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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Siddetli enfeksiyonlar glinlimiizde en ¢ok miicadele ettigimiz patolojik durumlardan biridir.
Mikroorganizmalara karsit kullandigimiz ¢esitli antimikrobiyal ajanlar olan antibiyotik
tedavilerine kars1 gelistirilen diren¢ mekanizmalar1 onlara karsi verdigimiz savasi daha da
zorlastirmaktadir. Ortaya ¢ikan bu durum karsisinda uyguladigimiz tedavinin basarili olmasi
icin patojenlerin halihazirda savunma mekanizmas: olusturamadigi antibiyotiklerin
kullanilmast veya mevcut antibiyotiklerin yliksek dozlarda kullanilmasi onerilen ¢oziimler
arasindadir. Antimikrobiyal diren¢ gelisimi acisindan yiiksek risk altinda bulunan {ilkemizde
ozellikle gram negatif bakterilerde goriilen kolistin (polimiksin E) direnciyle yogun bakim
hastalarinda siklikla karsilasilmaktadir. Tedavinin en iist basamaginda bulunan kolistin ve
karbapenem antibiyotiklerine dahi diren¢ gelisiminin ileri derecede artmasi ciddi tehdit
olusturmaktadir. Bu sebeple mikrobiyal kontaminasyon ve enfeksiyon gelisiminden korunmak
maksad1 ile alternatif ¢dziimlere ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle etkin antimikrobiyal
tedavinin saglanamamasi gibi sorunlarin oniine gecebilmek icin yenilik¢i ilag tasarimi ve
tastyici sistemlerinin gelisimine ihtiyag¢ vardir.

Onerilen proje dahilinde bu sorunlarin 6niine gecebilmek amaciyla nanoteknolojik ¢dziim
niteliginde kolistin temelli nanomalzemelerin antimikrobiyal karakteristiklerinin belirlenmesi
hedeflenmektedir. Bu kapsamda yapilacak c¢alismalarda yogun bakim hastalarinda ciddi



oranda seyreden kolistin direnci sebebiyle kolistin antibiyotigi kullanilmasi planlanmaktadir.
Temelde iki ayr1 yontemle kolistinden metalik Ag nanopartikiillerin ve hibrit nano yapilarin
sentezi gerceklestirilecektir. Ilerleyen asamalarda ise iiretilen bu hibrit nano yapilarin
antimikrobiyal etkinligi, klinikte en yiiksek siklikta kolistin direnci gosteren {i¢ ayri1 gram
negatif bakteri tiirii kullanilarak test edilecektir. Kolistin direnci gdsteren Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii lizerine olan etkileri minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin belirlenmesi ile ortaya konacaktir. Proje konusunu kapsayan bu
caligmalarla kolistinden sentezlenen hibrit nano yapilarin ve nanopartikiillerin kullanilmas ile
oldukca inovatif bir yaklasimla antimikrobiyal dirence ¢6ziim getirilecegi ongoriilmektedir.
Hedeflenen c¢alismalardan olumlu sonuglar alinmasi halinde e¢lde edilen verilerin
antibiyotiklere alternatif olarak Onerilecek faydali model ve patentlerin gelistirilmesine
katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

