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Son 20 yilda ortaya ¢ikan mikro-kanal yapilarinda mikro-litreler mertebesinde akiskanin proses edilmesi igin kullanilan
gip-Usti-laboratuvar (CUL) sistemleri konvansiyonel yéntemlere bir alternatif olugturmaktadir. Mikro-yapilarin kendine
has 6zelliklerinden dolayr CUL sistemleri, karmasik analizleri geleneksel ydontemlerle karsilastirildiginda daha diisiik
maliyette, daha dusuk enerji, daha dusik kimyasal sarfiyati ile daha verimli bir sekilde yapabilmekte ve bu yonleriyle
birgok alanda (biyomedikal, gida, kimya, tip, eczacilik, tarim vb.) ¢cok degerli bir segenek olusturmaktadir. Ayrica bu
sistemler otomasyona uygundur ve taginabilir olma potansiyelleri vardir. Ozellikle gida endistrisinde bazi durumlarda
analiz sonuglarinin hizli alinabilmesi isletme igin biiyik 6nem tasimaktadir. Cip-Usti laboratuvar teknolojisi bu nedenle
gida endustrisinde 6zellikle mikrobiyolojik analizlerde hizli sonug vermesi, uzman personel gerektirmemesi, az érnege
ihtiyag duymasi vb. 6zellikleri ile son zamanlarda oldukga énem tagimaktadir. Bu galismada, CUL cihazlarinin ¢alisma
prensipleri, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), akis sitometrisi ve biyosensorler ile birlikte kullanildidi entegre
sistemler ve bu sistemlerin gida mikrobiyolojisindeki uygulamalari anlatiimistir.

Anahtar Kelimeler: Cip-ustu-laboratuvar, Gida mikrobiyolojisi, Mikro-akiskan sistemler, Hizli mikrobiyolojik yontemler

Lab-On-A-Chip (LOC) Technology Applications in Food Microbiology
ABSTRACT

Lab-on-a-chip (LOC) systems, which have emerged in the last two decades and used for fluid processing in a micro-
channel structure at microliter levels, are alternatives to conventional methods. Because of the unique properties of
microstructures, LOC systems can make complex analyses more efficient with lower cost, energy and chemical
consumption than conventional systems, and they become a valuable option for many applications such as
biomedical, food, chemistry, medicine, pharmacy and agriculture in these aspects. In addition, these systems are
suitable for automation and have a potential to be portable. Especially in some cases of food industry, obtaining
analysis results quickly has a great importance for food plants. For this reason, recently developed LOC technology
has become important in food industry because of their features such as quick response in microbiological analysis,
no requirement for skilled personnel, and small sample needed. In this study, principles of LOC devices, integrated
systems used with polymerase chain reaction (PCR), flow cytometry, biosensors and application of these systems in
food microbiology are reviewed.
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GiRiS

Mikroakiskanlar dinamigdi prensiplerinin kullanildigi ¢ip-
usti-laboratuvar (CUL) teknolojisi, birgok alanda gogdu
seyin minyatlrize edildigi ginimuizde bilim insanlarina
laboratuvarda geleneksel olarak yapilan birgok analizin
mikro-6lgekte yapilmasina olanak saglamaktadir [1]. ilk
mikroakiskan teknolojisi, 1950 yilinda mirekkep
puskirtme  sistemlerinin  [ginimizde  kullanilan
murekkep puskurtmeli yazicilarin (ink-jet printers) ilk
gelistirilen tipleri] gelistirilmesi ile kullanilmistir. ik CUL
uygulamasi ise 1979 yilinda silikon esash yonga (gip)

kromatografisi cihazi olarak bilinmektedir [2, 3]. Birgcok
arastirmaci, 1990’larin  basindan beri geleneksel
yontemler ile laboratuvarlarda yapilan analizlerin daha
kiiglik hacimler ile daha hizli yapabilecek sistemleri
Uzerinde calismaktadir. Mikro Butlncil  Analiz
Sistemleri, bir bagka deyisle CUL adi verilen bu yeni
teknoloji giniimuzde kimya, biyoloji, tip, gida vb. bircok
alanda arastirmalarin konusu olmaktadir. Bu alanlarda
arastirmalarda kullanilan ticari triinler de bulunmaktadir.
Ticari olarak pazarda bulunan CUL tabanh cihazlar
Tablo 1'de verilmistir [7]. CUL teknolojisi gelismekte olan
bir sistem oldugundan henlz rutin analizlerde henlz

Uzerinde mikro-kanallar kullanilarak Uretilen gaz kullanilmamaktadir [3, 4].
Tablo 1. Bazi ticari UL tabanl cihazlar
Firma Adi Uriin Adi Kullanilan Teknoloji Uygulama Alani Kaynak
GenMark Diagnostics Inc. ePlex System Elektroislatma Kan, diski vb. [32]
(Elektrowetting; dijital orneklerde patojen
mikroakiskanlar) tespiti
Caliper/Perkin Elmer LabChip Mikrogip elektroforez DNA, RNA ve protein [33]
miktari belirleme
Nugen Mondrain SP Dijital mikroakigkan Sekanslama ornegi [34]
hazirlama
Veredus Laboratory Pte.Ltd.  VereFoodborne CUL ve mPZR Gida kaynakli [35]
patojenlerin tespiti,
ayirt edilmesi ve
tanimlanmasi
Agilent Technologies Agilent 2100 CUL ve akis DNA, RNA ve protein [36]
Bioanalyzer sitometrisi miktari belirleme

Gida, insanlarin varhgini stirdirebilmesi igin gerekli olan
besin 6gelerinin (proteinler, yaglar, karbonhidratlar,
vitaminler, mineraller vb.) kaynagini olusturan, titin ve
ilag hari¢ yenilen ve igilen ham, yari veya tam islenmis
her turli madde olarak tanimlanmaktadir. Gidalar,
mikroorganizmalarla kontamine oldugunda onlarin
yasam alanlarindan insanlara transferinde bir arag

olarak (vehicle) rol oynamaktadirlar. En bilinen
patojenlerden  olan  Escherichia coli  0157:H7,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus,

Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes’in ¢ok
sayida ve farkh gida o6rneklerinde bulundugu tespit
edilmigtir. Bu patojenler ile kontamine olan gidalar
tiketildiginde tuketiciler igin zaman zaman o6limcul
sonuglara neden olabilen gida kaynakh hastaliklar
ortaya ¢ikabilmektedir [5]. Bu nedenle gidalardaki
mikroorganizmalarin hizli ve hassas bir gekilde tespit
edilebilmesi gida guvenilirliginin saglanmasi ve tuketici
saghginin korunmasi agisindan 6nem tagimaktadir [6].
Halihazirda, geleneksel yollarla mikroorganizmalarin
saptanmasinda kullanilan kiltlirel ydntemler zaman
alici, uzman personele ihtiya¢c duyulan ve gérece fazla
miktarda o6rnek ve sarf malzemesi kullaniimasini
gerektiren yoOntemlerdir. Diger taraftan, immunolojik
yontemler,  molekuler teknolojiler (nlkleik asit
amplifikasyonu, DNA analizi vb.), biyosensorler, akis
sitometrisi, spektrofotometri vb. teknikler CUL ile
entegre edilerek kullaniimaktadir [7]. Bu yOntemler ise
geleneksel yontemlere gore daha hizli, kiglk Olgekte
analiz yapabilen, daha az 6rnek ve sarf malzeme
harcanan yontemler olarak bilinmektedir. Buna ilaveten
CUL cihazlari biyolojik tehlike riskini azaltmaktadir.
Cunkl bu cihazlarda kullanilan gipler tek kullanimlik
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olarak tasarlanmakta ve hicre igeren 6rnek kapali bir
sistemde analiz edilmektedir [8].

cuL cihazlari, gida mikrobiyolojisinde
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR), biyosensorler ile kombine edildigi
CUL tabanl cihazlar ile) ve sayisinin belirlenmesinde
(akis sitometrisi, biyosensérler ile kombine edildigi CUL
tabanli cihazlar ile) kullanilabilmektedir. CUL cihazlari ile
hem gidalarda bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalarin hem de gida kaynakli hastaliklara
neden olan patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasi,
tespiti ve sayimi gergeklestirilebilmektedir [6, 9, 10].

CUL cihazlari ile yapilmis birgok galisma literatiirde yer
almaktadir ancak gida mikrobiyolojisi alaninda yapilan
ulusal bir yayinin olmadigi ve bu konudaki uluslararasi
galismalarin da gobreceli olarak daha az oldugu
gOrulmustir. Yapilan bu derleme ile literatiirdeki eksigin
kapatiimasi amaglanmis, derlemede CUL cihazlari, bu
cihazlar ile birlikte kullanilan kombine yontemler (PZR,
biyosensérler ve akig sitometrisi) ve CUL'Gn gida
mikrobiyolojisindeki uygulamalari ele alinmistir.

GiP-USTU-LABORATUVAR (GUL)

GCok dusik hacimlerde  (nanolitreden  pikolitre
mertebesine kadar) akigkan ile tek bir mikroislemci ¢ip
Uzerinde minyatlr olarak laboratuvar fonksiyonlarini
birlestirebilen sistemler CUL olarak adlandiriimaktadir
[11]. CUL teknolojisinin gelismesi akigkanlar mekanigi,
termodinamik, elektrostatik ve kimya gibi alanlardan
malzeme bilimlerine kadar birgok disiplinin bir arada
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calismasi ile gergeklesmistir [12]. CUL cihazlar son

zamanlarda sagladigi avantajlardan dolayi
arastirmacilar arasinda oldukgca popller bir hale
gelmistir [7].

CUL ile geleneksel yéntemler kiyaslandiginda CUL’iin
birgok avantaji oldugu goérilmektedir.

e CUL cihazlan disik i¢c hacminden dolayr diisiik
akiskan hacminde galismaktadir. Bu nedenle daha az
ornek ve pahali ve/veya sagliga zararli olabilen reaktif
kullanimi s6z konusu olmaktadir [8].

¢ Bu cihazlarda akis hizi kontrolli oldugundan daha kisa
difizyon mesafesi ve daha kisa karistirma
zamanindan dolayi daha etkin analiz yapilabilmektedir.

e Isitici igeren CUL sistemlerinde (PZR ile birlikte
kullanildiginda vb.) kisa mesafeli alanlarda isitilacak
madde miktarinin az olmasindan dolayi hizli 1sitma ve
dolayisiyla da daha kisa sirede analizin sonuglanmasi
saglanmaktadir.

e Sistemde daha hizli cevap alindigindan daha iyi islem
kontrolu saglanmaktadir.

e Bu cihazlarda ylksek analiz sayisina ulagilabilmesi
buna karsilik disik fabrikasyon maliyetleri sistemin bir
diger avantaji olarak gdsterilebilmektedir.

¢ CUL cihazlarinda kapali sistemde ve kiigiik hacimlerde
calisildigindan tehlikeli hicre suspansiyonlari veya
kimyasallar ile c¢alisildiginda daha guvenli ve daha
kolay kontrol altinda tutulabilen bir analiz ortami
olusturulabilmektedir [10].

e Daha fazla fonksiyonu bir
tasarimlar yapilabilmektedir [12].

arada iceren esnek

CUL cihazlarinin birgok avantajinin yani sira bu
cihazlarin bazi dezavantajlan vardir ve bu sistemler ile
¢alisan arastiricilarin karsilastiklari bazi zorluklar da s6z
konusu olmaktadir:

e CUL cihazlari ile gida analizlerinin yapilmasindaki en
blaylk sorun gida matrislerinin oldukga kompleks
olmasidir (St gibi polisdispers ve kompleks yapili
gidalar, kati gidalar ile ¢alisilamamasi veya homojenat
hazirlama, DNA izolasyonu vb. bir 6n islem
gerektirmesi vb.)

Kiguk partikuller, su veya hava kabarciklari, yag
globulleri vb. ile ¢ip kanalinin kolaylikla tikanmasi bir
diger problemdir. Ayrica kanal duvarlarinda akis hizi
sifir oldugundan gida o6rnegindeki yag, protein vb.
maddelerin  birikmesi  sonucu  akigkan  akigi
kisittanmakta ve analizin gergeklesmesi glglesmekte
bazen imkansiz hale gelebilmektedir.

Mutlaka bir 6rnek hazirlama asamasi gerektirmesi ve
bu asamalarin her bir 6rnekte farkli (PZR igin DNA
izolasyonu, mikroorganizma sayimi i¢in homojenat

hazilama vb.) olmasindan dolayr cihazin tim
asamalari kapsayacak sekilde dizayn ve
entegrasyonun yapilmasinin zorlagsmasi bir diger
sorun olarak sayilabilmektedir.

¢ Mikro-kanal icerisinde akan akiskanin

karakteristiklerini anlayabilmek adina ylzey gerilimi,
elektrostatik kuvvetler vb. parametrelerin mikro-boyutta
daha iyi anlasilabilmesi gerekmektedir. Cipin yapildigi
materyalin Ozellikleri bazi durumlarda olgim islemini
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kisitlayabilmektedir. Boyle bir durumda materyal
Ozelliklerine (ylizey gerilimi, hidrofobisite vb.) hakim
olmak analizin ve élgimin dogrulugu agisindan buyuk
Oneme sahiptir.

e Mikro-boyuttaki ~ bir  analizdeki en ufak bir
kontaminasyon makro-boyut ile kiyaslandiginda c¢ok
daha buaylk hatalara yol acgmaktadir ve sonucu
tamamen degistirebilmektedir.

e Olglimiin hassasiyeti ve 6lgim yoéntemi kullanilan
ornek ile uyum iginde olmalidir [12].

