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1. Proje Özeti (Proje Tanımı)  

 Bilinçsiz antibiyotik kullanımı, sık ve uzun süre hastanede kalma gibi nedenler sonucunda 

çoklu ilaç dirençli mikroorganizmalar (MDR) tüm dünyada halk sağlığı için önemli bir tehdit 

oluşturmaktadır. Mikroorganizmalarda gelişen bu ilaç direnci son 20 yılda ciddi oranlarda 

artış göstermiştir. Oluşan direncin mikroorganizmalar arasında artması ve yeni ilaç geliştirme 

çalışmalarının yetersiz kalması klinik pratikte ciddi bir sorun oluşturmaktadır (1). Önerilen 

projede ülkemizde kullanımı son derece sınırlı olan piyasadaki mevcut testlere alternatif 

olarak geliştirilen antosiyanin temelli fenotipik antibiyotik duyarlılık testlerinin yaygın 

kullanımı ile MDR’lerin doğru, ekonomik ve hızlı tanısına yönelik büyük bir imkan sunulmuş 

olacaktır. Antibiyotik varlığına rağmen canlılığını koruyan MDR tarafından ortama salının 

asidik bileşenler, test içeriğindeki negatif yüklü antosiyanin moleküllerini protonlayarak kısa 

sürede maviden pembe\mor renge gözle görülür bir renk değişimine neden olacaktır. Önerilen 

doğal içerikli, hızlı ve güvenilir fenotipik duyarlılık testi; gereksiz antibiyotik kullanımını ve 

hastanede kalış sürelerini azaltacak, hastaların sağ kalımlarına katkı sağlayacak ve antibiyotik 

direnci ile mücadelede anahtar bir rol oynayacaktır. 

2. Problem Durumunun Tanımlanması: 

 Özellikle Gram-negatif bakterilerde antibiyotik direncindeki artış, çeşitli direnç 

mekanizmaları sonucu şekillenen çoklu ilaç direnci örneklerinin başında gelmektedir. Hastane 

kaynaklı ve toplum kaynaklı dirençli mikroorganizmaları içeren Gram-negatif bakteri (GNB) 
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ailesi içinde Enterobacteriaceae’lar önemli bir yer tutmaktadır. Karbapenem direnci gösteren 

Gram-negatif dirençli bakterilerle gelişen enfeksiyonlarda mortalite yüksek seyretmekte, bu 

nedenle hareketli genetik materyaller aracılığıyla dünya çapında hızlı yayılım, ölümcül bir 

direnç kaynaklı pandemi korkusunu da beraberinde getirmektedir.  Enterik bakteriler arasında 

karbapenem direncinin yanı sıra kolistin direnci de hızlı bir şekilde görülmeye başlamıştır ve 

dünya genelinde giderek artmaktadır (2-4). Bakterilerde bu yüksek oranlardaki karbapenem 

ve kolistin direnci durumu göz önüne alındığında; hastanelerde bulaşı önlemek ve gerekli 

enfeksiyon kontrol önlemleri alınması amacıyla dirençli mikroorganizmaları basit, hızlı ve 

doğru yöntemlerle ayırt edebilecek test yöntemlerine ihtiyaç vardır. 

 Ülkemiz MDR yaygınlığı açısından dünyadaki yüksek risk altındaki ülkelerden biri olması 

nedeniyle MDR tanısı ayrıca öneme sahiptir. Ancak laboratuvarlarımızda bu 

mikroorganizmaların antibiyotik duyarlılık testlerinde kullanılan yöntemlerin gerek 

antibiyotiklerin doğası (büyük molekül ağırlığına sahip olan kolistinin agar difüzyon problemi 

vb.) gereği gerekse kullanılan sistemlerin tanıya olan katkılarının çeşitli sınırlamaları vardır. 