2. Problem/Sorun

Coklu ilag direngli mikroorganizmalar (MDR) giinlimiizde insan sagligini olumsuz yonde
etkileyen onemli tehdit unsurlarindan biridir. Yapilan ¢aligmalarda hekim bilgisi dahilinde
olmayan ila¢ kullanimi, hastanede wuzun siire kalma ve hastaya ait etkenler
mikroorganizmalarin ~ diren¢ mekanizmalar1 ~ gelistirmesinde ana  faktorler olarak
degerlendirilmektedir. Ayn1 zamanda bu ¢alismalar direngli organizmalarin hastane diginda
gelisim oraninda da son 20 yil i¢inde ciddi bir yiikselis oldugunu gdstermektedir. Gram
negatif bakterilerinin antibiyotiklere karsi1 olusturduklar1 diren¢ mekanizmasiin giiglenmesi,
coklu ila¢ direncinin gelisimindeki en ciddi o6rneklerden biridir. Tiim bunlarin yaninda ilag
sanayisinde yeni ilag¢ gelistirilmesi ve iiretimi konusunda ciddi bir yetersizlik oldugunu da goz
ard1 etmemek gerekmektedir. Bu durum, mikroorganizmalarin diren¢ gelisimini tetiklemekte
tedavi anlaminda klinikte ciddi problemler dogurmaktadir (1). Beta laktam grubu tasiyan
antibiyotiklerden tigesiklin, karbapenem ve aminoglikozid direncine sahip gram negatif
bakteri enfeksiyonlarmin tedavisinde kolistin (polimiksin E) iyi bir alternatif tedavi olarak
kullanilmaktadir (2). Bununla birlikte kolistin direnci de hizli bir sekilde goriilmeye
baslamistir ve diinya genelinde giderek artmaktadir. Nonfermenter mikroorganizmalarin
polimiksinlere karst olusturduklar1 diren¢ mekanizmast giin gectikge artmaktadir. Bu
mikroorganizmalardan biri olan Acinetobacter baumanii (A. baumannii) kolistine karsi
dayanikli ilk izolat olarak 1999 yilinda Cek Cumbhuriyeti tarafindan bildirilmistir (3). 2012°de
Chang ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada yalnizca kan Ornekleri ile sivi mikrodiliisyon
metoduna gore calisilan izolatlarin Tayvan’da %10,4°1 (4) ve 2014°te Lee ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada ise Giiney Kore’de %100 iiniin (5) dayanikli oldugu saptanmistir. Vourli ve
ark.’nin 2015 yili boyunca izole ettigi 117 karbapenem direngli A. baumannii izolatlarina
kolistin duyarliligi i¢in yontem degerlendirmesi yaptig1 calismasinda; kolistine direng
oranlari, otomatize sistemler olan Phoenix 100’e gore %15,4, Vitek 2’ye gore %16,2,
konvensiyonel yontemlerden agar diliisyona gore %35,9 ve sivi mikrodiliisyona gore ise %25
olarak belirtilmistir (6). Calisma sonucunda otomatize sistem kullanan laboratuvarlarin
mutlaka sivi mikrodiliisyon ile dogrulama yapmasi1 gerekliligini vurgulanmistir. ABD’de
balgam, burun siiriintiisii, kan, idrar gibi ¢esitli drneklerle yapilan ¢alismada A. baumannii
izolatlarin “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE) ve multilokus sekans tiplendirmesi (MLST)



ile gen profilleri belirlenmis ve sivi mikrodilisyon yontemiyle 20 tanesi (%100) direngli
olarak saptanmustir (7). Kolistin direnci gosteren A. baumannii izolatlar1 i¢in diinyanin farkli
yerlerinden bildirilen farkli sonuglar bulunmaktadir.

3. Coziim

Giliniimlizde hizla artan bulasic1 hastaliklar, ticari olarak ulasabilecegimiz antibiyotiklerin
kullanimini ciddi oranda artirmistir. Bu durum mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi bir
diren¢ olusturmasini saglamis ve bu da Oniimiize yeni bir engel c¢ikarmistir. Bu sebeple,
bakterilerin tanimadigi yeni etki mekanizmalarini i¢inde barindiran ve bakterilerin daha az
direng gosterebilecegi antimikrobiyal ilaclar gelistirmek i¢in ¢alismalar son hizda devam
etmektedir (8). Onerilen projede bu soruna ¢dziim olabilecek nitelikte direncli
mikroorganizmalarin  mevcut antibiyotiklerle tedavi edilememesine bagli olarak
antibiyotiklerden farkli morfolojilere sahip nanosistemler gelistirilmesi hedeflenmektedir.
Projede tedavinin en iist basamaginda olmasina ragmen ona dahi diren¢ gelistiren bakterilerin
oldugu kolistin antibiyotigi lizerine ¢alisilacaktir.  Onerilen proje, kolistinden Ag temelli
hibrit nano yapilar (HNY) ve metalik Ag kullamlmasiyla nanopartikiiller (NP)
sentezlenmesiyle antimikrobiyal dirence karsi artan etkinligin incelenmesi iizerinedir. Proje
kapsaminda serbest kolistin, kolistin-Ag nanopartikiil (NP) ve kolistin-Ag® hibrit nano
yapilarinin (HNY) antimikrobiyal etkinligi sistematik olarak incelenecektir. Boylece kolistine
kars1 gosterilen antimikrobiyal dirence karsi sentezlenen yapilarin direngli bakterilerde dahi
etkinligi olup olmadig1 arastirilacaktir.

Bu bilgilerin 1s18inda ¢alismamizin 6zeti; kolistin antimikrobiyal direng gosteren suslarda
etkinliginin sistematik olarak incelenmesi disinda Ag NP’lerin tek baslarina gosterdikleri
antimikrobiyal etkinlikten yola ¢ikilarak Kolistin-Ag NP’lerin ve Kolistin-Ag® HNY lerin
sentezlenmesidir. Bu amagla serbest kolistine direngli mikroorganizmalarin karsi artmis
antimikrobiyal aktivite goriilecegi diisiiniilmektedir.

