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1. Proje Özeti (Proje Tanımı)  

 Helicobacter pylori (H. pylori), mide ve duodenum ülserleri, gastrik lenfoma ve mide kanseri 

patogenezinde rol oynayan önemli bir patojendir. H. pylori enfeksiyonu neden olduğu 

hastalıklarla ilgili spesifik klinik belirti ve bulgulara yol açabileceği gibi bazen asemptomatik 

de olabilir (1-3). Bu nedenle H. pylori varlığının tespiti oldukça önemli olup bu amaçla birden 

fazla yöntem geliştirilmiştir. En çok tercih edilen yöntemlerden biri olan hızlı üreaz testi 

endoskopi sırasında uygulanabilirliği ve güvenilirliği nedeniyle birinci basamak klinik 

muayenede H. pylori enfeksiyonunun tanısında kullanılmaktadır. Test temelde üre ve pH 

indikatörü içeren bir kitten oluşmaktadır. Bakterideki üreaz enzimi, üreyi amonyağa 

dönüştürür ve ortamın pH'sı yükselir. pH indikatörünün renk değiştirmesi sonucu üreaz testi 

pozitif olarak sonuçlanır. CLO (Campylobacter-like organism) test olarak adlandırılan hazır 

ticari kitlerle de bu basamakların gerçekleştirilmesi sağlanmaktadır. Amonyak çıkışına bağlı 

olarak pH indikatörünün renk değişimi bakterinin varlığı hakkında bilgi vermektedir. Bu 

amaçla yapılan kitlerin toksik indikatörler içermesi ve nispeten pahalı olması gibi 

dezavantajları vardır. Bu çalışmada H. pylori tanısında CLO testin aksine herhangi bir 

toksisiteye sahip olmayan doğal kaynaklı antosiyanin indikatörü içeren hızlı üreaz testi 

geliştirilerek yerli ve milli bir ürün oluşturulması hedeflenmektedir. Diğer yöntemlere göre 

oldukça ekonomik, biyouyumlu, çevre dostu, yerli, hızlı ve hassas bir üreaz testi geliştirilerek 

tanı kiti olarak klinikte kullanılacağı öngörülmektedir. Düşük maliyette elde edilen ve 

sanayiye uygulanabilirliğinin oldukça yüksek olduğu düşünülen tanı testinin ülke ve dünya 

genelinde önemli bir ihtiyaca çözüm niteliğinde olacağı düşünülmektedir. 

2. Problem Durumunun Tanımlanması: 

 H. pylori varlığını saptamak için çeşitli yöntemler mevcuttur fakat bu yöntemlerin 

kullanımını kısıtlayan çeşitli dezavantajları bulunmaktadır. Histoloji; gastrik atrofi veya 

bağırsak metaplazisi olan hastalar için düşük hassasiyet göstermekle birlikte, zaman alıcı ve 
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maliyetlidir. Düşük örnek kalitesi, numunenin naklinin geciktirilmesi, aerobik çevreye maruz 

kalma gibi durumların kültürün performansı üzerinde olumsuz etkisi vardır ve tanısal 

doğruluğu azaltır. PCR kullanımı H. pylori enfeksiyonunu tespit etmek için diğer 

konvansiyonel testlere kıyasla %95'ten daha fazla hassasiyet ve özgüllük sağlamakla birlikte 

pahalı cihazlar, uzman personel gerektirmesi sebebiyle kullanımı kısıtlanmaktadır. Serolojik 

yöntemlerde eradikasyon tedavisinden sonra bile konakta antikorlar uzun süreli varlığını 

devam ettirmektedir ve buna bağlı olarak pozitif sonuç daha önceki enfeksiyondan kaynaklı 

olabilmektedir (4-7). Bu sebeple serolojik yöntemlerde mevcut ve geçmiş enfeksiyon ayırt 

edilememektedir. Üre nefes testinde ise genellikle nefes numunelerinde 13C-üre ölçülür ancak 

kullanılan cihaz pahalıdır. 14C-üre kullanımı için radyoaktif reaktiflerin depolanması ve 

atılması için lisanslı bir nükleer tıp bölümünün kullanılmasını gerekir. Dolayısıyla personel ve 

cihaz gerektirmesi sebebiyle maliyeti yüksektir ve gelişmemiş ülkelerde kulllanımı kısıtlıdır. 

