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Ozetge

Giintimiizde biyosensor ile ilgili yapilan ¢alismalara ilgi hizla
artmaktadir. Ozellikle 2019 yili sonlarindan beri miicadele
ettigimiz Covid-19 viriisii biyosensorlerin hayatimizdaki
o6nemini bir kez daha hatirlatmistir.  Giinliik yasamun her
alaninda kullanilabilecek, hastaliklarin yayilimini 6nleyecek,
hizli ve giivenilir patojen algilama sistemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu konuda niikleik asit amplifikasyonu
yontemleri iizerindeki ¢alismalar dnem kazanmigtir. Bunlardan
ilki yaygin olarak bilinen PCR (Polymerase Chain Reaction-
Polimeraz Zincir Reaksiyonlu), digeri ise LAMP (Loop
Mediated Isothermal Amplification- Dongii Aracili Izotermal
Amplifikasyon) teknigidir. Bu ¢alismada, LAMP yontemi
incelenerek, uygulama asamalar1 ve gerekli 1sitict tasarimi
izerinde durularak Escherichia coli (E. coli) bakteri tespiti
yapilmaktadir. Isitict sistem PLC iizerinden kontrol edilip,
istenilen  sabit sicaklik  degerinde tutularak LAMP
reaksiyonunun gerceklesmesi saglanmaktadir.

Abstract

Nowadays, interest in studies on biosensors is rapidly
increasing. Especially the Covid-19 virus, which we have been
fighting since the end of 2019, has once again reminded us of
the importance of biosensors in our lives. There is a need for
fast and reliable pathogen detection systems that can be used in
all areas of daily life and prevent the spread of diseases. In this
regard, studies on nucleic acid amplification methods have
gained importance. The first of these methods is the widely
known PCR (Polymerase Chain Reaction), and the other is the
LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) method. In

410

this study, Escherichia coli (E. coli) bacteria detection is carried
out by examining the LAMP method, focusing on the
application stages and the necessary heater design. The heating
system is controlled via PLC and the LAMP reaction is realized
by keeping the desired constant temperature value.

1. Giris

Zararli mikroorganizmalarin tespitinde kullanilan  cesitli
yontemler vardir. Bu yontemler genellikle tespit edilmek
istenilen mikroorganizmanin yapisina uygun biyolojik tanima
clemant se¢imine gore siniflandirilmaktadir. Cesitli analitlere
(patojen vd.) baglanan biyolojik tanima elemanlar1 olarak;
proteinler, aptamerler, niikleik asitler, bakteriler, metal iyonlari,
peptidler, enzimler ve antikorlar gibi biyomolekiiller literatiirde
yaygin olarak kullanilmigtir (Bhalla vd., 2016; Cesewski ve
Johnson, 2020).

Biyolojik tanima elemanmnin segimi, biyoalgilayicinin
ozgiinliigiinii  belirledigi icin oldukca &nemlidir. Ihtiyag
duyulan en Onemli Ozellikler yiiksek secicilik ve afinite

olmalaridir. Bu c¢alismada bu oOzellikleri karsilayacak,
literatiirde  ¢esitli  sistemlerde  kullanilan niikleik — asit
amplifikasyonu  yontemi kullanilacaktir.  Niikleik asit

amplifikasyonu, cogu gen tabanli tespit yontemi ve teshis
teknolojilerinin  gelistirilmesinde kullanilan ilk adimdir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bazli niikleik asit
amplifikasyonu 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan
tasarlanmustir (Mullis, K. B., 1990). PCR, termal dongiileyici
kullanarak bir DNA zincirinin belirli bir bdlgesinden DNA
amplifikasyonu saglar. Ayrik sicaklik adimlariyla (50°C-98°C)
20-40 tekrarlanan termal degisimden olusur ve reaksiyonlar
cogunlukla birkag saat icinde gergeklesir. PCR amplifikasyon



Firat Universitesi Uzay ve Savunma Teknolojileri Dergisi
1(1), 410-414, 2022

driinleri genellikle jel elektroforezi ile gorsellestirilir. Bu
yontem, niikleik asit tespiti i¢in altin standart olmasi ve
laboratuvar kosullar1 igin uygulanabilir olmasina ragmen, emek
ve zaman alicidir, hacimli ve pahali aletler ile egitimli personel
gerektirir.

