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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Bilingsiz antibiyotik kullanimi, sik ve uzun siire hastanede kalma gibi nedenler sonucunda
coklu ilag¢ direng¢li mikroorganizmalar (MDR) tiim diinyada halk saglig1 i¢in 6nemli bir tehdit
olusturmaktadir. Mikroorganizmalarda gelisen bu ilag direnci son 20 yilda ciddi oranlarda
artig gostermistir. Olusan direncin mikroorganizmalar arasinda artmasi ve yeni ilag gelistirme
calismalarinin yetersiz kalmasi Klinik pratikte ciddi bir sorun olusturmaktadir (1). Onerilen
projede iilkemizde kullanimi son derece sinirli olan piyasadaki mevcut testlere alternatif
olarak gelistirilen antosiyanin temelli fenotipik antibiyotik duyarlilik testlerinin yaygin
kullanimi1 ile MDR’lerin dogru, ekonomik ve hizli tanisina yonelik biiyiik bir imkan sunulmus
olacaktir. Antibiyotik varligina ragmen canlilifini koruyan MDR tarafindan ortama salinin
asidik bilesenler, test icerigindeki negatif yiiklii antosiyanin molekiillerini protonlayarak kisa
siirede maviden pembe\mor renge gdzle goriiliir bir renk degisimine neden olacaktir. Onerilen
dogal icerikli, hizli ve giivenilir fenotipik duyarlilik testi; gereksiz antibiyotik kullanimini ve
hastanede kalis siirelerini azaltacak, hastalarin sag kalimlarina katki saglayacak ve antibiyotik
direnci ile miicadelede anahtar bir rol oynayacaktir.

2. Problem Durumunun Tanimlanmasi:

Ozellikle Gram-negatif bakterilerde antibiyotik direncindeki artis, ¢esitli direng
mekanizmalar1 sonucu sekillenen ¢oklu ilag direnci 6rneklerinin basinda gelmektedir. Hastane
kaynakli ve toplum kaynakli direngli mikroorganizmalar1 igeren Gram-negatif bakteri (GNB)



ailesi i¢cinde Enterobacteriaceae’lar 6nemli bir yer tutmaktadir. Karbapenem direnci gosteren
Gram-negatif direncli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarda mortalite yiiksek seyretmekte, bu
nedenle hareketli genetik materyaller aracilifiyla diinya capinda hizli yayilim, 6liimciil bir
diren¢ kaynakli pandemi korkusunu da beraberinde getirmektedir. Enterik bakteriler arasinda
karbapenem direncinin yan1 sira kolistin direnci de hizli bir sekilde goriilmeye baslamistir ve
diinya genelinde giderek artmaktadir (2-4). Bakterilerde bu yiiksek oranlardaki karbapenem
ve Kolistin direnci durumu goz oniine alindiginda; hastanelerde bulasi 6nlemek ve gerekli
enfeksiyon kontrol onlemleri alinmasi amaciyla direngli mikroorganizmalar1 basit, hizli ve
dogru yontemlerle ayirt edebilecek test yontemlerine ihtiyag vardir.

Ulkemiz MDR yayginlig1 agisindan diinyadaki yiiksek risk altindaki iilkelerden biri olmasi
nedeniyle MDR tanist ayrica Oneme sahiptir. Ancak laboratuvarlarimizda bu
mikroorganizmalarin  antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan yontemlerin gerek
antibiyotiklerin dogasi (biiyiik molekiil agirligina sahip olan kolistinin agar difiizyon problemi
vb.) geregi gerekse kullanilan sistemlerin taniya olan katkilarinin ¢esitli sinirlamalar1 vardir.
Bu kisitlamalarin en aza indigi Nordmann and Poirel (NP) testleri ise yiiksek maliyeti
sebebiyle ililkemizde kullanilamamaktadir. Bu sebeple hala konvansiyonel yontemlerle uzun
stirede sonug alinan testler yapilmaktadir. Halbuki enfeksiyon tanisinda zaman ¢ok etkin bir
faktor olup, bir an 6nce dogru tespitin yapilip dogru antibiyotikle tedaviye baslanilmasi
gerekmektedir. Onerilen projede NP testlere alternatif olarak fenotipik antibiyotik duyarlilik
testleri gelistirilerek bahsedilen problemlere ¢oziim getirilmesi hedeflenmektedir.

