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1. Proje Özeti (Proje Tanımı)  

Bakteriyel enfeksiyonlar dünya çapında her yıl birkaç milyon insanın ölümüne sebep olan 

sağlığı tehdit eden durumlardan biridir. Özellikle antibiyotik dirençli mikroorganizmaların 

tedavisindeki güçlük sebebiyle varlıklarının tespiti oldukça kritik olup ölümlerin önüne 

geçmek için hızla doğru tedaviye başlanmalı, bunun için de öncelikle hızlı ve hassas şekilde 

bakterinin varlığı tespit edilmelidir. Bu sorunlardan yola çıkarak burun ve boğaz mukozasında 

yer alan eklem romatizması, menenjit, septisemi, kardiyak inflamasyon ve enflamatuar yaralar 

(1,2) üzerinde olumsuz etkileri bulunan ve ciddi oranda yayılım gösteren Metisiline Dirençli 

Staphylococcus aureus'un (MRSA) tespiti için doğal indikatör içeren, hızlı, seçici, duyarlı ve 

ekonomik bir kolorimetrik tanı testi geliştirilmiştir. Kırmızı lahana (Brassica oleracea) 

ekstresinden elde edilen antosiyaninler testin ana bileşenlerini oluşturup pH duyarlı gösterge 

olarak işlev görürler. Test ortamındaki antibiyotik ve tuz konsantrasyonu seçicilik sağlayarak 

sadece MRSA’nın üremesine izin vermektedir. MRSA üremesine bağlı olarak ortaya çıkan 

asidik organik uçucu bileşikler antosiyaninleri protonlayarak elektron yoğunluğunu azaltır. 

Böylece orijinal rengi mor-mavi olan antosiyaninler pembe renge dönerek MRSA’nın 

saptanmasını sağlar. Gözle görülebilir düzeyde 4 saatte sonuç vermekle birlikte oldukça 

hassas olup tek koloni varlığında dahi sonuç göstermektedir. Hem sıvı hem de agar formunda 

standardize edilen MRSA tanı testi, bitkisel kaynaklı indikatör içeren, ekonomik, hızlı, hassas 

bir fenotipik test olarak geliştirilmiştir ve klinikte bu amaçla yaygın olarak kullanılacağı 

düşünülmektedir.  

 

 



3 

 

2. Problem Durumunun Tanımlanması 

Bakteriyel mikroorganizmalar arasında, Staphylococcus aureus (S. aureus) en tehlikeli 

patojenlerden biri olarak kabul edilir. S. aureus, birçok insanın burun, boğaz mukozasında 

zararsız bir şekilde barındırmasına rağmen, çok yüksek toksin içeriği olan polipeptit yapısında 

enterotoksinler üretebilir, ardından hayatı tehdit eden enfeksiyonlar eklem romatizması, 

menenjit, septisemi, kardiyak inflamasyon ve inflamatuar yaralar üzerinde olumsuz etkileri 

görülebilir (1,2). Antibiyotiklerin yoğun kullanımı sebebiyle beta-laktam grup antibiyotiklere 

dirençli Metisiline Dirençli S. aureus (MRSA) ortaya çıkmasına neden olmuştur. Dünya 

üzerinde S. aureus kaynaklı enfeksiyonların %74’ü MRSA’ya aittir (3). Zorlu koşullara 

rağmen üremeye devam etmesi, tedavisinin zorluğu ve ciddi enfeksiyonlara sebep olması 

nedeniyle MRSA’nın tanısı için çeşitli genotipik ve fenotipik yöntemler geliştirilmiştir (4,5). 

Kültür, koloni sayma, PCR gibi teknikler kullanılmasına rağmen bu yöntemler çoğunlukla 

karmaşık adımlar içermesi, zaman alıcı olması, ek ekipman ve eğitimli personel gerektirmesi, 

pahalı olması gibi çeşitli dezavantajlara sahiptir (6,7). Genotipik yöntemler 3 saatte sonuç 

vermelerine rağmen pahalı cihazlar gerektirmesi, uzman personel kullanımı zorunluluğu ve 

yüksek maliyetten dolayı her hastanede mümkün olmaması sebebiyle kullanımı kısıtlanmıştır. 