Bu kısıtlamaların en aza indiği Nordmann and Poirel (NP) testleri ise yüksek maliyeti 

sebebiyle ülkemizde kullanılamamaktadır. Bu sebeple hala konvansiyonel yöntemlerle uzun 

sürede sonuç alınan testler yapılmaktadır. Halbuki enfeksiyon tanısında zaman çok etkin bir 

faktör olup, bir an önce doğru tespitin yapılıp doğru antibiyotikle tedaviye başlanılması 

gerekmektedir. Önerilen projede NP testlere alternatif olarak fenotipik antibiyotik duyarlılık 

testleri geliştirilerek bahsedilen problemlere çözüm getirilmesi hedeflenmektedir. 

3. Çözüm  

 Önerilen projede doğal pH indikatörü olarak kullanılacak antosiyaninlerin eldesi için 

antosiyanin yönünden zengin kırmızı lahana (Brassica oleracea) bitkisi kullanılıp elde edilen 

bitki ekstresinden tamamen güvenilir ve biyouyumlu bir fenotipik antibiyotik duyarlılık test 

içeriği hazırlanmıştır. Test ortamında bulunan dirençli mikroorganizmalar antibiyotik 

varlığına rağmen üremeye devam etmekte ve böylece metabolik aktivitelerine bağlı olarak 

ortama uçucu asidik organik bileşenler salmaktadır. Asidik karakterdeki bileşenler negatif 

yüklü antosiyanin moleküllerini protonlayarak renk değişimine sebep olmaktadır. Belirtilen 

renk değişimi koloni oluşumunu veya optimum kültür süresini beklemeye gerek kalmadan 

bakterilerin test ortamında canlılığını devam ettirdiğini gözle görülebilir bir renk değişimiyle 

göstermektedir. Bu renk değişiminin kolaylıkla net bir şekilde ayırt edici olduğu ön 

çalışmalarla gösterilmiştir. Ayrıca testin mekanizması Şekil 1’da şematize edilmiştir. 

 
Şekil 1. Antosiyanin temelli hızlı ve ekonomik fenotipik antibiyotik duyarlılık testinin 

çalışma mekanizması 
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4. Yöntem 

4.1. Bitki Ekstresinin Hazırlanması 

 Doğal pH indikatörü olarak kullanılacak antosiyaninlerin eldesi için, cyanidin-3-diglucoside-

5-glucoside gibi antosiyaninler yönünden zengin kırmızı lahana (Brassica oleracea L.; 

familya, Brassicaseae) bitkisi kullanılacaktır. 100 g taze bitki 90.5 mg antosiyanin 

içermektedir (5-6). Ülkemizde yaygın olarak bulunan bir bitki olması sebebiyle yerel 

marketlerden temin edilebilmektedir. Kırmızı lahana yaprakları ayrılarak küçük parçalar 

halinde kesilir. 100 g taze bitki 100 g distile suda 30 dk boyunca kaynatılır. Whatman No.1 

filtre kağıdıyla filtre edilir. Elde edilen süzüntü renkli cam şişelerde kullanılana kadar 

+4ºC’de bekletilir (7). 

4.2. Total Antosiyanin İçeriğinin Tespiti 

 Total antosiyanin içeriği, Giustiand Wrolstad'a göre pH ayırıcı yöntemi kullanılarak tespit 

edildi (8). 0,025 M potasyum klorür pH 1‘de, pH 4,5’da 0,4 M sodyum asetat tamponları 

hazırlanır.1:100 şekilde seyreltilerek elde edilen ekstre eklenir. Işık almayan bir ortamda 25 

dakika inkübe edilir. 520 ve 700 nm’de UV-Vis spektrofotometrede absorbans değerleri 

okunur. Elde edilen absorbans değerleri aşağıdaki formülde yerine konarak total antosiyanin 

içeriği hesaplanır: 

 
DF, dilüsyon faktörünü, MW moleküler ağırlığı, ɛ molar absorptivite katsayısını, P ise ışık 

yolunu ifade etmektedir (9).  