 Hızlı üreaz testi, H. pylori'nin enfeksiyon teşhisi için temel olarak üreaz aktivitesinden 

yararlanır. Günümüzde yaygın olarak kullanılan hızlı üreaz testlerinde indikatör olarak fenol 

kırmızısı veya bromtimol mavisi kullanılmaktadır. Fenol kırmızısı hem aşındırıcı hem de 

toksik özelliklere sahiptir. Temas halinde ciltte, gözde irritasyona sebep olabilir (8). İnhale 

edilmesi durumunda solunum sisteminde irritasyona sebep olabilir. Bahsedilen indikatörler 

doğal olarak bulunmayıp laboratuar ortamında sentezlenmektedir ve indikatör maliyeti 

sebebiyle üretilen testler pahalıdır. 

3. Çözüm  

 Önerilen projede piyasadaki mevcut testlerde indikatör amacıyla kullanılan fenol kırmızısı ve 

bromtimol mavisi indikatörleri yerine antosiyanin indikatörü kullanılarak hızlı ve hassas bir 

üreaz test ortamı geliştirilmiştir. Ciddi irritasyon ve hasar oluşturma tehlikesi bulunan fenol 

kırmızısı ve bromtimol mavisi indikatörleri yerine antosiyanin yönünden oldukça zengin olan 

kırmızı lahana ekstresi pH indikatörü olarak kullanılmaktadır. Laboratuvar ortamında 

sentezlenen toksik ve irritan indikatörler yerine doğal kaynaklı, kolaylıkla ulaşılabilir, uygun 

maliyetli ve uzun süre kararlı olan antosiyanin indikatörü iyi bir alternatif olarak sunulmuştur. 

Böylece hızlı ve hassas sonuç veren ekonomik bir kolorimetrik test geliştirilmiştir. 

Antosiyaninlerin farklı pH’lardaki renk değişimi Şekil 1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1. Antosiyanin farklı pH değerlerindeki renk değişimi 

 Test ortamında bulunan üre, üreaz aktivitesine sahip H.pylori tarafından NH3’e 

dönüştürülmektedir. NH3 çıkışına bağlı olarak ortam güçlü alkali pH’a kaymakta ve 

antosiyanin negatif yüklenmektedir. Buna bağlı olarak mavi-mor renkli test ortamı yeşile 

dönmektedir. Bu renk değişikliği ortamda üreaz aktivitesi buna bağlı olarak H.pylori 

bulunduğunu kanıtlamaktadır. Buna bağlı olarak test 1 ve test 2 olmak üzere pH 6,5 ve pH 8 

de iki farklı test ortamı hazırlanarak çalışmalara başlanmıştır. Test solüsyonlarındaki renk 

değişimi ve reaksiyon mekanizması Şekil 2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2. Geliştirilen kolorimetrik testin renk değişimleri ve reaksiyon mekanizması 

 Test 1 solüsyonu mor renkli olup amonyak çıkışına bağlı olarak mavi renge dönmekte, test 2 

ise başlangıçta mavi renkli olup amonyak çıkışına bağlı olarak yeşil renge dönmektedir. İlk 

renk değişimleri bakteri varlığını kanıtlamak için yeterli olmakla birlikte uzun süre 

inkübasyona bırakıldığında test 1’in yeşil renge test 2’nin ise sarı renge döndüğü 

görülmektedir. Bu durum reaksiyonun devam ettiğinin göstergesidir. Potansiyel reaksiyon 

mekanizması elektron yoğunluğundaki değişimden kaynaklı olup reaksiyon 1 ve 2 şeklinde 

açıklanmıştır. İlk denemelerde hem test 1 hem test 2 üzerinde denemeler yapılmış, 

nihayetinde en iyi sonuç alınan test 2 ile devam edilmiştir. 