4. Yontem
4.1.  Kolistin-Ag NP’lerin Sentezi:

AgNP sentezi icin 90 mL 3 M AgNO3 ¢ozeltisine 10 mL ¢esitli konsantrasyonlarda kolistin
eklenerek karanlik ortamda 24 saat boyunca karistirilacaktir. Ardindan 5000 rpm’de 25
dakika santrifiij edilecek ve ¢okelti 70 °C’de bir gece kurutulacaktir.
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Sekil 1. Kolistinin molekiiler yapisi



4.2.  Kolistin-Ag Hibrit Nano Yapilarin Sentezi:

Oncelikle AgNOg3 stok ¢ozeltisi saf su icerisinde hazirlanir. 0.02 mg/mL konsantrasyonunda
kolistin igeren fosfat tamponuna (10 mM, pH: 7.4) belirlenen miktarda AgNO3 ¢ozeltisi
eklenir ve karisim hizla vorteks edilir. Daha sonra karisim bagka bir isleme tabi tutulmadan
+4°C’de 3 giin inkiibasyona birakilir. 3 giiniin sonunda elde edilen mavi renkli ¢okelek
(HNY) etiivde kurutularak karakterize edilir. HNY ’lerin sentezi Sekil 2°de gosterildigi gibi;
ilk olarak glimiis ve fosfat bir araya gelerek nanokristaller olusur. Bu asamada protein
molekiilleri ¢ogunlukla Ag® iyonlar1 ile 6zellikle proteinin yapisindaki amin gruplarinin
koordinasyon bagi ile baglanmasiyla agregatlar olustururlar. Nanokristallerinin ¢ekirdeklenme
alanlarmin olugsmasimi bu agregatlar saglar. Sonrasinda ise protein molekiilleri ve primer
kristaller iri topaklar meydana getirirler. Nano boyutta olusan yaprak sekilli yapilar bir araya
gelerek birbirine baglanirlar ve anizotropik biiyiime ile ¢icek benzeri sekillere sahip yapilar
olugtururlar (20). Projede kolistin ile Ag" olusturacagi HNY incelenip olusum mekanizmasi
aydinlatilmaya calisilacaktir.

Sekil 2. Kolistin-Ag™ hibrit nano yapilarin sirasi ile 1 giinliik, 2 giinliik ve 3 giinliik
inkiibasyonlar1 sonucu morfolojileri yer almaktadir.

4.3.  Sentezlenecek Kolistin-Ag NP ve Kolistin-Ag+ HNY Karakterizasyonu:

Kolistin-Ag NP ve Kaolistin-Ag® HNY ’lerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
ve taramali tiinelleme mikroskobu (STM) ile karakterize edilecektir. X-151m1 kirmnim (XRD)
ile kristal yapilar1 ve FTIR ile kimyasal yapilar1 anlagilirken, dinamik 11k sagilim1 (DLS) ile
etkin yarigaplari ve Zeta potansiyel ile yiizey yliklerin tiirii ve siddeti dlgiilecektir (23).

4.4.  Serbest Kolistin, Kolistin-Ag NP ve Kolistin-Ag* HNY’lerin Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Test Edilmesi:
4.4.1. Disk Difiizyon Testi

Bu yontemde, incelenecek olan mikroorganizma trypticase soy buyyonda 2 saat siireyle
37°C'de inkiibe edilir. Onerilen projede gram negatif bakteri ailesinde siklikla kolistin
direnciyle karsilagilan E. coli, K. pneumoniae ve A. baumannii kullanilacaktir. Bulaniklik
olustuktan sonra McFarland 0.5 (10® mikroorganizma/ml)'e gore ayarlanarak standart bir
bulaniklik olusturulur. (McFarland standartlari, bir sivi besiyerinde bulunan bakteri sayisini
belirlemek amaciyla gelistirilmistir. McFarland'in baryum kloriir ve stilfirik asit kullanarak
gelistirdigi standart bulaniklik tiipleri, siv1 bir besiyerine ekilen bakterinin miktarina esdeger



