiyeli klasik ydntemlere gére bakteriyel biyoliminesans
yontemnin Ostinlilk kazanmasini saglamaktadir (ULITZUR 1887},

in vivo liminesansin diizeyi luminus bakterilerin metabolik aktivitesinin diizeyini ve bakteri hiicrelerinin
bitinliging géstermektedir. Luminus bakteri reaktifleri -18°C’ de liyofilize halde aylarca saklanabilmekte ve
liyofilize kuiltiirler orijinal aktivitelerinin %95-98' ini gdstermektedirler. Buna gore, analitik amaglarla bu tip
yéntemlerin kullammi uygulamada diger biyokimyasal testlerden farkh degildir (ULITZUR 1997}.

Bakteriyel Biyoliiminesansin Uygulama Alanlarn

1. Patojenierin ve indikatér mikroorganizmalarnn aranmasi

Bakteriyel biyoliminesanstan sorumlu lux genleri konukgu spesifikligi olan fajlara aktarilabilmektedir
(Sekil 2). Bakteriyofaj hilcre i¢i metabolizmadan yoksun oldugundan igik Uretmeyecektir. Bununla hirlikte,
konukgu bakterinin faj tarafindan enfekte edilimesi, faj genleri ile birlikte lux genlerinin de ifade edilmesi ile
sonuglanir (STEWARD and WILLIAMS 1992, GRIFFITHS 1993, ULITZUR 1997). Yayilan 1gigin miktar
enfekte edilen bakterinin sayisi ile orantili olup, yéntemin spesifikligi fajin spesifikligine baglidir (GRIFFITHS
1993).

Salmonella typhimurium®' a spesifik
P22 bakteriyofajina lux genleri aktarilmig ve

Luminus balkteriden elde edilen lux geni ?.:3
bu rekombinant fajla S. typhimurium kiltdrd

+

enfekte ediimigtir. Bu y6ntemie 60 dakika
iginde 1x102 adet kadar digik sayidaki
bakteri saptanabilmigtir. Dijer yandan bu

Bakieriyofaj

I

Faj Transformasyonu

yéntemle siit igindeki 10 adet E. cofi ﬂ
hiicresinin 1 saat iginde belirlenebilecegi
bildiriimektedir {GRIFFITHS 1993}.

ULITZUR and KUHN (1987), V.
fischeri MJ1® den elde ettikleri lux geni ﬂ
tagiyan 9kb’ ik DNA segmentini lcharom 30 Konukgu bakterinin
fajina aktarmiglardir. Béylece 10 adet kadar liiminesans fenotipinin tiretimi
diigiik E. coli hilcresi rekombinant faj L28 ile
enfeksiyondan sonra 100 dakika iginde
belirlenebilmistir (STEWARD and WILLIAMS
1992). Bu sonug &zellikle sitte basit olarak uygulanabilmesi ve oldukga duyarit bir ydntem olmast agisindan
dnemli bulunmaktadir.

Enterik bakteriler, hatta Pseudomonas tiinierine spesifik olan fajlara lux genlerinin aktarimast ile ¢ok
pahal olmayan, siit ve siit tirinleri igin on-line yani iretim hattinda hijyen testi sadlayacak ve 1 saat veya daha
kisa slrede sonug verecek bir ydnteme olanak saglayacag belirtiimektedir. Ayrica mastitis etmeni
organizmalann ve patojenlerin tammlanmasi igin biyoliminesans temele dayali ydntem geligtirme
caligmalarinin devam ettigi bildirimektedir (GRIFFTS 1993).

Rekombinant fajlar kullamlarak, indikatdr mikroorganizmalar Gretim hattinda 1 saatten daha kisa bir
siirede belirlenebilmektedir (STEWARD and WILLIAMS 1992). KODIKARA et ai (1991}, lux-rekombinant
bakteriyofajlar kullanarak biyoliminesans metotla 1 saat iginde 104 adeVg veya cm? dlzeyindeki enterik

Konukgunun faj tarafindan
enfekte edilmesi

Sekil 2. Bakteriyel biyoliiminesans testi
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bakterileri belirleyip sayimint yapruglar, 10 adet/g veya cm?2 diizeyindeki bakieriyi ise 5 saat iginde
belirlemiglerdir.