LAMP teknigi tipki PCR gibi bir DNA amplifikasyonu yoluyla
tespit yapabilmektedir. Hedef dizide 6 ile 8 farkli bolgeyi
tantyan 4 ile 6 primer kullandigindan, diziye Ozgii
amplifikasyon durumunda PCR' a istisnai 6zgiilliige sahip daha
basit ancak gii¢lii bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. LAMP,
sabit bir sicaklikta (60-65°C) gerceklestirilir, termal dongii
ihtiyactn1  ortadan kaldirir, daha hizlidir ve biyolojik
numunelerde yaygin olarak bulunan inhibitorlerden daha az
etkilenir (Papadakis, G. vd., 2020).

LAMP ve PCR, binlerce DNA kopyasi iiretmek i¢in kullanilan
in vitro amplifikasyon teknikleridir. LAMP' te iiretilen DNA
miktart, RT-PCR gibi PCR tekniklerinde iiretilen miktardan
¢ok daha fazladir. LAMP, PCR teknigine gore daha yeni bir
tekniktir. Ancak egitimli bir bilim adaminin laboratuvar
kosullarinda gergeklestirmesi teknik olarak basit ve kolaydir.
Bu, onu COVID-19'" un tespiti igin de potansiyel olarak yararli
bir teknik haline getirmistir.

LAMP teknigi, PCR ile karsilastirildiginda hizlidir. LAMP” te
amplifikasyon yoluyla DNA kopyalar iiretmek i¢in yaklagik
30dk’ lik bekleme siiresi gereklidir. PCR’daki bir dizi degisken
sicaklik dongiisii yerine LAMP’ te sabit bir sicaklik yaklagik
60-65°C kullanir. LAMP, yiiksek saflikta DNA izolatlarina
ihtiyagc duymaz. Boylelikle bu yontemde zamandan ve
maaliyetten tasarruf saglanir.