4.3. Bakteri Suşları 

 Klebsiella pneumoniae( NCTC 13438), Klebsiella pneumoniae (NCTC 13443), Klebsiella 

pneumoniae (NCTC 14323),  Klebsiella pneumoniae (NCTC 14323), Klebsiella pneumoniae 

(NCTC 13439), Klebsiella pneumoniae subsp.pneumoniae (ATCC BAA-2524), Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 700603), Escherichia coli (NCTC 14320), Escherichia coli 

(NCTC13919), Escherichia coli (ATCC BAA-2471), Escherichia coli (NCTC 13846), 

Esherichia coli (NCTC 13351), Escherichia coli  (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa 

(NCTC 13437), Pseudomonas aeruginosa (NCTC 13921),  Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

BAA-2524), Acinetobacter baumanni (ATCC BAA-1798) üreticinin önerileri doğrultusunda 

kullanılacaktır. 

4.4.Karbapenem ve Kolistin Direnç Testlerinin Hazırlanması 

 10 g/L pepton, 1 g/L et ekstresi, 75 g/L tuz içerecek şekilde hazırlanan test ortamı otoklavda 

121°C’de 15 dk steril edilir. Kırmızı lahana ekstresi pH 8’e ayarlanır ve 0,45 µm’lik por 

büyüklüğüne sahip steril membran filtreden süzülerek 1:1 oranında olacak şekilde test 

ortamına eklenir. En son adımda 2 µg/mL olacak şekilde antibiyotik eklenir. Test, 

karbapenem dirençli mikroorganizmaları tespit etmek amacıyla kullanılacaksa antibiyotik 

olarak imipenem/ertapenem/meropenem eklenir. Dirençli bakteri hücresinin hangi tip β-

laktamaz ürettiğinin tespiti için de sırasıyla hazırlanan test kuyucuklarına Ambler sınıf A, B, 

C ve D β-laktamaz inhibitörleri eklenir. Sırasıyla Ambler sınıflandırması yapabilmek için β-

laktamaz inhibitörleri tazobaktam, EDTA, kloksasilin / boronik asit, avibaktam eklenir. 
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Kolistin dirençli mikroorganizmaları tespit etmek amacıyla kullanılacaksa kolistin 

(polimiksin E) eklenir. Hazırlanan test ortamı mavi renktedir. 

4.5. Karbapenem ve Kolistin Direnç Testlerinin Uygulanması 

 Her kuyucuğa 150 µL antosiyaninli test ortamı ve 150 µL bakteri süspansiyonu eklendi. 1,5-2 

saatlik inkübasyon süresi sonucunda antibiyotiğe duyarlı bakteriyel suşların bulunduğu 

kuyucuklarda ve kontrol kuyucuklarında renk değişimi olmayıp mavi renk sabit kalmıştır. 

Antibiyotiğe dirençli bakterilerin bulunduğu kuyucukta ise pembe renk gözlemlenmiştir. 

Böylece gözle görülebilir boyutta renk değişiminin meydana geldiği açıkca görülmüştür.  

Karbapenem direnci tespitinde ayrıca β-laktamaz tipinin de belirlenmesi amacıyla belirtilen 

inhibitörleri içeren kuyucuklara da bakteri süspansiyonu eklenerek renk değişimi takip edilir. 

Ambler sınıf A tipi β-laktamaz içeren suşlarda karbapenem içeren kuyucukta renk değişimi 

gözlenirken tazobaktam içeren kuyucukta renk mavi renkte sabit kalır. Benzer şekilde Ambler 

sınıf B tipi β-laktamaz salgılayan suşlarda EDTA içeren, C tipi enzime sahip olanlarda 

kloksasilin / boronik asit, D tipinde ise avibaktam içeren kuyucuklarda renk değişimi 

gözlenmez. Böylece karbapenem içeren kuyucuklarda dirençli olduklarından dolayı üremeye 

devam eden bakteriler, spesifik inhibitörlerinin bulunduğu kuyucuklarda direnç 

mekanizmalarında etkin olan enzimler inhibe edildiği için duyarlı suşlar gibi davranıp inhibe 

olurlar. Böylece renk değişiminin oluşumu beklenmez.  