Fenotipik yöntemler ise yaygın olarak kullanılsa da 24-48 saat içinde sonuç vermesi, 

zenginleştirme kültüründe ek 24 saate ihtiyaç duyulması sebebiyle oldukça zaman alıcıdır. 

Ayrıca piyasada yaygın olarak kullanılan fenotipik testler incelendiğinde içeriğinin insan 

sağlığı üzerine toksik etkileri bulunan, bileşenleri içerdiği tespit edilmiştir (8,9). 

3. Çözüm  

Yüksek oranda enfeksiyona ve mortaliteye sahip olan MRSA’nın tespiti için önerilen projede 

günümüzde kullanılan teknik ve yöntemlerin uzun sürede sonuç vermesi, maliyeti, hassasiyeti 

gibi dezavantajları göz önünde bulundurularak hızlı ve hassas doğal içerikli tanı testi 

geliştirilmiştir. Antosiyaninin farklı pH değerlerinde oluşturduğu renkler Şekil 1’de 

gösterilmektedir. Farklı pH değerlerindeki tamponlarda farklı ve ayırıcı renklerde bulunan 

antosiyaninin Şekil 2’de gösterildiği gibi geri dönüşümlü olarak protonasyon ve 

deprotonasyon mekanizması rol oynamaktadır. Elektron yoğunluğunun azalmasına bağlı 

olarak renk değişimi meydana gelmektedir. 

 

Şekil 1. Antosiyaninin farklı pH değerlerinde oluşturduğu renkler 

Şekil 2. Antosiyaninin farklı pH değerlerinde elektron değişimi 
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Antosiyaninin bu özelliğinden yola çıkılarak bakteri tanı testi geliştirilmiş olup içeriği 

hedeflenen bakterinin (MRSA) üremesini sağlamak, diğer mikroorganizmaları inhibe etmek 

için gerekli bileşenlerle zenginleştirilmiştir. Şekil 3’te geliştirilen prototipin, grafiksel özet 

şeklinde sunumu gösterilmiştir. 

 
Şekil 3. MRSA tanı testinin şematik gösterimi  

4. Yöntem 

4.1. Kırmızı Lahana Ekstresinin Hazırlanması 

Kırmızı lahana yaprakları bir robottan geçirilerek küçük parçalara ayrılmaktadır. 100 gram 

materyal tartılmakta ve 100 ml distile su ile bir beher içerisine alınmaktadır. Karışım 

mikrodalga fırında (900 W, mikrodalga gücü) 2 dakika ekstre edilmektedir. Elde edilen 

antosiyanin ekstresi filtre edilmekte ve çalışma anına kadar -20 °C’de bekletilmektedir. 

4.2. Mikroorganizmalar 

Prototip geliştirme aşamasında çeşitli bakteriyel suşlarla çalışılmıştır. 

Standart suşlar: Metisiline Dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, 

Methisiline Duyarlı Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA), Enterococcus faecium 

ATCC 8459, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922, Haemophilus influenzae ATCC 

9334, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Salmonella typhi ATCC 14028, Bacillus cereus 

ATCC 14579, Vancomycin Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 49532 ve bir 

mantar türü olan Candida albicans ATCC 90028 kullanıldı. Mikroorganizmalar skinmilk 

besiyerinde -20°C’de saklandı. Deneylerden önce Triptic Soy Agar (TSA) besiyerine ekilerek 

canlandırıldı ve pasajlandı. 

4.3. Renkli Görüntü İşleme 

Dijital görüntü analizi için, MRSA tanı testinin yapıldığı mikroplate kuyucukları beyaz zemin 

üzerine yerleştirildi. Kolorimetrik tanı testinin görüntüleri bir kamera kullanılarak kaydedildi 

ve JPEG formatında kaydedildi. Test sonuçlarının görüntüleri, elde edilen kolorimetrik 

sonuçların ölçümü için ImageJ yazılımı (Ulusal Sağlık Enstitüleri) kullanılarak analiz 
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edilmiştir. RGB (Kırmızı Yeşil Mavi) analizi için ortalama değerler ImageJ yazılımında 

hesaplanmıştır. Delta-E (ΔE) parametresi de CIE76 algoritmasına göre hesaplanmıştır (10). 