Literatiirde stabil LAMP reaksiyonlar1 saglamak i¢in ¢esitli
cihazlar gelistirilmistir (Kaygusuz, D. vd., 2019; Jaroenram,
W., 2019; Sayad, A. A. vd., 2018; Seo, J. H. vd., 2017 ). Bu
caligmalarinin bazilart primer tasarimina (Goto, M., 2009;
Mori, Y.,2001; Jaroenram, W., 2019), bazilar1 hassas okumalar
elde etmek igin gorsellestirme metodolojisine (Kaygusuz, D.,
2019; Papadakis, G., 2020; Seo, J. H., 2017) odaklanmuistir.
Tespitler ¢ogunlukla ¢iplak gozle veya kameralarla bulanikligin
spektroskopik tespiti ile belirlenmigtir. LAMP reaksiyonlari,
genellikle su banyolari, 1s1 bloklar1 veya firinlar gibi kullanimi
basit, diisiik maliyetli ekipmanlarla gergeklestirilmeye
calisilmistir. Ancak bu aletlerin boyutlar1 bityiik ve kullanimlart
pratik degildir. Ayrica, bazt durumlarda niikleik asit
ekstraksiyonu, LAMP reaksiyonlarmm hazirlanmasi ve
tespitlerin yorumlanmas: i¢in genellikle egitimli bir kisiye
ihtiya¢ duyulmaktadir. COVID-19 vakalarmin tespiti ve
teshisinde son zamanlarda hizli, glivenilir ve kullanima hazir
testler i¢in  teshis  tahlillerinin  ve teknolojilerinin
laboratuvarlardan numune toplama noktalarina  gecisi
hizlanmistir (Papadakis, G., 2020; Poschenrieder, A., 2019;
Budd, J., 2020; Poschenrieder, A., 2019). Papadakis ve
arkadaglart, klinik biyopsi 6rneklerinden COVID-19 teshisi igin
kullanilacak ger¢cek zamanli kolorimetrik LAMP sistemini
gelistirmislerdir. Benzer sekilde, bakteriyel patojenlerin tespiti
icin tam otomatik, diisitk maliyetli, hizli ve taginabilir LAMP
tahlillerinin gelistirilmesi hala baslangi¢ seviyesindedir. Yan' in
grubu gida giivenligine odaklanmuis ve laboratuvar ekipmani
kullanarak 116 Escherichia coli (E. coli), Salmonella
typhimurium,  Vibrio  parahaemolyticus, Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) ve Listeria monocytogenes'in
bakteri kiiltiiri ve bakteri kolonileri igin LAMP testi
uygulamislardir (Yan, M. vd., 2017) Bakteri kolonileri veya
kiiltlirlerinden herhangi bir DNA ekstraksiyonu ve saflastirmasi
olmadan  hedef DNA'mmn LAMP  amplifikasyonunu
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gerceklestirmiglerdir.  Laboratuvar —gerektirmeyen LAMP
reaksiyonlar1 i¢in Sayad ve arkadaslart (2017), Salmonella
eklenmis domates numunelerini tespit etmek igin bir santrifiij
mikroakiskan platformu gelistirmislerdir. Reaksiyonlarin
termal stabilitesini  etkileyebilecek ve tekrarlanamayan
sonuglar tetikleyebilecek bir LAMP reaksiyonu icin gereken
sabit sicakligi koruyacak bir sicak hava tabancasi
kullanmislardir. Seo ve arkadaslari (2017) tarafindan
karsilastirilabilir bir ¢alisma yapilmustir. E. coli, Salmonella
Typhimurium ve Vibrio Parahaemolyticus numunelerini
kullanarak miiltipleks patojen tespiti i¢in kolorimetrik, yiiksek
verimli santrifiij LAMP mikro cihazi kullanmislardir. Dijital
dongii aracili izotermal amplifikasyon analizi igin emiilsiyon
damlaciklart  olusturabilen ve  yakalayabilen  birkag
mikroakiskan ¢ip gelistirilmistir (Ma, Y. D., vd. 2018; Wan, L.,
vd. 2019). Bu teknolojilerin altinda yatan motivasyon diigiik
tespit limitleridir. Ancak karmasikliklari, yiiksek maliyetleri ve
yiiksek teknik ekipmana ihtiya¢ duymalar1 dezavantajlart
arasindadir.

LAMP tekniginin hizli, giivenilir, saglam ve kullanimi kolay
Ozelliklerinden yararlanmak ig¢in, niikleik asit ekstraksiyonu,
LAMP reaksiyonu ve algilama okumasint birlestirebilen
tagmabilir, diigiik maliyetli, kullanic1 dostu platformlar hala
oldukca smirlidir(REF).

2. LAMP Yontemi

LAMP teknigi, bakteri, virlis gibi hastalik yapan ve insan
yasamini tehdit eden gesitli patojenlerin tespitinde kullanilan
hizly, pratik ve dogrulugu yiiksek bir yontemdir..

LAMP yontemi, hedef dizide 6 ile 8 farkli bolgeyi taniyan 4 ya
da 6 primer kullanilarak sabit bir sicaklikta (60-65°C) termal
dongiiye ihtiyag duymadan niikleik asit amplifikasyonu
gergeklestirir. Bu reaksiyon icin LAMP karigimi hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu karigim; Bst 2.0 Warm Start DNA
Polymerase (Thermopol Buffer 2.5ul, MgS0, 1.5 pl, dNTPs
1.4ul, Bst 1ul) 16.1ul niikleaz igermeyen su, 2.5ul primer
igeren 25ul' lik bir karigimdir. Primer karisimu, iki i¢ primer (1.6
ul, FIP ve BIP), iki dig primer (0.2 pl, F3 ve B3), iki dongii
primeri (0.4 pl, LoopF ve LoopB)’ den olusmaktadir. LAMP
reaksiyonlari, 30 dakika boyunca 65°C sabit sicaklikta
gergeklestirilmistir. Yontemin uygulama asamalar: Sekil 17 de
gosterilmistir.