4. Yöntem 

 Proje, H.pylori enfeksiyonunun tanısı için üre ve antosiyanin indikatörü içeren bakteri 

kültüründen tanı koymaya yönelik test ortamı geliştirilmesi üzerinedir. Temel çalışma 

mekanizması ürenin bakteri kaynaklı üreaz aktivitesi sonucu NH3 çıkışının antosiyaninlerin 

negatif yüklenmesi sonucu renk değiştirmesi prensibine dayanmaktadır. 

4.1. Kırmızı lahana ekstresinin hazırlanması 

Kırmızı lahana yaprakları bir robottan geçirilerek küçük parçalara ayrılır. 100 gram materyal 

tartılır ve 100 ml distile su ile bir beher içerisine alınır. Karışım 30 dk kadar kaynatılarak 

ekstre edilir. Elde edilen antosiyanin ekstresi Whatman no 1 filtre kağıdı ile filtre edilir ve 

çalışma anına kadar -20 °C’de saklanır. 

4.2. H. pylori’nin kültüre edilmesi 

H. pylori’yi kültür ortamında çoğaltmak için bakteri %5 koyun kanı içeren triptic soy agara 

ekilmiştir. Mikroaerofilik ortamda ürediği için %5-10 CO2’li ortamda, 30-37 °C’de üremesi 

gerçekleşmiştir. Anaerobic kültür şartlarını sağlamak için anaerob kap sistemi torbacıkları ve 

anaerob jar kullanılarak 3-7 gün inkübasyona bırakılmıştır. 
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4.3. Antosiyanin bazlı kolorimetrik test solüsyonunun hazırlanması 

Test ortamı tampon ortamı olarak hazırlanmış olup 0,01 M pH 6,5 ve pH 8 olan 2 farklı 

sodyum fosfat tamponu (Na-PB) otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilir.  0,45 µm por 

açıklığına sahip membran filtreden süzülmüş üre ve sodyum azit (NaN3) sırasıyla %2’lik ve 1 

mM olacak şekilde her iki tampona da eklenir. Bakteri tarafından ürenin parçalanıp NH3’e 

dönüşmesiyle renk değiştirecek olan indikatör için kırmızı lahana ekstresi test ortamında %5-

%10-%15-%20-%25 olacak şekilde eklenir. Sonuç olarak test 1 ve test 2 olarak 

adlandırdığımız pH 6,5 ve pH 8 olan iki test solüsyonu hazırlanmış olur. Son durumda Test 1 

mor renkli, test 2 mavi renklidir. 

 Deney 1: Test 1 (0,01 M Na-PB, pH 6,5, üre, NaN3 ve farklı konsantrasyonlarda kırmızı 

lahana ekstresi) ve test 2 (0,01 M Na-PB, pH 8, üre, NaN3 ve farklı konsantrasyonlarda 

kırmızı lahana ekstresi) solüsyonlarının H. pylori varlığını tespit edebilme yetenekleri Şekil 

3’te gösterilmektedir. 30 dk (Şekil 3B ve 3F), 60 dk (Şekil 3C ve 3G), 90 dk (Şekil 3D ve 3H) 

sonucunda ortamın pH’ının artmasıyla renk değişimleri meydana gelmiştir. Şekil 3A-B-C-D 

test 1’e aittir ve Şekil 3A testin ilk resmi olup bakteri eklenmeden önceki halidir. Bu aşamada 

test solüsyonunun pH değeri 6,5’dur. Sonra H. pylori eklenerek sırasıyla inkübasyon süresine 

bağlı olarak renk değişimleri gözlenmiştir. Başlangıçta mor renkli test ortamı 30 dk sonra 

maviye kaymış pH’ı 8 olmuş ve 60. ve 90.dk larla da nispeten yeşil renk baskın hale gelmiştir.  

Şekil 3E-F-G-H test 2’ye aittir ve Şekil 3E testin ilk resmi olup bakteri eklenmeden önceki 

halidir ve mavi renklidir. Test solüsyonunun pH’ı 8’dir. Bakteri eklenip inkübasyona 

bırakılınca 30. dk’da yeşil renk oluşumunu gözlenmiş ve 60 ve 90. dk’larda devam etmiştir. 

Bu aşamalarda test solüsyonunun pH’ı 9-12 aralığındadır. 