4.4. Sıvı Formda MRSA Tanı Testinin Hazırlanması 

10 g pepton, 1 g beef extract, 75 g/L NaCl (sodyum klorür) ve 250 mL %25’lik kırmızı lahana 

ekstresi 1 litre distile suya eklenir. İlk adımda pepton, beef extract ve NaCl 750 ml distile 

suya eklenip otoklavda 15 dk 121°C’de sterilize edilir. 250 mL kırmızı lahana ekstresi por 

açıklığı 0,45 µm olan membran filtreden süzülerek üzerine ilave edilir. Son adımda hazırlanan 

test ortamına 4 µg/mL olacak şekilde steril şartlarda hazırlanan cefoxitin (antibiyotik) eklenir. 

4.5. Sıvı Formda Hazırlanan MRSA Tanı Testinin Uygulanması 

Sıvı halde hazırlanan tanı testinden 100 µL alınıp üzerine 100 µL bakteri süspansiyonu 

eklenir. 4 saatte gözle görülebilir renk farkı meydana gelmektedir. Mor renkli test ortamı 

antosiyanin moleküllerinin deprotonasyonu sebebiyle pembe renge dönmektedir. 

Spektrofotometrik olarak ölçülmesi durumunda 3 saatte MRSA içeren numuneler absorbans 

artışına bağlı olarak pozitif sonuç vermektedir.  

Deney 1: Tanı testi MRSA, MSSA ve E.coli varlığında denenmiştir.  

Şekil 4. MRSA tanı testinin MSSA ve E.coli’ye verdiği negatif sonuçlar A)Absorbans grafiği 

B) Kolorimetrik sonuçlar C) ∆E analizi 

Şekil 4A’daki grafik bakterilerin tanı testine eklendikten sonra üremelerinin devam edip 

etmediğini gösteren spektrofotometrik ölçümü yansıtmaktadır. MRSA’da absorbans artışının 

görülmesi üremeye devam ettiğinin göstergesidir. Şekil 4B’deki resim tanı testinin 

kolorimetrik olarak gözle görülebilir sonuçlar verdiğini göstermektedir. Şekil 4C’deki grafik, 

renkler arasındaki farkı gösteren ∆E analizidir. Sütunlar arası uzaklık renk farkının 

büyüklüğünü göstermektedir. Kontrole kıyasla hesaplanmıştır. ∆E analizi net bir farkın 

olduğunu açıkça ortaya koymaktadır. Pozitif test sonucu 3 farklı analiz şekliyle 

doğrulanmıştır. 

Deney 2: Tanı testinin spesifitesini göstermek amacıyla çeşitli mikroorganizmalarla denenmiş 

ve sonuçlar karşılaştırılmıştır. 
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Şekil 5. MRSA tanı testinin diğer bakterilerle test edilmesi A) Kolorimetrik sonuç B) ∆E 

analizi 

8 adet gram pozitif, 4 adet gram negatif ve bir mantar türünde tanı testi denenmiş ve test 

sadece MRSA’ya pozitif sonuç vermiştir. Şekil 5A’da kolorimetrik gözle görülebilir sonuç 

görünmekte olup sadece MRSA içeren kuyucuk pembe renge dönerken diğer 

mikroorganizmalar mor renkte olup başlangıçtaki renkleri sabit kalmıştır. Şekil 5B’de ∆E 

analizi ile sonuçlar kantitatif olarak da desteklenmiştir. 