LOESNER et al {1997), lux geni aktardiklar Listeria cinsine spesifik A511 fajini kullanarak, Listeria
monocytogenes scottA inokile ettikleri gidalarda standart yontemle kargilagtirmali olarak, séz konusu patojeni
biyoliminesans yontemle belilemeye calismiglardir. Listeria sayisi ¢ok digik diizeyde oldugunda bile bu
yontemle 24 saatte belirlenebildigi bildiriimektedir. Aragtincilar aymt zamanda test edilen gidalarda EMS (En
Muhtemel Sayi} teknigini kullanarak patojenin sayisini belirlemiglerdir.

2. Starter kiiltir aktivitesinin izlenmesi

Fermente sUt Uriinlerinin dretimi sirasinda, starter kiltGriin hizh olarak godaldigindan emin olunmalidir,
Antibiyotikler veya bakteriyofajlar taktik starter kiltiire zarar verebilir ya da kanigik starter killtirde suglarin
dengesini bozarak Uriinde tekstiir ve flavor bozukluguna yol agabilirler. Sitte antimikrobiyel aktiiviteyi
belirlemek igin kullanitan renk indirgeme testleri sonuglarin elde edilebilmesi igin birkag saatlik inkibasyon
gerektirmektedir (STEWART 1990).

Yapilan bir galismada (AHMAD and STEWARD 1991), laktik asit bakterilerine (Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobagillus plantarum) lux genleri aktanilmig ve digaridan ilave edilen aldehit varliginda
liminesans hale gelmeleri saglanmistir. Antibiyotik ve bakteriyofaj gibi inhibitdrlerin varliginda sahnan ik
miktar azalmaktadir. Lactobaciflus caserl nin biyotliminesans mutant! kullamlarak penisilin G* nin 0.03 mg/mL
kadar disiik konsantrasyonlan 30 dakika iginde belirlenmigtir. Teknik ayni zamanda 105 /ml kadar digtik
bakteriyofaj konsantrasyonlaninin belirlenmesini saglamaktadir (STEWARD 1990, AHMAD and STEWARD
1691, GRIFFITHS 1993). Benzer gekilde, siitte antibiyotik aranmasi igin lux geni tagiyan biyoliminesans
Streptococcus thermophilus elde edilmis olup, sitteki antibiyotik varh§inin 1 saatten daha kisa bir stre iginde
belirlenebilecedi bildirilmektedir (JACOBS et al 1995).

3. Lux* rekombinant fajlarla bakterilerin antibiyotiklere duyarliiklannin belirlenmesi

Bakterilerin antibiyotiklere duyarliiiklarini belirlemek amaciyla kullanilan kiasik yéntemier zaman alicidir.
Antibiyotik duyarhligimi belirlemek igin ATP-Biyoliminesans yéntemin kullammt ile ilgili galigmalar bulunmakia
birlikte (WHEAT et al 1988), bu amacla lux+ rekombinant fajlanin kullanimi da 56z konusudur.

Lux geni tasiyan bakteriyofajlarin kullanims protein, RNA ve DNA sentezi inhibitdrlerini belirlemek igin
hizh bir yéntem sadlamaktadir. Séz konusu antibiyotiklere arzu edilen duyarlihg) gésteren bir bakteri sugu lux
geni tasiyan bakteriyofaj tarafindan enfekte edilir. Liminesansin inhibisyon diizeyi test edilen antibiyotigin
aktivitesini gdsterir. Yaklasik 30 dakikalk inkibasyondan sonra akfif antibiyotik konsantrasyonu ile
ltminesansin dizeyi arasinda ineer bir iligki bulunmustur (ULITZUR 1997). Ornegin bir galismada E. coff nin
antibiyotik duyarhligj, ampisitin igin 0.5 mg/ml., kloramfenikol igin 0.2 mg/mL, polimiksin igin 0.15 mg/ml. ve
sefalin i¢in 0.05 mg/mL olarak belirlenmistir (STEWART 1980).