~V\ gpoziﬁf
77

Sekil 1: LAMP reaksiyon iglem basamaklari.

LAMP karisimi

2501

Sekil 1 de de goriildigii gibi verilen protokole gore olusturulan
LAMP karisimdan 25 pl appendorf tiiplere eklenir, isitma
isleminden Once tiiplerden birine pozitif numune (1 koloni
E.coli), digeri negatif ve diger tiiplere de dlciilmek istenen
ornek eklenerek tiipler 1sitict sisteme konur. 65°C sabit
sicaklikta ~ 30  dakika  bekletilerek  niikleik  asit
amplifikasyonunun  gergeklesmesi  saglanir. 30  dakika
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inkiibasyon sonunda sonra 10ul Sybr Green boya eklenerek
pozitif 6rnek bulunan tiiplerde renk degisimi gézlemlenir.

3. Isitica Sistem Tasarim ve Kontrolii

LAMP reaksiyonlarinin istenilen sabit sicaklikta gerceklesmesi
amactyla endiistriyel standartlara uygun sicaklik kontrol
diizenegi tasarimi ve gerceklemesi yapilmustir. Sicaklik kontrol
sisteminin sahip oldugu 6zellikler su sekildedir:

Basamak referans sicaklik kontrolii

Rampa referans sicaklik kontrolii

Kontroldr parametresi tayini

Ortam sicaklig1 ve nemi takibi

Endiistriyel sistem donanimi

e Internet iizerinden erisilebilir kullanic arayiizii

e Giivenlik 6nlemleri

Sicaklik kontrol sistemi; sistem donanimi, kontrol sistemi,
sistem otomasyonu, internet tabanli kullanici arayiizii basliklar:
altinda incelenebilir.

3.1. Sistem Donanmim

Sicaklik kontrol sistemi donaniminda endiistriyel kontrolor,
enddistriyel giris/cikis modiilleri, 0-24V PWM iiretici, sicaklik
sensorleri ve nem sensorii bulunmaktadir. LAMP deneyleri,
dogru akim ile sicakligi kontrol edilebilen bir konteyner
igerisinde gerceklesmektedir. Sicaklik kontroliiniin
gerceklestigi konteyner, konteyner direncini siiren 0-24V PWM
dretici ve ortam sicaklik-nem Ol¢iim sistemi Sekil 2° de
goriildiigi gibidir.

Sekil 2: Sicaklik kontrol sistemi.

Sistemde bulunan ana kontrolor, matematiksel kontrolorlerin
ve kumanda devrelerinin gergeklenmesinde, sensor verilerinin
okunmasi ve kaydedilmesinde gorev almaktadir. Kontrolor, bu
gorevlere uygun olacak sekilde endiistriyel standartlarda
secilmigtir. Test diizeneginde ana kontrolcli olarak Allen-
Bradley ControlLogix kontroldér kullanilmistir. Bu kontrolor
tiim kontrol yazilimlarimi igerisinde bulundurmakta ve sistem
giris/¢ikiglarint diizenlemektedir. Ayrica kontrolore seri olarak
1 analog giris, 1 analog ¢ikis, bir dijital giris ve 1 dijital ¢ikis
modiili eklenmistir. Sistemin kontrolor yapist Sekil 3’ te
goriildiigi gibidir.
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Sekil 3: Sistem kontroldr yapisi.

Sistemde 2 adet K tipi 1s1l ¢ift sicaklik sensorii kullanilmistir.
Isil ¢ift sensorlerinden bir tanesi konteyner sicakliginin
Olciimiinde, bir tanesi ise konteyner igerisinde bulunan sivinin
sicakligmin  dlglimiinde  kullanilmigtir.  Ayrica konteyner
disindaki ortam sicakliginin ve ortam neminin Sl¢lilmesinde
SHT31 sensorii kullanilmigtir. SHT31 sensoriiniin okunmast,
verisinin islenmesi ve veri haberlesmesi yontemleri ile kullanici
arayiiziine iletilmesinde ESP32 mikrokontrolor kullanilmigtir.