3. Coziim

Onerilen projede dogal pH indikatdrii olarak kullamlacak antosiyaninlerin eldesi igin
antosiyanin yoniinden zengin kirmiz1 lahana (Brassica oleracea) bitkisi kullanilip elde edilen
bitki ekstresinden tamamen giivenilir ve biyouyumlu bir fenotipik antibiyotik duyarlilik test
icerigi hazirlanmistir. Test ortaminda bulunan direngli mikroorganizmalar antibiyotik
varligina ragmen liremeye devam etmekte ve boylece metabolik aktivitelerine bagli olarak
ortama ugucu asidik organik bilesenler salmaktadir. Asidik karakterdeki bilesenler negatif
yiiklii antosiyanin molekiillerini protonlayarak renk degisimine sebep olmaktadir. Belirtilen
renk degisimi koloni olusumunu veya optimum kiltiir siiresini beklemeye gerek kalmadan
bakterilerin test ortaminda canliligin1 devam ettirdigini gozle goriilebilir bir renk degisimiyle
gostermektedir. Bu renk degisiminin kolaylikla net bir sekilde ayirt edici oldugu 6n
caligmalarla gosterilmistir. Ayrica testin mekanizmasi Sekil 1°da sematize edilmistir.
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Sekil 1. Antosiyanin temelli hizli1 ve ekonomik fenotipik antibiyotik duyarlilik testinin
calisma mekanizmasi



4. Yontem
4.1. Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Dogal pH indikatorii olarak kullanilacak antosiyaninlerin eldesi i¢in, cyanidin-3-diglucoside-
5-glucoside gibi antosiyaninler yoniinden zengin kirmizi lahana (Brassica oleracea L.;
familya, Brassicaseae) bitkisi kullanilacaktir. 100 g taze bitki 90.5 mg antosiyanin
icermektedir (5-6). Ulkemizde yaygm olarak bulunan bir bitki olmasi sebebiyle yerel
marketlerden temin edilebilmektedir. Kirmizi lahana yapraklar1 ayrilarak kiigiik pargalar
halinde kesilir. 100 g taze bitki 100 g distile suda 30 dk boyunca kaynatilir. Whatman No.1
filtre kagidiyla filtre edilir. Elde edilen siiziintii renkli cam siselerde kullanilana kadar
+4°C’de bekletilir (7).

4.2. Total Antosiyanin Iceriginin Tespiti

Total antosiyanin igerigi, Giustiand Wrolstad'a gore pH ayirici yontemi kullanilarak tespit
edildi (8). 0,025 M potasyum kloriir pH 1°de, pH 4,5’da 0,4 M sodyum asetat tamponlari
hazirlanir.1:100 sekilde seyreltilerek elde edilen ekstre eklenir. Isik almayan bir ortamda 25
dakika inkiibe edilir. 520 ve 700 nm’de UV-Vis spektrofotometrede absorbans degerleri
okunur. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konarak total antosiyanin
icerigi hesaplanir:

n [((Aszo - A700)pH1 - (Aszo - A?OO)pH4.5) x DF X 1000 X MW]/(e X P)

DF, diliisyon faktoriinii, MW molekiiler agirligi, € molar absorptivite katsayisini, P ise 151k
yolunu ifade etmektedir (9).

4.3. Bakteri Suslari

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) iireticinin Onerileri dogrultusunda
kullanilacaktir.
4.4.Karbapenem ve Kolistin Diren¢ Testlerinin Hazirlanmasi

10 g/L pepton, 1 g/L et ekstresi, 75 g/L tuz igerecek sekilde hazirlanan test ortami otoklavda
121°C°de 15 dk steril edilir. Kirmiz1 lahana ekstresi pH 8’e ayarlanir ve 0,45 pm’lik por
biiyiikliigiine sahip steril membran filtreden siiziilerek 1:1 oraninda olacak sekilde test
ortamina eklenir. En son adimda 2 upg/mL olacak sekilde antibiyotik eklenir. Test,
karbapenem direngli mikroorganizmalar1 tespit etmek amaciyla kullanilacaksa antibiyotik
olarak imipenem/ertapenem/meropenem eklenir. Direngli bakteri hiicresinin hangi tip B-
laktamaz iirettiginin tespiti i¢in de sirasiyla hazirlanan test kuyucuklarina Ambler sinif A, B,
C ve D B-laktamaz inhibitorleri eklenir. Sirasiyla Ambler siniflandirmasi yapabilmek igin p-
laktamaz inhibitorleri tazobaktam, EDTA, kloksasilin / boronik asit, avibaktam eklenir.