 Bu şekilde iki ayrı pH değerinde test ortamı hazırlanmasının sebebi renk değişiminin en net 

ve keskin olduğu test içeriğinin tespit edilmesi içindir. Bu deney sonucu daha ayırıcı renk 

değişiminin test 2 solüsyonunda olduğu görülmüştür. 

 

Şekil 3. Test 1 ve test 2 solüsyonlarının A) pH 6.5 ve E) pH 8’de H.pylori eklenmeden önceki 

resimleri. H. pylori’nin test ortamında 30 dk (3B ve 3F), 60 dk (3C ve 3G) ve 90 dk (3D ve 

3H) inkübasyonu gösterilmiştir. 

Deney 2: Kolorimetrik test solüsyonunun tayin sınırının belirlenmesi. Test solüsyonunun 

hassasiyetini ve tayin sınırını belirlemek için 1-10-100-1000 CFU/mL bakteri süspansiyonları 

hazırlanmış ve 100 µL test solüsyonuna 50 µL olacak şekilde farklı konsantrasyonlardaki 

bakteriler eklenmiş ve sonuçlar Şekil 4’te gösterilmiştir. Bakteri eklenmeden sadece serum 
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fizyolojik (SF) eklenen test orijinal rengini korumuş ve değişiklik gözlenmemiştir. 1000 

CFU/mL içeren örnek 15 dk’da sonuç vermiştir. 100 ve 10 CFU/mL bakteri içeren numuneler 

sırasıyla 20 ve 30. dakikalarda pozitif sonuç vermiştir.  

 Ayrıca bakterinin üreaz aktivitesi sayesinde NH3 çıkışına olan duyarlılığı ile renk değiştiren 

piyasadaki mevcut indikatörleri içeren testler en az 100000 (105) hücre (100 koloni) 

varlığında pozitif sonuç verirken önerilen projedeki testte 10000 (104) hücre (10 koloni) 

varlığında pozitif sonuç vermesiyle duyarlılığı 10 kat hücre düzeyinde arttırmıştır. 

Şekil 4B’deki grafik, renkler arasındaki farkı gösteren ∆E analizidir. ImageJ yazılımında RGB 

analizi yapılmıştır. Delta-E (ΔE) parametresi de CIE76 algoritmasına göre hesaplanmıştır (9). 

Sütunlar arası uzaklık renk farkının büyüklüğünü göstermektedir. Kontrole kıyasla 

hesaplanmıştır. ∆E analizi net bir farkın olduğunu açıkça ortaya koymaktadır. Hassasiyet test 

sonucu hem kolorimetrik hem de kantitatif olmak üzere 2 farklı analiz şekliyle doğrulanmıştır. 

 
Şekil 4. Test solüsyonunun tayin sınırının tespiti A) kolorimetrik sonuç B) ∆E analizi 

1 CFU/mL bakteri içeren örnekte 60 dk boyunca renk değişimi gözlenmemiştir. 3 saat 

boyunca takip edilmiş ve yeşil rengin Şekil 5’te 3. saatte oluştuğu gözlenmiştir. Bakterinin bu 

kadar düşük düzeyde bulunması ortama çok düşük düzeyde amonyak salmasına yol açmış ve 

bu da antosiyaninlerle amonyak arasındaki reaksiyon süresini uzatmıştır. 

A 

B 
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Şekil 5. 1 CFU/mL bakteri süspansiyonunun test solüsyonundaki zamana bağlı renk değişimi 

5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü 

 Diğer invaziv ve noninvaziv testlerle karşılaştırıldığında ekipman, cihaz ve personel 

ihtiyacının minimum olması, üreaz testi olması sebebiyle oldukça spesifik olması, yenilebilir 

bitki kaynaklı ve düşük maliyetli oluşu, sanayiye kolaylıkla uygulanabilirliği, daha az 

kimyasal atık oluşturması, yüksek yurt içi kullanımı ve ihracat potansiyeli taşıması, ülke 

genelinde ve dünyada çok geniş bir popülasyonda ihtiyaca çözüm niteliğinde kullanılacak bir 

test olması en önemli avantajlarındandır. Ticari olarak kullanılmakta olan CLO testle 