bulaniklik derecelerini igerir). Bu siispansiyondan steril bir ekiivyon yardimiyla alinan 6rnek
Mueller-Hinton agar yilizeyine inokiile edilir. Takiben farkli konsantrasyonlarda Serbest
kolistin, kolistin-Ag NP ve kolistin-Ag™ HNY igeren diskler steril bir pens yardimiyla agar
yilizeyine yerlestirilir. Bu islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri {izerine gelmemesi igin
diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir.
Daha sonra besiyerleri 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlar1
Olciiliir. Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik olarak
kullanilan yontem disk diflizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu yontem Kirby-
Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu test, kagit disklere
emdirilen antibiyotigin/maddenin, duyarlilig1 arastirilan mikroorganizmanin inokiile edildigi
besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagla; 6nerilen proje kapsaminda belli
miktarlarda Serbest kolistin, kolistin-Ag NP ve kolistin-Ag"™ HNY emdirilmis kagit diskler,
test edilecek olan mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokiile edildigi kati1 besiyerlerine
yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniip agara dogru difiize olurken, inokiile edilen
mikroorganizma da c¢ogalmaya baslar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra NP ve
HNY’lerin inhibitér konsantrasyonlarinin saglandigi diskin c¢evresinde iireme goriilmez.
Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar
genis olacaktir. Inhibisyon zonunun ¢ap1 mm seklinde dlciilerek, standart zon tablolara gore
degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara karsi
duyarlilik durumu belirlenir.

1. Test ve kontrol kiiltiirleri ile inokiilum hazirlanmas:

a. Yalnizca saf kiiltiir kullanilir.

b. Ug ila bes benzer koloni segilir ve inokiilasyon ignesi veya 6ze kullanarak 4 — 5 mL’lik
triptik soy broth gibi uygun bir sivi ortamina (broth) (veya gii¢ iireyen organizmalar i¢in
Mueller Hinton Broth) aktarilir.

c. Gerekiyorsa 0,5 McFarland’lik tiirbidite standardini (yaklasik olarak, 1 ila 2 x 108 CFU /
mL) elde etmek i¢in s1vi ortamdaki kiiltiirler 35 °C’de 2-6 saat siireyle inkiibe edilebilir.

d. 0,5 McFarland’lik tiirbidite standardina esdeger bir tlrbidite degeri elde etmek igin
gerekiyorsa seyreltilir. Seyreltim sivist olarak steril sivi besiyeri veya tuz ¢ozeltisi
kullanilabilir. Alternatif olarak; inokiilum fotometrik olarak standartlastirilir.

2. Inokiilasyon:

a) 15 dakika iginde, steril bir ekiivyon uygun bir sekilde ayarlanmis inokiiluma daldirilir ve
fazla stvinin akmasi i¢in ekiivyon tiipiin i¢ {ist duvarina bastirilarak birkac kez dondiiriiliir.

b) Mueller Hinton Agar (veya uygun baska bir agar) plaginin ylizeyi, tamamui {i¢ kez ¢izilerek
ekim yapilir. Esit bir inokulasyon elde etmek icin her ¢izimden sonra plak 60° dondiiriiliir.

¢) ilag asilanmis diskler uygulanmadan &nce varsa yiizey neminin emilmesi igin kapak 3-5
dakikaligina aralik birakilabilir.

3. Uygun diskler segilir.

4. Diskler dispanser veya penset araciligiyla, aseptik onlemlere dikkat edilerek uygulanir.
Diskler, merkezleri arasinda en az 24 mm olacak sekilde yerlestirilir.

Disklerin agar iizerinde yiizeyle temas1 saglamak icin steril bir igne veya forsepsle disklere
bastirilabilir.



5. Plaklar 15 dakika i¢inde, agar yiizeyi yukar1 bakacak sekilde 35 + 2 °C’lik inkiibatore
yerlestirilir.

6. 16-18 saat inkiibasyondan sonra plaklar1 incelenir.

Sik goriilen aeroblarin testi i¢in tahmini degerleri gosteren Zon Cap1 Yorumlama Tablosuna
(CLSI) bakailir.

4.4.2. Stvi mikrodiliisyon yontemi:

- S1vi mikrodiliisyon yonteminde MHB kullanilir.

- Test 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda uygulanir.

- Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki serbest kolistin, kolistin-Ag NP ve kolistin-Ag*
HNY ayni sira ile mikroplaklara dagitilir.

- Serbest kolistin, kolistin-Ag NP ve kolistin-Ag® HNY konsantrasyonlar1 bu sekilde
hazirlandig1 gibi iki kat diliisyon ile de hazirlanabilir.

Hazirlanan mikroplaklara bakteri inokiilasyonu:

- McFarland 0.5 standart bulaniklifinda hazirlanan inokiilum 1:10 diliie edildikten sonra
sterilite kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara 5 pl olarak ekilir.