Kolistin direngli mikroorganizmalar1 tespit etmek amaciyla kullanilacaksa kolistin
(polimiksin E) eklenir. Hazirlanan test ortami mavi renktedir.

4.5. Karbapenem ve Kolistin Diren¢ Testlerinin Uygulanmasi

Her kuyucuga 150 pL antosiyaninli test ortam1 ve 150 puL bakteri siispansiyonu eklendi. 1,5-2
saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda antibiyotige duyarli bakteriyel suslarin bulundugu
kuyucuklarda ve kontrol kuyucuklarinda renk degisimi olmayip mavi renk sabit kalmistir.
Antibiyotige direngli bakterilerin bulundugu kuyucukta ise pembe renk gozlemlenmistir.
Boylece gozle goriilebilir boyutta renk degisiminin meydana geldigi agikca goriilmiistiir.
Karbapenem direnci tespitinde ayrica B-laktamaz tipinin de belirlenmesi amaciyla belirtilen
inhibitorleri i¢eren kuyucuklara da bakteri siispansiyonu eklenerek renk degisimi takip edilir.
Ambler sinif A tipi B-laktamaz igeren suslarda karbapenem igeren kuyucukta renk degisimi
gozlenirken tazobaktam igeren kuyucukta renk mavi renkte sabit kalir. Benzer sekilde Ambler
siif B tipi B-laktamaz salgilayan suslarda EDTA igeren, C tipi enzime sahip olanlarda
kloksasilin / boronik asit, D tipinde ise avibaktam iceren kuyucuklarda renk degisimi
gozlenmez. Boylece karbapenem igeren kuyucuklarda direngli olduklarindan dolay1 iiremeye
devam eden bakteriler, spesifik inhibitorlerinin bulundugu kuyucuklarda direng
mekanizmalarinda etkin olan enzimler inhibe edildigi i¢in duyarli suslar gibi davranip inhibe
olurlar. Béylece renk degisiminin olusumu beklenmez.

4.6. On Cahsmalar

On caligmalar kapsaminda kolistin ve karbapenem direncini tespit etmek amaciyla ATCC
suslar1 ve hastalardan izole edilen klinik suslarla testler yapilmistir. Sekil 2, 3, 4 ve 5’te
belirtilen protokole gore testler hazirlanmis ve uygulanmistir. 4 sa boyunca renk degisimi
izlenmis ve 1,5-2 sa araliginda goézle goriilebilir net bir renk degisiminin oldugu goriilmiistiir.
Direngli bakteriler, antibiyotik varligina ragmen tiremeye devam etmesi sebebiyle metabolik
aktivitelerini stirdiirmiislerdir. A¢iga ¢ikan asidik karakterdeki ucucu bilesenlerin antosiyanin
molekiillerinin protonlagmasini tetikleyerek maviden pembeye renk degisimine sebep oldugu
gorilmiistiir.
Baslanglg 30 dk 1.5sa 2sa

Kolistin  Kolistin
|ceren icermeyen

sadece NaCl

Kolistin-duyarh izolat
(negatif kontrool)

Kolistin-direngli izolat
(pozitif kontrol)

Sekil 2. Kolistin duyarli ve direngli ATCC suslarinin zamana bagli test sonuglari
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Sekil 3. Kolistin duyarli ve direngli klinik suslarin zamana bagli test sonuglari
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Sekil 4. Karbapenem duyarli ve direncli ATCC suslarinin zamana bagli test sonuclari
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Sekil 5. Karbapenem duyarl ve direncli klinik suslarin zamana bagl test sonuglari