4.6. Ön Çalışmalar 

 Ön çalışmalar kapsamında kolistin ve karbapenem direncini tespit etmek amacıyla ATCC 

suşları ve hastalardan izole edilen klinik suşlarla testler yapılmıştır. Şekil 2, 3, 4 ve 5’te 

belirtilen protokole göre testler hazırlanmış ve uygulanmıştır. 4 sa boyunca renk değişimi 

izlenmiş ve 1,5-2 sa aralığında gözle görülebilir net bir renk değişiminin olduğu görülmüştür. 

Dirençli bakteriler, antibiyotik varlığına rağmen üremeye devam etmesi sebebiyle metabolik 

aktivitelerini sürdürmüşlerdir. Açığa çıkan asidik karakterdeki uçucu bileşenlerin antosiyanin 

moleküllerinin protonlaşmasını tetikleyerek maviden pembeye renk değişimine sebep olduğu 

görülmüştür. 

 
Şekil 2. Kolistin duyarlı ve dirençli ATCC suşlarının zamana bağlı test sonuçları 
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Şekil 3. Kolistin duyarlı ve dirençli klinik suşların zamana bağlı test sonuçları 

 
Şekil 4. Karbapenem duyarlı ve dirençli ATCC suşlarının zamana bağlı test sonuçları 

 

Şekil 5. Karbapenem duyarlı ve dirençli klinik suşların zamana bağlı test sonuçları 
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5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü 

 Yapılan literatür taramasında bitkisel kaynaklı antosiyaninlerin enfeksiyon etkeni 

mikroorganizmalarda antibiyotik direncinin tespitine yönelik kullanılan duyarlılık testlerinde 

ve ilişkili hiçbir alanda projede yer alan araştırmacıların daha önceki yayınları haricinde 

kullanılmamış olduğu görülmüş ve bu anlamda literatürde ilk olma özelliği taşımaktadır. 

Günümüzde bu mikroorganizmaların tanısında neredeyse tamamen dışa bağımlı olunan 

yüksek maliyetli testlere alternatif fenotipik testlerin geliştirmesi sağlanacaktır. Bununla 

birlikte mevcut testlerdeki toksik ve irritan indikatörler yerine (10-11) bitkisel kaynaklı 

antosiyaninler kullanılarak biyouyumlu içerikte, doğaya ve canlılara en az verecek düzeyde 

güvenilir testler geliştirilmiştir. Ayrıca antosiyanin temelli fenotipik antibiyotik duyarlılık 

testi 24-48 saat süren mevcut konvansiyonel yöntemlerin aksine 1,5-2 saat gibi çok daha kısa 

sürelerde sonuç vermektedir. Testin oldukça ekonomik olmasında etkili bileşiklerden olan 

doğal kaynaklı ve biyouyumlu antosiyaninlerin ülkemizde ucuz yollarla elde edilen ve 

yetiştirilen bitkilerden elde edilmiş olması sebebiyle ulusal anlamda dışa bağımlılığı 

azaltacağı ve ekonomiye katkı sağlayacağı öngörülmektedir. Özellikle mevcut ticari ürünlerle 

kıyaslandığında daha kısa sürede sonuç vermesi ve daha düşük maliyette olması nedeniyle 

küresel pazarda da ciddi bir yere sahip olacağı beklenmektedir. Ek olarak önerilen projede 

bakteri suşu karbapenem direncine sahip mi, sahipse de hangi tip enzimatik aktivite gösterdiği 

belirlenebilecektir. Böylece ülkemizde yayılan genotipler hakkında da bilgi sahibi 

olunabilecektir. 