4.6. Agar Formunda MRSA Tanı Testinin Hazırlanması 

Katı formda çalışabilirliğini test etmek için; 45°C’de sıvı halde, oda sıcaklığında katı halde 

bulunan agar kullanılarak test modifiye edilmiştir. 1 L katı test ortamı hazırlanması için 10 g 

pepton, 1 g beef extract, 75 g/L NaCl, 15 g agar 500 ml distile suda çözülür. Otoklavda 

121°C’de 15 dk steril edilir. 70°C’de otoklavdan alınır. Kırmızı lahana ekstresinin agar 

içerisinde 1:1 oranında bulunması için 500 ml kırmızı lahana ekstresi de 0,45 µm’lik por 

büyüklüğüne sahip membran filtreden süzülerek sıcak su banyosunda 70°C’ye kadar ısıtılır. 4 

µg/ml cefoxitin eklenir. Ekstre ve besiyer aynı sıcaklıkta biraraya getirilir. Soğumadan 

petrilere dökülür. Hazırlanan katı besiyeri haldeki tanı testi mavi-mor renktedir.  

4.7. Katı Formda Hazırlanan Tanı Testinin Uygulanması 

Deney 1: Petri kaplarında katı formda hazırlanan agar içerikli tanı testlerinin üzerine 

doğrudan eküvyonla bakterinin ekilmesi sonucu pozitif sonuç verip vermeyeceği test 

edilmiştir. Şekil 6A’da başlangıç hali gösterilen petri kabı ikiye bölünerek sol tarafa MRSA, 

sağ tarafa MSSA ekilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda MSSA ekilen tarafta herhangi bir 

renk değişimi ve koloni varlığı gözlenmezken, MRSA ekilen tarafta pembe renkli kolonilerin 

ekim çizgisi boyunca ürediği gözlenmiştir. 
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Şekil 6. MRSA tanı testinin katı formda test edilmesi 

 

Deney 2: Gram negatif bakteri olan E. coli varlığında da test sonucunun değerlendirilmesi 

için Şekil 7A’da gösterilen 3 ayrı petri kabına MRSA, MSSA ve E. coli ekilmiştir. Şekil 

7B’de MSSA ve E.coli’de üreme ve renk değişimi gözlenmezken MRSA ekilen petri kabında 

pembe renkli kolonilerin oluştuğu gösterilmiştir. 

 
Şekil 7. MRSA tanı testinin diğer mikroorganizmalarla test edilmesi 

5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü 

Önerilen projede fenotipik yöntemlerin en büyük dezavantajı olan inkübasyon süresinin 18-24 

saat olmasının aksine geliştirilen tanı testinde 4 saatte cihaza gerek duyulmadan gözle 

görülebilir kolorimetrik sonuç elde edilebilmektedir. Hayvansal kaynaklı olması sebebiyle 

patojen içerme riski, ayrıca gözle, ciltle temasından sakınılması gerektiği ve solunumundan 

kaçınılması ile ilgili uyarılar içeren tanı testlerine alternatif olarak hızlı ve hassas doğal 

içerikli tanı testi geliştirilmiştir. Dünya genelinde de üretilen MRSA ID, ChromAgar gibi tanı 

testlerinde çoğunlukla indikatör olarak fenol kırmızısı, bromtimol mavisi gibi laboratuvar 

şartlarında kimyasal sentez prosesleriyle üretilen ve toksik etkilere sahip olan indikatörler 

kullanılmaktadır. Projede geliştirilen tanı testinde ise antosiyaninler bakteriyel tanı amacıyla 

kullanılmış, hassas ve hızlı şekilde bakteri varlığına dair tespit yapılmıştır. Böylece 

biyouyumlu, nontoksik, ekipman-cihaz-personel ihtiyacını minimuma indirgeyen, sanayiye 

kolaylıkla uygulanabilir, doğa dostu, daha az kimyasal atık oluşturan, ülkemizde de önemli bir 

ihtiyaca çözüm niteliğinde olan yerli ve milli bir tanı testi geliştirilmiştir. Ülkemizde 

enfeksiyon etkeninin belirlenmesinde şuan kliniklerde kullanılan hiçbir yerli tanı testi, kiti, 