CUL cihazlarinda tipik olarak analiz érneginin cihaza
verildigi kuyucuklar, 6rnedin ¢ip Uzerinde taginmasina
imkan veren mikro-kanallar, kanallar icerisinde bir
elektrik alana ihtiyag duyulmasi durumunda elektrotlar
ve tim bu mimariyi Uzerinde barindiran silikon, cam
veya polimer substrat bulunmaktadir. Bu cihazlarda
genellikle drnegin ve reaktiflerin depolandigi, tasindigi,
fiziksel/ kimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi reaksiyon
bdélmesi ve sivinin depolandigi bolme ile mikro-kanal agi
olusturulmaktadir. Cihazlara mikro-pompalar, mikro-
valfler ve isitici cihazlarin da eklenmesi arastiricilara
daha cesitli islemlerin bir arada yapilabilmesine olanak
saglamaktadir [6]. Sekil 1'de bir CUL cihazinin
varsayimsal bir gosterimi verilmigtir. Kuyucuklar; tampon
¢ozeltileri ve numuneyi depolamak, atiklari toplamak,
ornek hazirlamak veya PZR ve hedef DNA belirlemesi
amaglar icin tasarlanmistir. Sivi rezervuarlari ve
reaksiyon bdlmeleri mikro-akigskan agi olusturmak igin
mikro-kanal agi ile birbirine baglanmistir. Ayrica mikro-
pompalar, mikro-valfler ve 1sitma cihazlari 6rnek ve/veya
reaktif dagitimi, karistirma, inktbasyon, farkl fiziksel ve
kimyasal reaksiyonlar igin ayirma yapma amaglariyla da
kullaniimaktadir [6].

Sekil 1'de goriildiigi gibi kabaca bir CUL cihazi analiz
orneginin ve reaktiflerin depolandigi, cgipe yuklendigi bir
giris  kismindan, analizin gerceklestigi reaksiyon
bolmesinden (genellikle mikro-kanal) ve olusan urindn
toplandid1 ya da algilayici materyallerin oldugu, 6l¢im
islemlerinin yapildigi ¢ikis kismindan olusmaktadir [6,
12].

Giris  kisminda, o6rnek ve reaktiflerin depolandigi
kuyucuklar, mikro-kanalda akigin saglanmasi igin gerekli
ekipmanlar (mikro-pompalar, mikro-valfler  vb.)
bulunmaktadir. Analiz genellikle mikro-kanal igerisinde
gerceklesmektedir. Bazi CUL sistemlerinde analiz mikro
boyutlardaki kuyucuklarda da gerceklesebilmektedir.
CUL cihazlarinin karakteristik kanal boyutu 10um’den
200um’ye kadar degisebilmektedir. Bazi cgalismalarda
1um’ye kadar olan kanallarin kullanildigi belirlenmistir.
Burada kanal oOlgilerindeki en 6nemli kisit kullanilan
Uretim teknigidir. Farkh ¢ozindrlikte Uretim icin farkli
yaklagimlar mevcuttur [38, 39]. Mikro-kanallarda akis
makro boyuttaki kanallardan biraz farkli olmaktadir.
Mikro boyutta ylizey kuvvetleri hacim kuvvetlerinden
baskin hale ge¢cmektedir. Makro boyutta akis tipine etki
eden en Onemli glglerden biri olan akigkan akisindaki
yergekimsel kuvvet genellikle CUL cihazlarinda g6z ardi
edilmektedir. Ozellikle sivi akisi iceren mikro-kanallarda
akis genellikle laminar rejimdedir ve hatta Reynolds
sayisinin ¢ok kiglk olmasindan dolay! akis Stokes akis
rejiminde olmakta ve akigkan duvarlarin seklini takip
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etmektedir [39]. Mikro-kanallarda akis genellikle laminar artnin  toplandigi, 6lgim islemlerinin  yapildigi
rejimdedir ancak guglu viskoz kuvvetler genellikle akigin bolimdur. Bu kisimda ayrica atiklarin  toplandigi
laminar olmasini engellemektedir [12]. Reaksiyon/analiz kuyucuklar da bulunmaktadir. Olgiim igin gerekli
bélmesinde islem igin gerekli ekipmanlar (isitici, elemanlar, biyosensorler, optik algilayicilar vb. bu
sogutucu, mikro-karistiricilar, odaklama ve ayirma kisimda olabildigi gibi mikro-kanalin oldugu reaksiyon

ekipmanlari, es zamanh O6lgim igin dedektorler vb.)
bulunmaktadir. Cikis kismi ise analiz sonucu olusan

DNA-mikrogip kuyucugu

bdlmesinde de olabilmektedir [6, 12].

Atik tampon depolama

Isitici Kapak
PZR kuyucugu
\ X‘ \ ¥
\t .
Tamponl| ~ e .o“
\,, '. . - .. \ L
; Substrat

Tampon i
Tampon I

Ornek hazirlama
kuyucugu

Ornek

Mikrovalf Mikropompa

-

Sekil1. Bir CUL cihazinin varsayimsal gosterimi. Kapall bir sistemdeki bu
cihazda kiigik kanallar, kuyular, elektrotlar ve filtreler bulunmaktadir (Liu ve

Zhu [6] izni ile)

CUL cihazlari
actuators) ve
fonksiyonlarindan

genel olarak eyleyici (aktuatorler,
sensOrlerden  olusmaktadir.  Farkh

dolayr aktiatorler;  mikro-valfler,
mikro-pompalar, mikro-karistiricilar olarak
siniflandirilabilmekte, sensorler ise genel olarak
molekller ve hucresel dedektorler olarak kategorize
edilmektedir.  Mikro-valfler; mikro-akiskan sistemin
amacina goére (ayirma, zamanlama vb.) akisi kontrol
etmek icin kullaniimaktadir. Temel olarak “aktif’ ve
“pasif’ olmak Uzere iki tip mikro-valf bulunmaktadir.
Daha detayli olarak siniflandiriirsa farkli isletme
kuvvetine goére mekanik, pnomatik, elektrokinetik,
manyetik ve kapilar mikro-valfler bulunmaktadir. CUL
cihazlarindaki mikropompalarin  kritik ~ fonksiyonlari
akigkanin tasinmasi ve akis hizinin kontrol edilmesi
olarak bilinmektedir. Aktarim bigimine gore
mikropompalar, pistonlu pompalar ve surekli akis
pompalari olarak ikiye ayriimaktadir. Maksimum akis
hizi, Uretilen maksimum kismi basin¢g ve butlin paket
boyutu mikropompa segilirken dikkate alinmasi gereken
faktorlerdendir [12].