5. Yenilik¢i (Inovatif) Yénii

Yapilan literatiir taramasinda bitkisel kaynakli antosiyaninlerin enfeksiyon etkeni
mikroorganizmalarda antibiyotik direncinin tespitine yonelik kullanilan duyarlilik testlerinde
ve iliskili hi¢bir alanda projede yer alan arastirmacilarin daha 6nceki yayinlar1 haricinde
kullanilmamis oldugu goriilmiis ve bu anlamda literatiirde ilk olma Ozelligi tasimaktadir.
Giliniimlizde bu mikroorganizmalarin tanisinda neredeyse tamamen disa bagimli olunan
yiiksek maliyetli testlere alternatif fenotipik testlerin gelistirmesi saglanacaktir. Bununla
birlikte mevcut testlerdeki toksik ve irritan indikatorler yerine (10-11) bitkisel kaynakli
antosiyaninler kullanilarak biyouyumlu igerikte, dogaya ve canlilara en az verecek diizeyde
giivenilir testler gelistirilmistir. Ayrica antosiyanin temelli fenotipik antibiyotik duyarlilik
testi 24-48 saat siiren mevcut konvansiyonel yontemlerin aksine 1,5-2 saat gibi ¢ok daha kisa
siirclerde sonu¢ vermektedir. Testin olduk¢a ekonomik olmasinda etkili bilesiklerden olan
dogal kaynakli ve biyouyumlu antosiyaninlerin iilkemizde ucuz yollarla elde edilen ve
yetistirilen bitkilerden elde edilmis olmast sebebiyle ulusal anlamda disa bagimlilig
azaltacag1 ve ekonomiye katki saglayacagi ongériilmektedir. Ozellikle mevcut ticari iiriinlerle
kiyaslandiginda daha kisa siirede sonu¢ vermesi ve daha diisiik maliyette olmas1 nedeniyle
kiiresel pazarda da ciddi bir yere sahip olacagi beklenmektedir. Ek olarak onerilen projede
bakteri susu karbapenem direncine sahip mi, sahipse de hangi tip enzimatik aktivite gosterdigi
belirlenebilecektir. Boylece iilkemizde yayilan genotipler hakkinda da bilgi sahibi
olunabilecektir.

6. Uygulanabilirlik

Mevcut sartlar altinda projemizin geldigi asamada patent basvurusu yapilmistir ve ticari bir
iiriine doniistiiriilme potansiyelinin oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Proje ¢iktisi olarak
sunulacak olan fenotipik karbapenem ve kolistin duyarlilik testlerinin tamamen {iriine yonelik
olarak gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu sebeple tiim iiretim asamalart ve tekniklerinin
sanayiye kolaylikla uygulanabilir olmas1 6n planda tutularak gelistirilmektedir. Tamamen
klinik laboratuvarlarda kullanilmaya yonelik olarak gelistirilen testlerin ticari potansiyeli
oldukca yiiksektir. Tiim deneysel asamalar ve prototip siireci iirlinlestirmeye yoOnelik
olmustur. Uygulanma asamasinda mevcut riskler olarak bundan sonraki asamada hasta
numuneleriyle dogrudan calisilacagi icin numunelerin dogru sekilde alinmasi, saklanmasi ve
uygulanmasi diisiiniilebilir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Tablo 1°deki is-zaman planinda belirtildigi gibi tiim bu siirecler géz oniine alindiginda genel
proje biitgesi 40.000 TL olarak hesaplanmaktadir. Malzeme listesi Tablo 2’de
gosterilmektedir. Malzeme listesindeki eksikler projenin daha da gelistirilmesi i¢in devam
edilecek deneylerde kullanilabilmesi amaciyla 3. asamanin baslayacagi tarihe kadar temin
edilmistir. Piyasada benzer projeler ve maliyet karsilastirmasi tani testimiz i¢in uygun bir
kiyaslama ydntemi olmamasi sebebiyle iiriin diizeyinde karsilastirma yapabiliriz. Gelistirilen
tan1 testinde tek hasta numunesi i¢in gerekli test ortami mevcut fenotipik testlerin maliyetiyle
karsilastirildiginda 10°da 1 diizeyinde maliyet agagiya ¢ekilmektedir.