6. Uygulanabilirlik  

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

ürüne dönüştürülme potansiyelinin oldukça yüksek olduğu görülmektedir. Proje çıktısı olarak 

sunulacak olan fenotipik karbapenem ve kolistin duyarlılık testlerinin tamamen ürüne yönelik 

olarak geliştirilmesi hedeflenmektedir. Bu sebeple tüm üretim aşamaları ve tekniklerinin 

sanayiye kolaylıkla uygulanabilir olması ön planda tutularak geliştirilmektedir. Tamamen 

klinik laboratuvarlarda kullanılmaya yönelik olarak geliştirilen testlerin ticari potansiyeli 

oldukça yüksektir. Tüm deneysel aşamalar ve prototip süreci ürünleştirmeye yönelik 

olmuştur. 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 

Tablo 1’deki iş-zaman planında belirtildiği gibi tüm bu süreçler göz önüne alındığında genel 

proje bütçesi 40.000 TL olarak hesaplanmaktadır. Malzeme listesi Tablo 2’de 

gösterilmektedir. Malzeme listesindeki eksikler 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 gerekli test ortamı mevcut fenotipik testlerin maliyetiyle 

karşılaştırıldığında 10’da 1 düzeyinde maliyet aşağıya çekilmektedir.  
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Tablo 1. İş-zaman planı 

Malzeme Miktar Malzeme Miktar 

Beher (50 ml) 10 adet Steril şırınga ucu filtre (0,45 µm) 3.000 adet 

Beher (100 ml) 10 adet Petri Kabı 10.000 adet 

Erlen (100 ml) 10 adet Eküvyon 10.000 adet 

Erlen (250 ml) 10 adet Steril öze 1.000 adet 

Erlen (500 ml) 5 adet Cefoxitin 5 G 

Erlen (1000 ml) 5 adet Oksasilin 1 G 

Cam huni 150 mm 3 adet Beef extract 500 G x 3 

Enjektör 10 ml 1.000 adet Agar 500 G x 3 

Enjektör 20 ml 500 adet Nutrient broth 500 G x 3 

Eppendorf pipet ucu (200 µl) 3.000 adet Triptic Soy Agar 500 G x 3 

Eppendorf pipet ucu (5000 µl) 3.000 adet Mueller Hilton Agar 500 G x 3 

Eppendorf pipet ucu kutusu  Pepton 500 G x 3 

24 well plate  500 adet NaCl 500 G x 3 

48 well plate 500 adet Spatül mikro kaşıklı 3 adet 

96 well plate 500 adet Cam tüp 10.000 adet 

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 
Kırmızı lahana ekstresinin 

hazırlanması; toplam antosiyanin 

içeriğinin belirlenmesi 

         

 

  

2 

Testin direnç tespit etmek üzere 

hazırlanması, antosiyanin içeriği, 

test ortamı, hacmi ve 

mikroorganizma konsantrasyonu 

yönünden standardize edilmesi 

         

 

  

3 

Antosiyanin temelli fenotipik 

antibiyotik duyarlılık testinin 

klinik suşlar ile test edilmesi 
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8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar):  

 Önerilen projedeki antosiyanin temelli hızlı ve ekonomik fenotipik antibiyotik duyarlılık testi 

kısa sürede sonuç vermesi ve ülkemizde bulunmayan bir imkanı hastalara sunacağı için 

enfeksiyonla ilişkili hastalıkların teşhisinde başta hekimler olmak üzere sağlık çalışanlarına 

büyük kolaylık sağlayacağı ve hasta kişilerin yaşam kalitesine katkıda bulunacağı 

düşünülmektedir. Kısaca hedef kitlemiz MDR ile ilişkili rahatsızlıkları yaşayan bireyler ve 

hastalara tanı koyma aşamasında hizmet verecek olan 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 

Kırmızı lahana ekstresinin 

hazırlanması için kullanılan 

yöntemlerde total antosiyanin içeri 

hesaplanınca hedeflenen verime 

ulaşılmayabilir. 

Asitlendirilmiş metanol (%0.01 %37’ lik HCl) 

veya asitlendirilmiş etanol (%0.01 %37’lik 

HCl) ile ekstraksiyon yapılarak evaporasyonla 

hazırlanan ekstre kurutulup kullanılabilir. 

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 

“Kırmızı lahana ekstresinin hazırlanması için kullanılan yöntemlerde total antosiyanin içeri 

hesaplanınca hedeflenen verime ulaşılmayabilir.” 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. 

 
Tablo 4. Olasılık ve Etki Matrisi 
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