Ayni prensipten yola ¢ikilarak, lux geni tagiyan bakteriyofaj kullanimiyla, Mycobacterium tuberculosis’
in antibiyotik duyariilgim beliremede yilksek potansiyel gosteren bir yéntem geligtirimigtir. Bu testin, yavag
geligen bu bakterinin antibiyotik duyarliigini belilemek igin gerekli olan sireyi haftalardan saatlere indirmede
yararl olabilecegi bildirilmektedir (ULITZUR 1997).

4. Gidalarda bakteriyel metabolik aktivitenin belirlenmesi

islem gormis ve diigiik su aktivitesine (A,,) sahip gidalarda canli kalan bakterilerin metabolik aktiviteleri
diigiik olup, slirekli su fazimin yoklugu standart analitik metotlarla metabolik aktivitenin izlenmesini
sinirfamaktadir. Digik su aktivitesine sahip ortamlarda, bakteriyel canlilik ile dogal veya klonlanmig luminus
bakterilerin in vivo liminesans arasinda korelasyon bulunmaktadir. Bu yaklagimla populasyonda zarar gérmis
bakterilerin oraninin tahmin edilebilecedi ve metabolik aktivitenin belirlenebilecegi ileri siriimektedir (ULITZUR
1997).
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5. Analitik amaglarla luminus bakterilerin aldehit ve miristik asit-oksotrof mutantltarinin kullanim

Biyoliminesans reaksiyonu icin gerekli aldehitlerin sentezi 3 farkh enzimden olugan (redilktaz,
transferaz ve sintitaz) yad asidi rediiktaz multienzim kompleksi tarafindan katalize edilir. Daha dnce de
belirtildigi gibi, bu U¢ enzim sirastyla luxC, luxD ve luxE genlerinde kodlanir ve bu genler tim luminus
bakterilerde lux operonunda bulunur. Yad asidi redliktaz enzim kompleksi tarafindan katalizlenen temel
reaksiyon yad asitlerinin aldehitlere indirgenmesidir. Bu iglem igin ATP ve NADPH, gereklidir. Luminus
bakterilerden, biyoliminesans igin aldehitlere ihtiyag duyan karanlik mutantlar izole edilmigtir. Bu mutantfardan
bazilar, drnedin Vibrio harveyi’ nin M42 susu uzun zincirli yad aldehitlerinin (Cg-Cqg} varliginda yiksek
liminesans &zellik géstermektedir. Buna kargin V. harveyr nin M17 gibi diger mutantian miristik aside ve daha
az olmak {izere Cy5-Cig yaj asitlerine cevap vermektedir. Bu mutantlar; lipaz, fosfolipaz, uzun zineirli
doymamis yag asitleri, iipopolisakkaritler (LPS), monoaminooksidaz, antilipojenik maddeler ve yag
oksidasyonunun belirlenmesi igin hizli ve duyarh yéntemlerin geligtiriimesinde kullantlmigttr (ULITZUR 1897).

6. Lipaz, fosfolipaz ve esteraz i¢in biyoliiminesans yéntem

Serbest yag asitlerinin kantitatif olarak belirlenmesi veya kompleks bir lipitten salinmalari ile ilgili kinetik
bilgilerin elde edilmesi gok karmagik ve fazlaca emek isteyen bir islemdir. Bu amag igin geligtirilen
biyoliiminesans yéntemlerde V. harvey? nin miristik asit ilave edildiginde 1gik yayan karanlik bir mutant (M17)
kullaniimaktadir. Liminesans cevabin yani agida cikan 1sigin miktan ilave edilen miristik asit miktan ile
orantthdir (ULITZUR 1997).