3.2. Kontrol Sistemi

Sistemde bulunan kontrol sistemi, bir PID kontrolor ile kapali
¢evrime alinan 1si1l  siireg sisteminden olusmaktadir.
Geribesleme aracit olarak ise ¢ikisi °C sicaklik cinsinde
anlamlandirilan K tipi 1s1l ¢ift sensorleri ile yapilmaktadir.
Kontrol sisteminin geribesleme aract olan 1s1l ¢iftin konteyner
sicakligini 6lgen 1s1l ¢ift mi ya da sivi sicakligini 6lgen 1sil ¢ift
mi olacagt kullanict tarafindan secilebilmektedir. Sistemin
kontrol diyagramu Sekil 4’ te verilmektedir.

0-24V PWM iretici H Isil Stireg Sistemi B»

Sicakik Referans Scakik

Sekil 4: Sicaklik kontrol diyagrami.

Sekil 4” te goriilen 1s1l siireg sistemi konteyner ve konteyner
icerisine koyulan sividan olugan, matematiksel olarak 1. Derece
transfer fonksiyonu ile ifade edilebilen sistemdir. Isil siire¢
sisteminin parametrik transfer fonksiyonu modeli denklem 1’
de goriildigi gibidir.

Ry
RiCspps + 1

T(s) = (M

Denklem 1’ de goriilen transfer fonksiyonu modelindeki R,
ifadesi konteynerin 1s1l direncine, Cj,,, ifadesi ise konteyner
igerisine konulan sivinin 1s1 kapasitesi katsayisina karsilik
gelmektedir. Konteyner igerisine konulan sivinin degismesi
durumunda PID kontroldriin kontrol parametreleri kullanict
tarafindan degistirilebilmektedir.

3.3. Sistem Otomasyonu

Sistem otomasyonu, istenilen siirece uygun kontrol
referanslarinin olusturulabilmesi, deney parametrelerinin test
stirecinde sabit kalmasi, veri kayd: yapilabilmesi, uzun soluklu
testlerin gergeklestirilebilmesi ve farkli siire¢ senaryolarinin
uygulanabilmesi hedeflenerek yapilmustir.
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Farkli silire¢ senaryolari, kontrol sisteminin referansina goére
olusturulmaktadir. Kullanic1 tercihine gore kontrol sistemi
referans1 basamak giris veya rampa giris olabilmektedir. Bu
tercihler ve referans iiretegleri sistemin otomasyon yaziliminda
gergeklestirilmistir. Yazilimda rampa giris {iretici olarak
olusturulan fonksiyon bloklart Sekil 5 te yer almaktadir.

RampGenerator_07 RampDownGeneraor_M

RempUpGenerator RampDownGenerator

«£] Start | Start

PRE Ramp1PRe PRE RampDowwrd FRE

AQC Rampl Acc ACC RampDown1 ACC
«| Ratio Slope & I Ratio Slope £
«] Terrpt Ramp D ] Temp1 Ramp [C
] Termrp2 ] Temp2

DN Dh1 DN DN7

Sekil 5:Rampa referans bloklari.

Sekil 5° te goriilen rampa referans bloklar1 giris olarak
baslangi¢ sicaklik degeri, bitis sicaklik degeri, sicaklik artist
egimi bilgilerini alarak bu degerlere gore rampa referans
iretmektedir.

Ayrica sistem otomasyonunda cesitli kumanda devreleri ve
yazilimlar ile cesitli glivenlik Onlemleri gelistirilmistir. Bu
giivenlik Onlemlerine gore sistemin calistirilabilmesi ve
stirdiiriilebilmesi i¢in giivenlik kosullart karsilanmalidir.
Herhangi bir anda giivenlik kosullarinin bozulmasi durumunda
sistem kendini durdurarak giivenli durumuna geri donmektedir.