karşılaştırıldığında test hassasiyeti 10 kat artırılmış olup maliyet de ciddi oranlarda 

düşürülmüştür. Ayrıca CLO testte kullanılan toksik ve irritan özellikteki indikatörler yerine 

günlük hayatta tüketilen bitkilerden elde edilen antosiyanin indikatörü kullanılmıştır. Yapılan 

literatür taramasında da antosiyanin içerikli hızlı üreaz testi bulunamamış olup proje fikrinin 

de bu anlamda oldukça yenilikçi ve özgün olduğu düşünülmektedir. Hem sıvı halde hem katı 

yüzeye absorbe edilen test içeriği, bunun yanında agar formunda da standardize edilmiş ve 

patent başvurusunda bulunulmuştur. 

6. Uygulanabilirlik  

 Mevcut şartlar altında projemizin geldiği aşamada patent başvurusu yapılmıştır ve ticari bir 

ürüne dönüştürülme potansiyelinin oldukça yüksek olduğu görülmektedir. Projemiz, 

bulunduğumuz üniversitenin endoskopi ünitesinde peptik ülser, gastrik tanısı için kullanılan 

ticari testin pahalı olması sorunundan ortaya çıkmıştır. Çalışmalarımız bu ticari teste alternatif 

olabilecek, ürüne dönüştürebilecek formda bir test hazırlamak üzerine devam etmektedir. Tıp 

fakültesi iş birliği ile iletilen sorunlar göz önünde bulundurularak pratikte rutin kullanıma 

tamamen uygun hale getirilecek şekilde ürün ortaya koymaya çalışılmıştır. Projenin şu anki 

bulunduğu aşamada uygulanabilirlik düzeyi %100’e yakın tanı testi hedefine çok yaklaşıldığı 

görülmektedir. Hastanelerde endoskopi ünitelerinde kullanılabilirliğini test etme aşaması için 

Dahili Tıp Bilimleri İç Hastalıkları Anabilim Dalı bölümüyle toplantılar yapılmış ve hasta 

numunelerinde çalışmak için gerekli izinlerin hazırlığına başlanmıştır. Patent alındıktan sonra 

üretime geçilmesi planlanmaktadır ve üretim aşamasının hızlandırılması ile ilgili de birtakım 

görüşmeler planlanmıştır. Uygulanma aşamasında mevcut riskler olarak bundan sonraki 

aşamada hasta numuneleriyle doğrudan çalışılacağı için numunelerin doğru şekilde alınması, 

saklanması ve uygulanması düşünülebilir. 

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlaması 

 Projemiz mevcut haliyle test solüsyonu şeklinde standardize edilmiştir, bundan sonraki 

aşamada Tablo 1’deki iş-zaman tablosunda gösterildiği gibi katı materyal denemeleri için 

absorbe etme kabiliyeti yüksek çeşitli materyallerle çalışılarak en uygun forma getirilmeye 

çalışılacaktır. Devamında hastadan alınan biyopsi örnekleriyle çalışmalara devam edilecektir. 

Bu aşamalarla eş zamanlı olarak patent hakkının da alınmasıyla üretime geçme basamakları 
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için hazırlıklar yapılacaktır. Tüm bu süreçler göz önüne alındığında genel proje bütçesi 

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

alınırsa geliştirilen patent başvurusu üzerinden gidilerek proje genel bütçesi %15 oranında 

düşürülebilir. 

Tablo 1. İş-zaman planı 

 Malzeme listesi Tablo 2’de gösterilmektedir. Malzeme listesindeki eksikler projenin daha da 

geliştirilmesi için devam edilecek deneylerde kullanılabilmesi amacıyla 2. aşamanın 

başlayacağı tarihe kadar temin edilmiştir. Şu an laboratuvarımız bünyesinde bulunan 

malzemeler projenin mevcut durumu için yeterlidir. Önümüzde planladığımız 2 aşama dışında 

projenin şu anki mevcut verileri ve prototipleri üzerinden üretime geçilmesi için gerekli 

çalışmalar eş zamanlı olarak devam edecek düzeydedir.  