Dedektorler, CUL cihazlarinda en énemli bilesenlerden
olmaktadir. CUL cihazina entegre edilebilmesi igin
kullanilacak olan dedektdriin minyatirize edilmis olmasi
gerekmektedir. Mikro-akiskan platformlarda yaygin
olarak kiltle spektrometrisi, elektrokimyasal ve optik
dedektorler kullaniimaktadir. Elektrokimyasal
dedektorler potansiyometri, amperometri ve iletkenlik
dedektorlerini kapsamaktayken, optik dedektorler ise
floresan, kimyasal isildama (chemiluminescence) ve
absorbans dedektorleri igermektedir [12].
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FARKLI YONTEMLER ILE
KOMBINASYONLARI ve
MIKROBIYOLOJISINDEKiI UYGULAMALARI

CUL’ON
GIDA

Mikroorganizma tespitinde kullanilan birgok CUL cihazi
ornek hazirlama (yogunlastirma, ekstraksiyon,
saflastirma) ile birlikte biyokimyasal reaksiyonlarin
(immunolojik reaksiyonlar, enzimatik reaksiyonlar, DNA
analizi vb.) gerceklesmesi, tanimlama asamalarini
basitce ve otomatik olarak CUL ile birlikte diger analiz
yontemlerinin de (PZR, akis sitometrisi, biyosensorler

vb.) bir arada kullaniimasi sayesinde
gerceklestirilebilmektedir [6].
CUL cihazlari ile gidalarda mikroorganizmalarin

saptanmasinda (su ve viskoz olmayan akiskan érnekler
hari¢) gida 6rneginin dogrudan cihaza uygulanmasi
muimkin olmamaktadir. Geleneksel yontemde oldugu
gibi 6rnek hazirlama (gida homojenati hazirlama, 6n
zenginlestirme, zenginlestirme, hedef analiti ayirma
saflastirma vb.) asamasindan sonra Ornek cihaza
yuklenmelidir [8]. Bu nedenle 6rnek hazirlama asamasi
icin gerekli ekipmanlarin CUL cihazina entegre edilmig
olmasi gida mikrobiyolojisi uygulamalarinda olduk¢a
onemli olmaktadir.

Hedef mikroorganizmalar (6zellikle patojenler) bazen
gidalarda ¢ok az miktarda bulunabilmektedir. Boyle
durumlarda o mikroorganizmanin varligini tespit etmek
icin blylk hacimde o6rnek kullanmak gerekmektedir.
CUL cihazlarinda bu sorun yogunlastirma asamasi
(membran filtrasyon, spesifik hiicre yakalama vb.) ile
¢ozilmeye caligiimaktadir [6].
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CUL ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR ve CUL’lin birlikte kullanildigi mikrogiplerin hizli ve
hassas mikroorganizma tespiti yapabilen yéntemlerden
oldugu bilinmektedir [6]. PZR, herhangi bir organizmaya
ait genomik DNA’daki istenilen boélgenin ¢ogaltiimasini
saglayan in vitro DNA sentez ybntemi olarak
tanimlanmaktadir. DNA sentezinin gergeklestirilebilmesi
icin reaksiyonun gergeklesecegi tlp igerisinde kalip
DNA, DNA polimeraz (Taq polimeraz) enzimi, ileri ve
geri primerler, nikleotitler ve magnezyum iceren PZR
tamponunun  olmasi  gerekmektedir [13]. PZR
yonteminde ilk olarak gift zincirli DNA denatirasyon
sicakligina (94-96°C/1-3 dakika) kadar isitiimakta ve
zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi saglanmaktadir. Daha
sonra tek zincir halindeki kalip DNA’ya ileri ve geri
primerlerin baglanmasi i¢in sicaklik 50-65°C’ye yani

primerlerin  baglanma sicakligina getiriimekte ve
yaklagik 30 saniye bu sicaklikta bekletiimektedir.
Boylece primerler c¢ogaltiimasi istenilen bdlgeye

baglanmis olmaktadir. PZR isleminin son basamaginda
sicaklik 70-75°C’ye getirilmekte, bu sicaklikta 1-5 dakika

cUL-PZR Isitici

Hiicrelerin, PZR reaktiflerinin
ve TagMan probunun
enjeksiyonu {1-2 dk)

TagMan
probu

Termal liziz ve DNA'nin serbest
kalmasi {4-10 dk)

bekletimekte ve DNA sentezinin gergeklesmesi
saglanmaktadir. Bu ¢ basamak tamamlandiginda bir
PZR doéngusu tamamlanmis olmaktadir. Tim PZR islemi
20-40 dongu gergeklestirildikten sonra tamamlanmig
olmaktadir [5, 13, 14].

PZR ve CULlin birlikte kullanildigi mikrogipler farkli
calisma prensiplerine sahiptir. Bunlardan ilki Sekil 2'de
gOsterilmistir. Cipe ilk olarak giris kuyusundan o6rnek
(DNA’s1 gogaltilimak istenen hiicre), PZR reaktifleri ve
TagMan probu yiiklenmektedir. Ikinci adimda bir
mikroisitici  yardimiyla hedef hicrenin termal lizizi
gerceklesmekte ve DNA hicre digina saliverilmektedir.
Son asamada PZR islemi gerceklestirimekte ve es
zamanh olarak floresans Olgim gergeklesmektedir.
Sistemde 10%-10* hiicre/mL dlzeyinde tespit limitinde
analiz gergeklestiriimektedir. Bu prensip ile galisan CUL

cihazi 7-16 dakika igerisinde 102-10* hiicre/mL
dizeyinde tespit yapilabilmekte ve tim analizi
tamamlayabilmektedir.  Geleneksel yontemler ile

kiyaslandiginda toplam analiz stiresi bu CUL cihazi ile
2-10 kat arasinda azaltilmis olmaktadir [6].

Floresan
Olglim

Ayrilmis
TagMan probu

PZRve es zamanlh 6l¢iim
{5-20 dk)

Sekil 2. PZR ile birlikte kullanilan bir CUL cihazi (Liu ve Zhu [6] izni ile)

Yoon and Kim, PZR ile CULUn birlikte kullanildigi
sistemleri Ug kategoriye ayirmiglardir:

e Sabit hazne PZR (Stationary chamber PZR)
e Mikrokanal PZR
e Damlacik tabanli PZR [5].