3.4. internet Tabanh Kullanic1 Arayiizii

Sistemde kullanici deneyiminin arttirilmasi ve deney verilerine
erisimin kolaylagsmasi i¢in endistriyel veri haberlesmesi
altyapisi kurulmus, endiistriyel nesnelerin interneti ¢dziimleri
uygulanmig ve internet ara yiizli tasarlanmustir. Sistemler
arasindaki haberlesme diyagrami Sekil 6’ da, sistem kullanici

ara yiizii Sekil 7° de yer almaktadir.
=

Sicaklik Kontroli Sistemi ]

Ethemet/IP CP
Node-Red
(Gateway)
localhost:1880

A

\d

ThingsBoard
Localhost:8080

1
ol Ethemet/IP P

Sicaklik Kontroli
PLC

mart
(1SON String.

Y
Ortam Sicakhig ve

Nemi Olgiima
Sistemi

Sekil 6: Sistemler aras1 haberlesme diyagrama.
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RefTemp

Triangle Constant Square

Constant

Triangle

Square

Temperature 0

70.0
65.0 = =——
- 60.0
8 550
§ 50.0
2 450
400
350

300
18:14:2018:14:3018:14:4018:14:5018:15:0018:15:1018:15:2018:15:3018:15:4018:15:5018:16:0018:16:10
Time
= Reference === BaseTemp == Container Temp
min 65.1 846 65.8
65.1 66.8 66.65

TempRefAct === TempEnvReal
65.1 270

max 65.1 -270

Sekil 7: Sistem kullanici arayiizii.

3.5. Deney Diizenegi

LAMP yontemi ile ortamda bulunan patojen tespiti saglamak
icin oOncelikle ortam havasinin 6rneklenmesi gerekmektedir.
Bunun i¢in tasarlanan hava 6rnekleme diizenegi, ¢ip dizayni,
siringa pompasi modeli ve 1sitict sistem modeli Sekil 8” de yer
almaktadir.

. —
Havagirigi © — > ° 0 0
. >l

Kabareik Daities

Hava aikist

HEPA filtre

LAMP Cozeltisi -

Pozitif Brnek 4—_['_1:'——-

Negatif Ornek <———

3
Boya +—— H =1

innga Pompasi

Isitici

Sekil 8: LAMP yontemi ile patojen tespit sistemi.

4. Sonuclar

Tasarlanan 1sitict sistem ile gerceklestirilen LAMP deneyi
sonuglart  Sekil 9’ da verilmektedir. Sekil 9.a) LAMP
reaksiyonu gerceklesmis tiipleri, Sekil 9.b) bu numunelerin UV
151k altindaki goriintiilerini igermektedir. Bu deneyde sirasiyla
1. tiip pozitif numune, 2. tiip negatif numune, 3. tip hava
orneklemesi alinan LB besiyerine 1 koloni E.coli eklenmis
numune ve 4. tiip ise hava 6érneklemesi alinan LB besiyerine 5
koloni E.coli eklenmis numunelerdir.
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Sekil 9: a) LAMP yontemi uygulamast, b) LAMP yontemi UV
goriintiilemesi.

Bu ¢aligmada LAMP reaksiyonlarinin istenilen sabit sicaklikta
gerceklesmesi igin tasarlanan ve sicaklik kontrolii stabil olarak
saglanan 1sitic1 sistem, patojen algilama sistemi i¢in oldukga
onemli bir agamadir. Bu 1sitic1 sistem maaliyeti diisiik, kontroli
kolay ve tasinabilir sistemlere doniistiiriilebilir niteliktedir. Bu
tiir sistemler biyosensdr teknolojisinin gelismesine, insan
yasamini tehdit eden ¢esitli bakteri, viriis vb. patojenlerin
erkenden tespit edilmesine ve salginlarin 6nlenmesine katki
saglamaktadir. Hizli ve giivenilir sonuclar elde edilebilecek
yontemler ve cihazlar toplum sagligi acisindan olduk¢a dnem
arz etmektedir.

TesekKkiir

Bu calisma 43498 proje numaras: ile ITU BAP Birimi
tarafindan  desteklenmistir. LAMP deneyleri baslangi¢
asamasinda Sabanci Universitesi Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi laboratuvarinda yiiriitiilmistiir. Bu
destekler igin tesekkiirlerimizi sunariz.
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