 

Tablo 2. Malzeme listesi 

İP 

No 
İP 

Adı/Tanımı 

                             AYLAR 

             2022      2023     
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9 10 11 12 1  2 3 4 5 6 7 

1 
Çeşitli katı materyallere absorbe 

ettirilerek testi en efektif hale 

getirmeye yönelik çalışmalar 

         

 

  

2 

Geniş hasta grubunda ticari test ve 

patoloji sonucuyla karşılaştırmalı 

olarak biyopsi örneklerinin test 

edilmesi 
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 Geliştirilen testte bir hastanın biyopsi örneğini test etmek için gereken test maliyeti mevcut 

ticari testin maliyetiyle karşılaştırıldığında 10’da 1 düzeyinde maliyet aşağıya çekilmektedir. 

Her numune için kullanılacak olan kolorimetrik testin uygun paketleme veya strip haline 

getirilmesiyle oluşturulacak ürünün adet maliyeti şu anki laboratuvar imkanlarıyla 1,75 

TL’dir. Malzemelerin %80’i ülkemizin kaynakları kullanılarak yapılabilecek bir ürün olup 

sadece birkaç malzemenin yurtdışından temini sağlanmaktadır. İlerleyen dönemlerde 

ülkemizde üretiminin sağlanmasıyla %100 yerli hale getirilmesi amaçlanmaktadır. 

Yurtdışında muadili olmayan bir üründür ve bu nedenle ülkemiz için katma değeri yüksek bir 

ürün olacağı düşünülmektedir. 

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar):  

 Önerilen proje ile peptik ülser tanısında kullanılmak üzere geliştirilen antosiyanin bazlı 

kolorimetrik test hastanelerin endoskopi ünitelerinde kullanılacak ekonomik, hassas ve hızlı 

sonuç veren biyouyumlu, yerli ve milli bir tanı testi olacaktır. Peptik ülser ve peptik ülserin 

devamında oluşma riski yüksek olan gastrik kanser hastalarında tanı amacıyla kullanılacaktır. 

Bu yönüyle geliştirilen test, peptik ülser hastalarına hizmet edecektir. Başka bir yönden 

bakılacak olursa kolorimetrik testimiz endoskopi sırasında alınan biyopsi örneğinde 

kullanılacağı için bu testi yapan doktor ve hemşirelere de hitap etmektedir. Kısaca hedef 

kitlemiz peptik ülser hastaları, başka bir açıdan ise tanı koyma aşamasına hizmet edecek 

olması sebebiyle doktorlar ve sağlık çalışanlarıdır. 

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) 

1 

Hastalardan alınan biyopsi örnekleri 

her defasında düzgün şekilde 

taşınamayabilir. 

Bu ihtimale karşı proje bütçesinin bir kısmı 

uygun taşıyıcı transport besiyeri alımı için 

ayrılabilir. 

2 

Hedeflenen hasta sayısına ulaşmak 

planlanan süreden daha da 

uzayabilir. 

Çalışmanın başlarında ortalama haftalık hasta 

sayısı az olması durumunda birden fazla 

klinikle çalışılabilir. 

Tablo 3. Risk Yönetim Tablosu 

“Hastalardan alınan biyopsi örnekleri her defasında düzgün şekilde taşınamayabilir.” riskinin 

olasılığı düşüktür fakat projeye etkisi orta derecededir. Bundan dolayı Tablo 4’deki Olasılık 

ve Etki Matrisi’ne göre değerlendirildiğinde 1x5 =5 düşük risk olarak tanımlanabilir. 

“Hedeflenen hasta sayısına ulaşmak planlanan süreden daha da uzayabilir.” riskinin olasılığı 

düşüktür fakat projeye etkisi orta düzeydedir. Bu sebeple Tablo 4’deki Olasılık ve Etki 

Matrisi’ne göre değerlendirildiğinde 1x5 =5 düşük risk grubuna girmektedir. Bu risklerle 

karşılaşılması durumunda B planını uygulamaya geçilecektir. Risk yönetim tablomuzdan da 

anlaşıldığı gibi tolere edilemez bir riskimiz bulunmamaktadır. 
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Tablo 4. Olasılık ve Etki Matrisi 
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