Sabit hazne PZR-CUL cihazinda (stationary chamber
PCR-LOC) nano veya pikolitre diizeyinde hacme sahip
hazne ¢ip  Uzerine  yerlegstirilmigtir. Sistemde
mikroorganizmanin (6zellikle patojen
mikroorganizmalar) ilk olarak tutulmasi, filtrasyon ve
yogunlastirma, ikinci olarak hucre lizizi ve DNA/RNA
izolasyonu ve son olarak g¢ogaltilan Urinlerin
optik/elektrokimyasal tespiti gercgeklestiriimektedir [5].
Geleneksel PZR’da reaksiyon bir ependorf tlip igerisinde
gerceklesmektedir ve tup istenilen sicakhga isitilip
sogutularak bir 1sil dongu olusturulmaktadir. Geleneksel
yontemde bu doéngusel sicaklik degisiminin saglanmasi
iletim ile ISI transferi mekanizmasi ile
gerceklestiriimektedir. iletim ile 1s1 transferi isi transfer
mekanizmalarindan (iletim, tasinim ve radyasyon ile isi
transferi) en yavasi olarak bilinmektedir. Bu nedenle
geleneksel PZR’daki dongllerden her biri birkag dakika
sturmektedir. Toplamda 20 ile 40 dongu arasinda iglem
tamamlandigindan toplam analiz siresi yaklasik 1 saat
sUrebilmektedir. Sabit hazne PZR-CUL ydénteminde
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kuyu olabildigince klglik tasarlanmaktadir ve bdylece
geleneksel PZR’da uzun suren i1sitma ve sogutma suresi
azaltilabilmektedir. Bu tip CUL-PZR cihazi Sekil 2'de
gobsterilen cihazla benzerlik géstermektedir.

Mikrokanal PZR sistemi sabit hazne PZR sistemine bir
alternatif olarak gorulebilmektedir. Bu sistemdeki
prensip sivinin bir ¢ip Gzerinde PZR igin gerekli olan ¢
sicaklik (denatlrasyon 94-96°C, baglanma 50-65°C,
uzama 70-75°C) alani arasinda sirasiyla akigini
saglamaktir. Bdylece isitma ve sogutma igin gerekli stire
azaltiimis olmaktadir. Sekil 3'te bu sistemin sematik
gOsterimi verilmistir. Cihazin Sekil 3B’de goruldigu gibi
U¢ adet giris  kuyucugu bulunmaktadir. Bu
kuyucuklardan vyalnizca iki tanesi kullaniimaktadir.
Kuyucuklardan birisinden 6rnek digerinden ise tampon
cozelti akis! saglanmaktadir. Ornek kanal igerisine Sekil
3A’da gorilen giris  kuyucugundan  hidrostatik
mikropompa ile pompalanmaktadir. Akiskan sicakhgi
belirlenmis olan Ug farkli sicaklik alanindan gegmektedir.
Cip 20 dongu ile PZR isleminin gerceklesmesini
saglamaktadir [5, 15]. Elde edilen PZR Grini c¢ikis
kuyucugundan toplanmakta ve poliakrilamid jelde
etidyum bromur ile boyama yapilarak incelenmektedir.
Uriiniin floresan goériintiilemesi de gergeklestiriimektedir.
Yapilan bir galigmada bu yontem ile 10 dakikadan az bir
surede PZR’in tamamlanabilecegdi gosterilmistir [15].
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Sekil 3 Mikrokanal PZR-CUL sistemi (Koop ve ark. [15] izni ile)

Damlacik tabanli PZR sisteminde dijital mikroakigkan
yontemlerinden faydalanilarak 6rnek damlaciginin diz
bir ylzey Uzerinde hareket ettirilmesi ve mikrokanal
PZR’ye benzer bir sistem ile PZR'nin gerceklestiriimesi
saglanmaktadir. Burada kullanilan dijital mikroakiskan
yontemleri, dielektrik Uzerinde elektroislatma
(electrowetting on dielectric; EWOD), ylzey akustik
dalgasi (surface acoustic wave; SAW),
manyetoakiskanlar olarak sayilabilmektedir. EWOD
ydnteminde, dama tahtasi seklinde elektrotlar dielektrik
bir ylzeye (ayrica hidrofobik) yerlestiriimektedir.
Damlacik bu elektrotlardan biri tUzerine koyulmaktadir.
Yakinlardaki elektrotlardan birine elektrik
uygulandiginda ylzey Uzerinde biriken elektrik
yukinden dolayr hidrofobik yizey hidrofilik hale
gelmektedir. Bu olay damlacidin elektrik uygulanan
elektroda dogru hareket etmesine neden olmaktadir.
SAW yobnteminde, damlacik birbirine baglanmis iki
dondsturicu (interdigitated transducers; IDTs) arasina
yerlestiriimektedir. Bu doénusturicllere alternatif akim
uygulandiginda akim malzemenin sikigip gevsemesine
ve ylzeyde akustik dalga olusmasina neden olmaktadir.
Bu SAW, yuzeyde bir okyanus dalgasi gibi yayillmakta
ve damlacidin da yayilimi boyunca hareket etmesini
saglamaktadir. X ve Y yonlerinde donusturuculerin
yerlestiriimesi ile damlacik iki boyutlu olarak hareket
ettirilebilmektedir. Manyetoakiskanlarda ise manyetik
parcaciklar ilave edilmis damlacik hidrofobik bir ylizey
(genellikle super hidrofobik) Uzerine birakilmaktadir.
Yiizeyin altindaki daimi bir miknatisin hareketi damlacik
icindeki manyetik parcaciklara etki etmektedir. Damlacik
miknatisin hareketi boyunca yer degistirmektedir. Her (g
yontemde de damlacik farkh sekillerde hareket ettirilerek
Ug farkli sicaklik alanindan gegmesi saglanmaktadir ve
PZR 1s1 dongusu saglanmaktadir. Damlacigin bu Ug
farkli sicaklik bolgesinde 20-40 kez dongu yapmasi ile
PZR islemi ¢ip Uzerinde gercgeklestiriimektedir [15].

Li ve ark. [16], su kaynakh rotaviris tespitinde
mikroakiskan es zamanli PZR yontemi ile floresans
mikroskopiyi kombine etmislerdir. Bu entegre cihaz ile
rotaviris RNA’sI ¢ogaltiimis, 1 saatten az slirede ve
3.6x10* kopya/uL konsantrasyonda RNA tespit edilmistir.
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Yapilan bir diger ¢alismada L.monocytogenes’in dogal
olarak kontamine olmus gida &6rneklerindeki tespiti igin
mikroakiskan tabanli kapiler elektroforez sistemi ile PZR
kullanilmis ve geleneksel PZR ile karsilagtinimistir.
Calismada gida oOrneklerine oOnce iki kez 6n
zenginlestirme  uygulanmistir., Daha sonra bu
orneklerden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
DNA izolati GUL tabanli cihaza yiiklenerek analiz
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda mikroakiskan
elektroforez ile PZR yoénteminin ISO referans yontemi ile
%100, klasik yontem ile %96 nispi dogruluk sagladigi
bulunmustur [17].