besiyeri mevcut olmamakla birlikte hepsi ithal ürünlerden oluşmaktadır ve yerli üretime ciddi 

anlamda ihtiyaç vardır. Literatür taramasında antosiyaninlerin indikatör olarak kullanıldığı 

hiçbir mikrobiyal tanı testi-kiti-besiyeri bulunmamakta olduğu görülmüştür. Bu sebeple 

projenin oldukça yenilikçi ve özgün olduğu düşünülmektedir. Toksik kimyasal indikatör 
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yerine bitkilerden elde edilen antosiyaninlerin kullanıldığı tanı testi alanında ilk olma özelliği 

de taşımakta olduğu için patent başvurusunda bulunulmuştur. Hem sıvı hem agar formunda 

standardize edilmiş ve prototipleri geliştirilmiştir. 

6. Uygulanabilirlik  

Mevcut şartlar altında projemizin geldiği aşamada patent başvurusu yapılmıştır ve bu 

bağlamda ticari bir ürüne dönüştürülme potansiyelinin oldukça yüksek olduğu görülmektedir. 

Projeye başlama amacı ve proje fikrinin şekillenmesi tamamen ticari ürün üretme kaygısıyla 

ortaya çıkmıştır. Doktorların ilettiği mevcut yöntemlerin kullanım kısıtlılığı ve karşılaşılan 

sorunlar göz önünde bulundurularak tamamen pratikte rutin kullanıma uygun hale getirilecek 

şekilde ürün ortaya koymaya çalışılmıştır. Projenin şuanki bulunduğu aşamada da bu hedefe 

çok yaklaşıldığı görülmektedir. Hastanelerde kullanılabilirliğini test etme aşamasında Tıp 

fakültesi Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji bölümüyle işbirliği amacıyla 

görüşmeler yapılmıştır. Patent alındıktan sonra üretime geçilmesi planlanmaktadır ve üretim 

aşamasının hızlandırılması ile ilgili de birtakım görüşmeler planlanmıştır. Uygulanma 

aşamasında mevcut riskler olarak patent alma sürecinin öngörülen sürede tamamlanamaması, 

üretici firma ve kuruluşlarla ilgili fikir birliğine varılamaması gibi sorunlar sıralanabilir. 

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlaması 

Tablo 1’deki iş-zaman planında belirtildiği gibi projenin geliştirilmesi için tanı süresini daha 

da kısaltmak amacıyla kan kültür şişelerinden MRSA varlığını tespit edebilecek düzeye 

ulaştırılması hedeflenmektedir. Tüm bu süreçler göz önüne alındığında genel proje bütçesi 

50.000 TL olarak hesaplanmaktadır. En az maliyetle uygulanabilir olma durumu göz önüne 

alınırsa geliştirilen patent başvurusu üzerinden gidilerek proje genel bütçesi %20 oranında 

düşürülebilir. Malzeme listesi Tablo 2’de gösterilmektedir. Malzeme listesindeki eksiklerin 

projenin daha da geliştirilmesi için devam edilecek deneylerde kullanılabilmesi amacıyla 3. 

aşamanın başlayacağı tarihe kadar temin edilmiştir. Piyasada benzer projeler ve maliyet 

karşılaştırması tanı testimiz için uygun bir kıyaslama yöntemi olmaması sebebiyle ürün 

düzeyinde karşılaştırma yapabiliriz. Geliştirilen tanı testinde tek hasta numunesi için 100 µL 

test ortamı kullanılacak olup mevcut fenotipik testlerin maliyetiyle karşılaştırıldığında 10’da 1 

düzeyinde maliyet aşağıya çekilmektedir.  