AYLAR
P P 2022 2023
No Ady/Tanimi
89 |J10|11 |12 ] 1 |2 314|516
Kirmizi lahana ekstresinin
1 | hazirlanmast; toplam antosiyanin
iceriginin belirlenmesi
Testin direng tespit etmek {izere
hazirlanmasi, antosiyanin igerigi,
2 test ortami, hacmi ve
mikroorganizma konsantrasyonu
yoniinden standardize edilmesi
Antosiyanin temelli fenotipik
3 antibiyotik duyarlilik testinin
klinik suslar ile test edilmesi
Tablo 1. [s-zaman plani
Malzeme Miktar Malzeme Miktar
Beher (50 ml) 10 adet Steril siringa ucu filtre (0,45 pm) 3.000 adet
Beher (100 ml) 10 adet Petri Kabi 10.000 adet
Erlen (100 ml) 10 adet Ekiivyon 10.000 adet
Erlen (250 ml) 10 adet Steril 6ze 1.000 adet
Erlen (500 ml) 5 adet Cefoxitin 5G
Erlen (1000 ml) 5 adet Oksasilin 1G
Cam huni 150 mm 3 adet Beef extract 500 G x 3
Enjektor 10 ml 1.000 adet Agar 500 G x 3
Enjektor 20 ml 500 adet Nutrient broth 500 G x 3
Eppendorf pipet ucu (200 ul) | 3.000 adet Triptic Soy Agar 500 G x 3
Eppendorf pipet ucu (5000 pl)  3.000 adet Mueller Hilton Agar 500 G x 3
Eppendorf pipet ucu kutusu Pepton 500G x 3
24 well plate 500 adet NaCl 500 G x 3
48 well plate 500 adet Spatiil mikro kasikl 3 adet
96 well plate 500 adet Cam tiip 10.000 adet

Tablo 2. Malzeme listesi




8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

Onerilen projedeki antosiyanin temelli hizli ve ekonomik fenotipik antibiyotik duyarlilik testi

kisa siirede sonug¢ vermesi ve iilkemizde bulunmayan bir imkani hastalara sunacagi i¢in
enfeksiyonla iliskili hastaliklarin teshisinde basta hekimler olmak iizere saglik calisanlarina
bliyiilk kolaylik saglayacagi ve hasta kisilerin yasam kalitesine katkida bulunacagi
distintilmektedir. Kisaca hedef kitlemiz MDR ile iliskili rahatsizliklar1 yasayan bireyler ve
hastalara tan1 koyma asamasinda hizmet verecek olan doktorlar ve saglik ¢alisanlaridir.

9. Riskler

Projenin basarisin1 olumsuz yonde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karsilagildiginda
projenin basariyla yiiriitilmesini saglamak i¢in alinacak tedbirler (B Plani) ilgili is paketleri
belirtilerek ana hatlartyla Tablo 3’teki Risk Yonetimi Tablosu’nda ifade edilmistir.

iP No En Onemli Riskler Risk Yonetimi (B Plani)

Kirmizi lahana ekstresinin

Asitlendirilmis metanol (%0.01 %37’ lik HCI)
veya asitlendirilmis etanol (%0.01 %37’lik
HCI) ile ekstraksiyon yapilarak evaporasyonla
hazirlanan ekstre kurutulup kullanilabilir.

hazirlanmasi i¢in kullanilan
1 yontemlerde total antosiyanin igeri
hesaplaninca hedeflenen verime

ulagilmayabilir.
Hedeflenen hasta sayisina ulagsmak | Calismanin baslarinda ortalama haftalik hasta
2 planlanan siireden daha da sayis1 az olmasi durumunda birden fazla
uzayabilir. klinikle calisilabilir.

Tablo 3. Risk Yo6netim Tablosu

“Kirmizi lahana ekstresinin hazirlanmasi i¢in kullanilan yontemlerde total antosiyanin igeri
hesaplaninca hedeflenen verime ulasilmayabilir.” riskinin olasihig1 diisiiktiir fakat projeye
etkisi orta derecededir. Bundan dolay1 Tablo 4’deki Olasilik ve Etki Matrisi’'ne gore
degerlendirildiginde 1x5 =5 diisiik risk olarak tanimlanabilir.

“Hedeflenen hasta sayisina ulagmak planlanan silireden daha da uzayabilir.” riskinin olasilig1
diisiiktiir fakat projeye etkisi orta diizeydedir. Bu sebeple Tablo 4’deki Olasilik ve Etki
Matrisi’ne gore degerlendirildiginde 1x5 =5 diisiik risk grubuna girmektedir. Bu risklerle
karsilagilmast durumunda B planin1 uygulamaya gecilecektir. Risk yonetim tablomuzdan da
anlasildig: gibi tolere edilemez bir riskimiz bulunmamaktadir.

Olasihk ;
Yiiksek Orta Risk Cok Yiiksek Risk
Orta
Diisiik Orta Risk
I Etki
Diigiik Orta Yiiksek

Tablo 4. Olasilik ve Etki Matrisi
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