PZR ve CULlin birlikte kullanildi§i bir calismada,
gidalarda hizl, kolay ve es zamanl patojen tespiti igin
¢oklu boncuk tabanli mezoakis sistemi (multiplexed
bead-based mesofluidic ~ system)  gelistirilmistir.
Sistemde spesifik oligoniikleotit probu ile immobilize
edilmis boncuklar mikrokanallar igerisine yerlestiriimistir.

Patojen olarak Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Vibrio parahemolyticus, Shigella
sonnei, Enterobacter sakazakii, E.coli 0O157:H7,
Camplyobacter jejuni, Salmonella enterica serovar

Typhi; gida olarak yumurta, domuz, tavuk ve yumusakga
eti, balik, dondurma ve sut tozu kullanilmistir. Analiz
edilen gida 6rneklerinden dnce homojenat hazirlanmis,
on zenginlestirme yapilmis daha sonra DNA izolasyonu
yapiimis ve CUL cihazina ylklenmistir. Patojen
mikroorganizmalardan elde edilen floresans etiketli PZR
Urtnleri mikrokanallar igerisine pompalanmistir. Burada

oligonukleotit  immobilize  edilmis  boncuklar ile
hibridizasyon  gergeklestirimis ve elde edilen
hibridizasyon sinyali (floresans sinyal) &lgtlmustur.

Tespit islemi 30 dakikadan az bir surede, ylksek
hassasiyet ve spesifiklikte gerceklestiriimistir. Bakteri
tlrleri igin tespit limitinin 5x102 ile 6x10°kob/mL arasinda
oldugu belirlenmistir. Caligmada, gelistirilen PZR-CUL
sisteminin farkli gida o©rneklerinde c¢oklu patojen
tespitinde etkili bir sekilde kullanilabilecegi goridlmustar
[18].

Yapilan bir c¢aligmada, Salmonella Enteritidis ile
kontamine edilmis domates Orneklerinde Salmonella
tespiti icin dongu aracili izotermal amplifikasyon (loop
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mediated isothermal amplification, LAMP) entegre
edilmis disk seklinde CUL platformu kullaniimistir.
Calismada domates Orneklerinden hazirlanan
homojenizattan DNA izolasyonu yapilmis ve izolat CUL
cihazina yuklenmistir. Calisma igin gelistirilen bu
santrifugal CUL cihazi ile sirasiyla patojen tespiti, reaktif
hazirlama, LAMP ve belirleme (SYBR Green | boyasi ile
renk degisimi mekanizmasiyla) yapilmistir. Cihazin
tespit limitinin 5x10° ng/uL DNA konsantrasyonu oldugu
bulunmustur. Ornek hazirlama agamasi da dahil tim
analizin 70 dakika igerisinde ve tam otomatik olarak
tamamlandigi belirtilmistir [19].

GUL ve Akis Sitometrisi

CUL teknolojisinin en énemli uygulamalarindan birisi
hicre ve parcaciklarin akis sitometrisi ile analizi olarak
bilinmektedir. Akis sitometrisi hematoloji, immunoloji,
genetik, gida bilimleri, eczacilik, mikrobiyoloji, onkoloji
ve birgcok diger alandaki genis kullanimi ile gugli ve
populer bir teknolojidir [20]. Akis sitometrisi; partikullerin
veya hicrelerin floresan isaretleyiciler ile isaretlendigi,
sivilardaki parcacik veya biyolojik pargaciklarin (hiicre
vb.) sayim, siniflandirma ve analizlerinin yapilabildigi bir
yéntemdir [21]. Bu yontemde, bir slispansiyon halindeki
hiicre ya da partikiller lazer 111 ile aydinlatiimakta olan
bir bdlmeden gecirilmekte ve hicrelerin 151gin énidnden
gecerken  verdikleri  sinyaller toplanarak analiz
edilmektedir. Olusan sinyallerin kaynagdi hicrenin
buylklik, sekil vb. fiziksel Ozellikleri olabilecegi gibi
hiicreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabilmektedir.
Bdylece hiicre ya da partikilin immunofenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli,
canlihgr  gibi  gesitli  dzellikleri  hakkinda  bilgi
toplanabilmektedir [22].

Akis sitometrisi; akiskan oOrnekler igin geleneksel
yontemlere alternatif etkili bir mikroorganizma tespit
yontemi olarak bilinmektedir [8]. Yontemin mikrobiyoloji
icin en 6nemli 6zelligi; her bir bireysel hucre icin veri
toplanabilmesi olarak bilinmektedir. Boylece arastirmaci
hdcrelerin populasyon igindeki dagihm 0Ozelligini veya
Ozelliklerini  6lgebilmektedir [22]. Akis sitometrisi
yonteminin avantajlari, hizli (saniyede binlerce hicre ile
ilgili veri toplanabilmekte), hassas ve dogrulugunun
yuksek olmasi, herhangi bir optik 6zellige veya bunlarin
kombinasyonlarina bagl olarak htcrelerin fiziksel olarak
birbirlerinden ayrilabilmesine olanak saglamasi, tek
hicre miktarini élgebilmesi olarak sayilabilmektedir [22].
Ancak, akis sitometrisi cogunlukla pahali, yer kaplayan
ve egitimli personele ihtiyag duyulan ve karmasik bir
yontem olarak bilinmektedir [8]. CUL ile akis
sitometrisinin  birlikte kullanildigi sistemlerde daha
yuksek hizda, daha ekonomik analiz yapilabilmektedir.
Bu sistemlerde saniyede 25000’den fazla hicre
sayillabildigi ve sistemin daha az yer kapladigi
bildirimigtir [9]. CUL ile akis sitometrisinin birlikte
kullanildigi sistemler ¢ ana kisimdan olugmaktadir.
Bunlar; hiicre tasinim ve odaklamasinin yapildigi kisim
(mikro-pompalar yardimiyla), hiicre tespitinin yapildigi
kisim (optik dedektorler ve floresans boyalar
yardimiyla), hiicre siniflandirmasi ve sayiminin yapildigi
kisim (spesifik hicre grubu sayimi ve digerlerinden
ayrilmasiyla) olarak sayilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada; 6rnek hazirlama asamasi
gerektirmeden, igilebilir sularda (toplam bakteri sayisi
10* ve 10% kob/mL olan) bakteri yogunlugunu tespit
edebilen akig sitometrisi ile birlikte kullanilan CUL
cihazinin etkinligi geleneksel metotlar ile karsilastirarak
tespit edilmistir. Calismadan elde dilen sonuglar Tablo
2'de gosterilmistir [8].