Lipaz testi igin trimiristin kullandimaktadir. Test M17 hiicreleri ile lipaz ve substratin bir arada inkibe
edilmesiyle veya hidroliz agamast ve belirleme agamasi bagimsiz olarak birbirini takip edecek gekilde
gergeklestirilebilir. Bu iglemler, 1-2 pmol miristik asit / dakika kadar digik salinima karsilik gelen lipaz
aktivitesinin hizli olarak (5 dakika) belirlenmesine olanak saglar. Test edilen uzun zincirli alifatik yag asitleri
icinde miristik asit en aktif olanidir ve difier yag asitlerinden en az 20 kat daha aktiftir. Buna gore lipaz
spesifikligini belirlemek igin o ve of pozisyonunda stearik asit ve B pozisyonunda miristik asit igeren (veya tam
tersi) kanisik yag asidi trigliserifierinin kullammi mimkiindir. Lipaza ilave olarak diger enzimier veya daha
karmagik lipitten serbest miristik asit sallnmasini saglayan hidrolitik aktivite bu ydntemle izlenebilir. FosfolipazA
igin biyoliminesans yontemde substrat olarak L-dimiristol fosforilkolin kullarimaktadir. FosfolipazC igin test,
olusan digliseridi hidrolize eden lipaz! fazla miktarda igeren kanigimin bulundugu ikili sistemde gergeklestirilir.
M17 hilcrelerinin lipolitik aktivitesinden kaginmak igin fosfolipaz ve lipaz aktivitesi oimayan M17LP, mutant
elde edilmigtir (ULITZUR 1897).

7. Uzun zincirli yag asitlerinin belirlenmesi

Laurikasit gibi uzun zincirli ya§ asitleri luminus bakterilerin in vivo biyoliminesansian igin gigl
inhibitérlerdir. inhibitér yag asitleri, miristik asidi miristil aldehide geviren redlktazin aktivitesini engellemektedir.
Doymamis yag asitlerinin konsantrasyonu ile liminesansin inhibisyon derecesi arasinda iyi bir korelasyon
bulunmaktadir. mmol/L diizeylerindeki miristik asit varhginda 16:1, 18:1 ve 18:2 doymamig yag asitleri V.
harveyi M17 hiicrelerinde liiminesansi engellemektedir. Buna kargin digardan ilave edilen uzun zincirli aldehit
doymamis yag asitlerinin inhibitér etkisini ortadan katdirmaktadir (ULITZUR 1987).

8. Lipopolisakkaritlerin belirlenmesi

Tom Gram-negatif bakterilerin hiicre duvari lipopolisakkaritin (LPS) bir pargasi olarak Lipit-A
kompenenti igermektedir. Lipit-A’ nin kompenentlerinden biri olan 3-hidroksi-miristik asit sadece LPS' de
bulunur, bakteri hiicresinin diger bilesenlerinde butunmaz. 3-OH-miristik asidin miristik aside kimyasal degisimi
yukanda tarimlanan V. harveyi M17 mutantinin yardimi ile LPS' nin spesifik determinasyonuna olanak saglar.
Bu test ile 104 adet bakteriye kargillk gelen 1 ng kadar diisiik LPS miktan belirlenebilmektedir. Bu test ayn
zamanda bakterilerin R (Rough) ve S (Smooth} tiplerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir (ULITZUR
1997).
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9. Antilipojenik bilegikierin belirtenmesi
Cerulenin va CM-55 gibi antilipojenik bilegenlerin belirlenmesi i¢in geligtirilen yontem, V. harvey! nin
" miristikasit-oksotrof M17 mutanbinin invivo liminesans) Uzerine cerulenin ve CM-55" in inhibitér etkisine
dayanmaktadir. Bu yéntemle 0.1mg kadar digik cerulenin miktar 15 dakikada belirlenebilmektedir (ULITZUR
1997).

10. Akut ve kronik toksikantlarin belirlenmesi

in vivo biyoliminesansin prensibi fonksiyonel inraselller biyokimyasal reaksiyonlara dayandigindan,
bu reaksiyonlan engelleyen maddeler salinan 1stk miktarinda azalmaya yol agacaktir. Bu prensipten yola
gikilarak toksik maddelerin aranmasinda kullarlan microtox sistemi geligtiriimigtir. Microtox sistemin énemli ve
kullanigh uygulamalari olmakla birlikte, test organizmasinin habitatinin deniz olmas: uygulanaca@ endiistriyel
alanlari sinirlamaktadir. Bununla birlikte, bu agidan spesifik antimikrobiyel maddelere duyarli ve belirli
endlstriyel proseslere uygun olan ancak biyoliminesans oOzellije sahip karasal mikroorganizmalar lux
genlerinin aktarim: fle bu alanda kullaniabilir hale getiriimektedir. KORPELA and KARP (1988},
biyoliiminesans E. colf’ nin kadmiyum aranmasinda kullanilabilecedi bir yontem geligtirmigtir (BAR and
ULITZUR 1994, STEWART and WILLIAMS 1992, ULITZUR 1997). _