Tablo 1. İş-zaman planı 

İP 

No 
İP 

Adı/Tanımı 

AYLAR 

2022 2023 
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8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 

1 
Tanı testinin karışık kültürlerde test 

edilmesi 
            

2 

Kan kültüründen doğrudan alınan 

numunelerin test edilmesi ve kan 

kültürüne uygun şekilde standardize 

edilmesi 

            

3 
Tanı testinin geniş ölçüde çeşitli hasta 

gruplarından izole edilen bakteriler 

üzerinde denenmesi 
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Tablo 2. Malzeme listesi 

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar):  

Enfeksiyon kaynağı olan patojen mikroorganizmanın tanımlanmasında kullanılacak olan tanı 

testi özellikle yoğun bakım hastalarında, diyabetik ayak sendromu olan kişilerde, çeşitli 

enflamatuar yara sürüntü örneklerinde varlığı araştırılan MRSA’nın tespitinde ve bununla 

birlikte kronik taşıyıcı olma potansiyeli bulunan sağlık çalışanları, gıda üreticilerinde tarama 

aşamasında kritik öneme sahiptir. Üst solunum yolları enfeksiyonlarından septisemiye kadar 

geniş aralıkta birçok enfeksiyonun sebebi olan MRSA’ya yönelik geliştirilen bir test olduğu 

için hedef kitlesinin sınırlarını çizmek zordur. Etkenin MRSA olduğu çeşitli enfeksiyonlarla 

enfekte hastalara, tanı koyma sürecinde çalışan doktor, klinisyen, biyolog ve laboratuar 

teknisyenlerine hitap etmektedir. Hızlı, hassas, doğal içerikli bir tanı testi olması sebebiyle 

hem doğru tedaviye bir an önce başlanacak hastalara hem de tanı koyma sürecini kısaltması 

sebebiyle doktorlara hizmet edecek bir yeniliktir. Bu anlamda problemi yaşayanlar geniş 

çerçeveyle hastalar, doktorlar, klinisyenler ve teknisyenler olarak belirtilebilir.  

9. Riskler 

Projenin başarısını olumsuz yönde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karşılaşıldığında 

projenin başarıyla yürütülmesini sağlamak için alınacak tedbirler (B Planı) ilgili iş paketleri 

belirtilerek ana hatlarıyla Tablo 3’teki Risk Yönetimi Tablosu’nda ifade edilmiştir. 

İP No En Önemli Riskler Risk Yönetimi (B Planı) 

2 

 

Bakteri kültürüne göre kan kültürüyle 

çalışmanın laboratuar çalışanlarına 

enfeksiyon bulaştırma riskinin yüksek 

olması  

Olası enfeksiyon riskinin önüne geçmek için kişisel 

koruyucu ekipmanlarla çalışılması, ayrıca zaten 

çalışanların vücut sıvılarıyla rutinde çalışıyor olması 

nedeniyle uygun önlemleri almış olması gerekir 

3 

Hastalardan alınan örneklerden alınan 

bakteri kültürlerinin uygun ortamlarda 

muhafaza edilememesi   

Böyle bir riske karşı proje bütçesinin bir kısmı mini 

buzdolabı ya da transport besiyeri alımı için ayrılabilir 

Tablo 3. Risk Yönetimi Tablosu 

“Bakteri kültürüne göre kan kültür şişesiyle çalışmanın laboratuar çalışanlarına enfeksiyon 

bulaştırma riskinin yüksek olması” riskinin olasılığı orta derecededir fakat projeye etkisi 

düşüktür. Çünkü sağlık çalışanları tüm vücut sıvıları ile rutinde uygulamalar yapmaktadır. 

Bundan dolayı Tablo 4’deki Olasılık ve Etki Matrisi’ne göre değerlendirildiğinde düşük risk 
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olarak değerlendirilebilir. “Hastalardan alınan örneklerden alınan bakteri kültürlerinin uygun 

ortamlarda muhafaza edilememesi” riskinin olasılığı düşüktür fakat projeye etkisi orta 

düzeydedir. Bundan dolayı Tablo 4’deki Olasılık ve Etki Matrisi’ne göre değerlendirildiğinde 

düşük risk grubuna girmektedir. Böyle bir riske karşı B planını uygulamaya geçilecektir.  Risk 

yönetim tablomuzdan da anlaşıldığı gibi tolere edilemez bir riskimiz bulunmamaktadır.       

Tablo 4. Olasılık ve Etki Matrisi 
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