Tablo 2. igilebilir sulardaki toplam bakteri sayisinin CUL ile tespit edilmesi [8].

Yoéntem Adi

Toplam Bakteri Sayisi (kob/mL)

Kaynak Suyu 1*  Kaynak Suyu 2** Cesme Suyu

Cip ile akis sitometrik sayim
Ustten 1simali floresans mikroskop ile sayim

iki ydntemden elde edilen sonuglarin birbirine yakinligi (%)

7.7 (:0.48)x10° 1.4 (¥0.15)x10° 3.2 (+0.28)x10°
7.8 (+1.1)x10* 1.9 (0.36)x10° 3.7 (+0.59)x10°
99 75 87

*Kaynak Suyu 1: Siselenmis dogal kaynak suyu (iki farkl markanin), **Kaynak Suyu 2: Saflastiriimis ev gesme suyu

Yamaguchi ve ark. [23] CUL-akis sitometrisi sistemi
kullanilarak sitte Pseudomonas hucrelerinin sayimini
yapmis ve elde edilen sonuglari geleneksel plak sayim
yontemiyle  kiyaslamiglardir.  Calismada,  sutteki
Pseudomonas hiicreleri optimize edilmis kosullar altinda
Pseudomonas spp.'ye 6zgu Cy-5 etiketli prop ile in situ
olarak hibridize edilmistir. Duragan fazdaki (starved
state) Pseudomonas hicreleri sayisi hem geleneksel
plak sayim ydntemiyle hem de CUL-akis sitometrisi
kombinasyonunu kullanan cihaz ile belirlenmistir. 10
kob/mL’den az hedef hiicre igeren kontamine st
Oorneginde basit bir yontem ile [12 saat hicre
zenginlestirmesini takiben 0.5 saat sit temizleme
(floresans boyaya veya proba spesifik olmayan
baglanmalar nedeniyle olugan yanlis pozitif sonuglari ya
da floresans boyama sirasinda yanlis negatif sonuglara
neden olan etkilesimleri énlemek amaciyla uygulanan
islem), 1 saat fiksasyon, 2 saat hibridizasyon ve 0.5 saat
cip Ustii akis sitometrisi] CUL-akis sitometrisi sistemiyle

84

hiicre sayisi belirlenebilmistir. Yapilan ¢alisma ile CUL-
akis sitometrisi sisteminin floresans in situ hibridizasyon
ile sitteki bozulma yapan mikroorganizmalarin basit bir
yontem ile tespit edilebilecegdi gosterilmistir.

Yapilan bir calismada, manyetik isaretlenmis hicrelerin
akis halinde tespitini yapabilmek igin manyetik alan
diren¢ sensorlyle (magnetoresistive sensors) kombine
edilmis hiicre sitometrisi tabanli bir CUL yapilmaya
calisilmistir. Yapilan cihaz ucuz, tasinabilir ve mevcut
akis sitometrisi uygulamalarina alternatif olarak
tasarlanmistir. Denemeler; ¢ig sit, yagi uzaklastiriimis
sut ve PBS tamponunda Streptococcus agalactiae
hicrelerinin spesifik tespiti igin yapilmigtir. Calismanin
sonucunda ¢ig sut igeriginin (yag globdilleri, kazein vb.)
manyetik nanopartikillerin  bakterilere baglanmasini
engelleyerek daha duslk sinyal genligine neden oldugu
bulunmustur. Ayrica; kanal girisinde hiicre
kiimelenmesinin olustugu bulunmus, bunun nedeninin
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glclid manyetik degisim oldugu ve bunun farkli kanal
tasarimiyla ya da homojen manyetik alan ile Gstesinden
gelinebilecegi distunilmuagstir [24].

CUL ve Biyosensorler

Biyosensor; biyolojik duyarli bir elementin (analiz
edilecek madde ile segici olarak etkilesime girebilen

biyoaktif bir bilesen) fiziksel ya da kimyasal dénUsturtcu
ile kombinasyonu yoluyla belirli bir gevrede spesifik bir
bilesigin selektif ve kantitatif analizini yapmayi saglayan
cihazlar olarak tanimlanmaktadir [10]. Genel olarak bir
biyosensoérin temel bilesenleri Sekil 4'te gosterilmistir
[25].

) / Doku Elektriksel 1
\\/A é . Organeller ) Elektrokimyasal 7
) Hucre reseptorleri Cam Substratlar Optik .
{ Enzim Termal . b Sinyal 4
v 4 ; Antik : - Analiz 3
ntikor Jel Piezoelektrik . —_—
2/ Niklsik asitler Manyetik ]
< : : _ / A
A g Mikroorganizma Akustik / [ h
\) A 4 J
Hedef analitiiceren Biyolojik Reseptor Araylizey Cevirici
ornek

Sekil 4. Biyosensorlerin temel bilesenleri [25].

Mikrobiyal tespit ve tanimlama amaciyla kullanilacak
olan biyosensoérlerde bulunmasi gereken bazi 6zellikler
vardir:

e [k olarak biyosensérden alinan verilerin dogrulugunun
yuksek olmasi gerekmektedir.

¢ Patojen mikroorganizma tespitinde yalanci pozitif ve
yalanci negatif sonuglar ya ¢ok az olmali ya da hig
olmamahdir. Ozellikle dayaniksiz gidalar test
edildiginde biyosensorin gercek zamanl yanit vermesi
gerekmektedir.

e Gida mikrobiyolojisinde yalanci negatif sonu¢ almak,
analizin  hassasiyetini  azaltmaktadir ve tolere
edilemez. Bu nedenle kullanilacak biyosensorin
yuksek hassasiyetli olmasi gerekmektedir.

¢ Biyosensorin hedef mikroorganizma, toksin veya diger
mikroorganizmalari  birbirlerinden  kolaylikla ayirt
edebilecek spesifiklige sahip olmasi gerekmektedir.

e Gergeklestirilen her analiz tekrarlanabilir olmali ve
sensorun kolay kalibre edilebilir olmasi gerekmektedir.
e Sensor sicaklik, pH, iyonik gu¢ degisimine ve
sterilizasyona dayanikh olmali, analizi tam otomatik

gerceklestirebilmelidir.

¢ Rutin analizlerde egitimli personele minimum ihtiyag
gerektirmeli, kullanimi kolay olmalidir.

e Son olarak da mevcut standart teknikler ve referans
yontemler ile gegerliliginin  onaylanmig  olmasi
gerekmektedir [25, 26].

Biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama materyallerinin
(biyoreseptorler) mekanizmalarina goére biyosensorler
dort gruba ayriimaktadir. Bunlar; enzim sensorleri,
immunoglobulin sensdrleri, antijen sensdrleri, mikrobiyal
hiicre sensorleri olarak siniflandiriimaktadir [27]. Enzim
sensorleri, enzim reaksiyonlarindaki uygun substratlarin
degisimlerinin Olgulebilmesini saglamaktadirlar.
immunoglobulin sensérler, organizmalarin, onlarin hedef
antijenlerinin kullanilarak gidalarda bulunup
bulunmadiginin  tanimlanmasinda  kullaniimaktadir.
Antijen sensorleri, genellikle antikorlari tanimlamak igin
kullanilimaktadirlar. Mikrobiyal hlcre sensdrleri solunum
aktivitesi Olgen sensorler ve metabolit 6lgen sensorler
olarak iki ana grupta incelenebilmektedir. Solunum
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aktivitesini 6lcen sensorlerde aerobik mikroorganizmalar
kullaniimaktadir ve ortamdaki substrat miktarina bagl
olarak ¢6zinmis oksijen miktarindaki  degisimi
algilamaktadirlar. Metabolit 6lgen biyosensérlerde ise
hem aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar
kullanilabilmektedir. Bu tip mikrobiyal sensoérler
elektrokimyasal aktif metabolitlerin tayininde
kullanilmaktadir [27].

CUL teknolojisi ile biyosensdrlerin bir arada kullaniimasi
bazi avantajlari da beraberinde  getirmektedir.
Biyoalgilama materyaline analit molekdliin difize olmasi
icin gerekli uzakhdin azaltiimasi, biyosensoérin cevap
zamaninda azalmaya bu da difizyon kisith
proseslerdeki kosullari énemli dlgude iyilestirmektedir
[28]. Sekil 5te CUL ve biyosensérlerin birlikte
kullanildiklari  cihazlardan  birinin  sematik  olarak
g6sterimi verilmigtir [31].

Sekil 5'te goruldigu gibi analiz igin gerekli olan érnek,
tampon maddeler, biyolojik algilama materyali (enzim),
yag fazi vb. akigskanlar siringa pompa yardimiyla ¢gipe
yuklenmektedir. Cipin kanalinda olusan reaksiyon
sonucu elde edilen sinyalin algilanmasi i¢in optik gevirici
(lazer) kullaniimakta, sinyal floresan oOlgiim ile analiz
edilmektedir. Biyosensér ile CUL’Gn kombine edildigi
sistemlerde kabaca islem bu sekilde bir gip Uzerinde
gerceklesmektedir.

Pdéhimann ve ark. [29] Escherichia coli ile kontamine
edilmis et suyu 6rneginde elektrokimyasal biyosensor ile
CUL’Gn birlikte kullanildigi bir sistemde gida kaynakli
bakteri tanimlamasinda bu sistemin uygulanabilirligi
incelemiglerdir.  Sistemde amperometrik  dedektor
kullanilmistir. E. coli igin tespit limitinin 5.5x102 kob/mL

oldugu bulunmus ve sistemin gidalardaki bakteri
kontaminasyonunu gosterme kapasitesinin  oldugu
gOrulmustiur. Ayrica bu sistemde haberci enzim

kullanilarak iki Gram pozitif (E. coli ve Hafnia alvei) ve iki
Gram negatif (Listeria innocua ve Bacillus subtilis)
bakterinin ayriminin ve tespitinin bu sistem ile
yapilabildigi gésterilmistir.
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Sekil 5. Tek canli hicredeki membran proteininin hassas
tespitinde biyolojik algilama materyali olarak aptamer (spesifik
hedef molekullerine baglanabilen peptid molekulleri veya
oligonukleik asitlerdir) ve enzimin kullanildigi damlacik tabanli

bir CUL-biyosensér sistemi [31].

Yapilan bir galismada, DNA sensérii ile CUL’tn birlikte
kullanildigi  ve gidalarda Camplyobacter spp.’nin
tespitinde kullanilmak Uzere amaglanan bir sistem elde
edilmeye calisiimistir. Sistemde siklo olefin polimer
substrat Uzerine yerlestiriimis ince film altin elektrot
tabanl elektrokimyasal gene dayali sensor (tanima
yluzeyi olarak nikleik asit iceren biyosensor)
kullanilmigtir. ~ Sistemde Camplyobacter spp. PZR
drtnlerinin  konsantrasyonunun 1-25 nM aralidinda
dogrusal iligki gostermekte oldugu ve 90 pM tespit
limitinde calisildigi belirlenmistir. Gergek gida urtnlerini
temsil etmesi amaciyla ¢ig kimes hayvani eti ile
denemeler gergeklestiriimistir. Calisma sonucunda DNA
sensér teknolojisinin UL sistemine entegre edilmesi ile

gidalarda Camplyobacter spp.’nin  elektrokimyasal
tespitinin mimkun oldugu gortlmustir [30].

SONUC

Calismada, CUL cihazlarinin c¢alisma prensipleri,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), akis sitometrisi ve
biyosensoérler ile birlikte kullanildigi entegre sistemler ve
bu sistemlerin gida mikrobiyolojisindeki uygulamalari
anlatiimigtir. Buradaki amag, CUL cihazlarinin gida
mikrobiyolojisine  olan katkilarini  anlatmak, gida
endustrisi igin hizli mikrobiyolojik yéntemlerin énemini
géstermek ve birgok uygulama alani olan CUL’lin
kombine edildigi sistemler ile sagladigi avantajlarin
arttigini ve gida mikrobiyolojisine uygulanabilirligini
gostermektir. Yapilan bu calisma ile CUL ile entegre
edilmis sistemlerin (PZR, akis sitometrisi, biyosensorler
vb.) ticari Urlnlere dondsturilmesinin ve gidalarda
mikroorganizma tespit ve sayimi i¢in taginabilir sistemler
gelistirilmesinin dnemi ortaya koyulmustur.

ileride yapilacak calismalar ile ¢cok daha hizli sonuglarin
alinabilecedi, kullanimi kolay, tasinabilir, yerinde analize
imkan saglayan, maliyeti dusiuk, az o6rnek ve sarf
malzeme kullanimi gerektiren, diger teknolojiler ile
entegre edilmis, ylksek hassasiyet ve dogrulukla sonug
alinabilen CUL cihazlarinin gelistirebilecedi ve bu
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sistemlerin  gidalarda  mikroorganizma ve

tespitinde kullanilabilecegi gérilmustur.

sayim
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