Microtox sistemde V. fishen veya P. lefognathi nin liyofilize kidltirleri test mikroorganizmas! olarak
kullaniimaktadir. Liyofilize kiltir sulandinlarak, test edilecek suyun test tamponu ile hazirlanan seri
diliisyonlarina ilave edilir. in vivo iiminesansin diizeyi sicaklik kontrollii fotometrik cihazda kisa bir inkiibasyon
periyodundan sonra beiirlenmektedir (ULITZUR 1997).

11. Aldehit-oksotrof bir mutantla yag oksidasyonunun belirlenmesi

Yag iceren gidalarda “oksidatif ransidite” olarak tarimlanan kéti: flavorun olugum nedeni doymarnig yag
asitlerinin otooksidasyenudur. Olugan hidroksiperoksitlerin pargalanmasi uzun zincirli aldehitlerin ortaya
gikmasina neden olur ve bu uzun zincirli aldehitler biyoliminesans test ile kantitatif olarak belirlenebilir.
Geligtirilen yéntern, alkali pH' da etanol ¢dzeltisi iginde, sivi yag veya hayvansal yagin Co++ iyonlan ile
muamele ediimesinden olugur ve bdylece hidroksiperoksitlerin uzun zincirli aldehitlere doniigmesi kolaylagir.
Bu testte V. harvey? nin (M42} uzun zincirti (Cg-Cy;) alifatik aldehitlerin varli§inda 151k yayan aldehit-negatif
karanlik mutant: kullaruiir. Test, misir, soya ve aygicek yad ile denenmis ve yaygin olarak kullanilan peroksit
tayini ile mikemmel korelasyon gdstermistir (ULITZUR 1997).

12. Monoamincoksidaz (MAO) ve inhibitdrlerinin belirlenmesi

Monoaminooksidaz enzimi, gesitli aromatik (noradrenalin, dopamin, tiramin} ve uzun zincirli alifatik
aminlerin (n-pentilamin, n-heptilamin ve n-desilamin} ilgili aldehitlere deaminasyonunu katalizler. MAO
aktivitesini belirtemek igin, V. harveyi M42' nin aldehit-negatif mutanti ile substrat olarak n-desilaminin
kullamildign hizli ve duyarh bir yontem geligtiriimigtir. Laminesansta baglangig artig orani ve son duragan
durumdaki liminesans diizeyi MAQ konsantrasyonu ile dodru orantihdir. Bu test spesifiklik, hizihk ve MAO
aktivitesini kesintisiz olarak izleme olanadi vermesi nedeniyle avantaja sahiptir ve farkli MAO inhibitérlerini
belirlemek igin de kullariimaktadir (ULITZUR 1997).

13. Sularda asimile edilebilir organik bilesiklerin belirlenmesi

igme sulaninda AQC {Assimilable Organic Compound) ve BDOC (Biyodegrable Organic Compound)
belirlemede kullamlan standart yontemler karmaglk olup 5-14 gin slrmektedir. AODC' nin hizh olarak
belirlenmesinde luminus bakterilerin biyosensér olarak kullarildig testler geligtiriimigtir (ULITZUR 1987).

14. Baliklarin bozuimasinin erken géstergesi olarak bakteriyel biyolliminesansin kullarm

Ballk derisinden elde edilen bakteriyel siispansiyonlardaki biyoliminesans dlzeyinin 20°C’ de
depolama sirasinda yUkseldigi belirlenmigtir, Gergek luminus bakterilerin gelisme ve liminesans dizeyi ile
toplam bakteri sayisi arasinda dogrusal bir iligki bulundugu bildiriimekte ve bakteriyel biyoliminesans diizeyinin
deniz baliklarinin mikrobiyolojik kalitesi hakkinda fikir verebilecedi ileri sirlimektedir (ULITZUR 1997).
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