- Inokiilum standardize edildikten sonra 15 dk i¢cinde mikroplaklara ekim yapulir.

- Inokiilum miktar1 kuyucuktaki hacmin %10’undan fazla olmamalidr.

- Inokiilumun saflik kontrolii selektif olmayan agar plagina ekim yapilarak belirlenir.

On Cahsmalar:
On calisma kapsaminda antibiyotik ile Ag* iyonunun fosfat tamponundaki reaksiyonu ile
hibrit nano yapinin iiretilmesi basar1 ile gerceklestirilmistir.

EHT=2500K/ WD=B5mm Mag= 700KX SgralA=SEt (= ernarm | 2Hm EHT=25.00kv WD=85mm Mag= 1500KX SignalA=SE1 = CrNarmy

Sekil 3. a) Antibiyotik-Ag* HNY b) Petallerin ayrintili gériintimii

5. Yenilikci (Inovatif) Yonii

Nanomalzemeler arasinda en yaygin olarak iiretilen giimiis tabanli nanopargaciklar benzersiz
fizikokimyasal 6zelliklere sahip olup ¢ok yonlii mekanizmalar ile giiglii bir antimikrobiyal
aktivite sergilerler (15,16).

Bahsedilen coklu ilag direnci sorununa yonelik ¢Oziim niteligindeki One siiriilen proje
onerisinde temelde iki farkli metodla nanomalzeme sentezi gergeklestirilecektir.
Sentezlenecek iki farkli yapidan ilki metalik kolistin-Ag nanopartikiil (NP) sentezidir. Yapilan



bircok calismada Ag nanopartikiillerin antiviral, antifungal, antiparazitik ve antibakteriyel
etkinlikleri kanitlanmigtir (17,18). Saglik sektorii, Ag tabanli nanomalzemeler i¢in en biiyiik
pazarlardan biridir ve bakteriyel kolonizasyonu engellemek i¢in intravendz kateterler, yara
ortilleri ve organ/dis implantlar1 gibi tibbi cihazlarda kaplama maddesi olarak
kullanilmaktadir (19).

Projede kullanilacak olan diger yontemle kolistin-Ag* hibrit nano yapilarin (HNY) sentezi
gergeklestirilecektir. Bu yontem yakin bir tarihte, Amerika Birlesik Devletleri’nde Stanford
Universitesi Prof. Zare ve arkadaslari tarafindan yeni nesil bir enzim immobilizasyon
yaklasimi seklinde gelistirilmistir. Enzimlerin serbest formuna ve konvansiyonel yontemle
immobilize formuna gore hem katalitik aktivitesi hem de kararliligi dikkate deger Olciide
artmistir. Cicek sekilli organik-inorganik hibrit nano yapilarin temel iiretim mekanizmasinda,
ilk olarak organik kisim olan proteinler inorganik bilesen olarak Cu (II) iyonunu ile fosfat
tamponunda (PBS) etkileserek, protein-Cus(POa)2 kristalleri olusur ve devaminda sistemin
protein ile beslenmesi ve inkiibe edilmesi ile ¢igek sekilli hibrit nano yapilar iiretilmistir (20).
Benzer bir konsept ise Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Ogretim iiyesi Dog. Dr. Ismail
Ocsoy ve arastirma ekibi tarafindan protein yerine farkli biyolojik ve organik molekiiller
kullanilarak c¢icek sekilli hibrit nano yapilar1 liretmistir ve enzim dist yapilarin peroksidaz
benzeri aktiviteleri ve antimikrobiyal ozellikleri incelenmistir. Onerilen projede kolistin
organik bilesen olarak kullanilmasi sonucu Prof. Zare ekibinin yaptigindan farkli olarak
inorganik kisim olarak da Ag* kullanilmasiyla hibrit nano yapilar sentezlenecektir.

Khaled ve ark. tarafindan 2021’de kolistin, imipenem ve Ag NP’ler coklu ilag direnci
gosteren A. baumannii susuna kars1 test edilmistir (21). Salman ve ark. tarafindan 2019’da
yapilan bagka bir calismada ise polimiksin grubuna ait olan polimiksin B ve Ag NP’ler P.
aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilm {izerine sinerjistik etkinin olup olmadig:
aragtirtlmistir (22). Yapilan bu son ¢alismalardan da anlagilacagi gibi dnerilen proje, popiiler
hale gelen antibiyotiklere alternatif nanoteknolojik yaklasimlar gelistirme iizerinedir. Projenin
temel yenilik¢i yonii mevcut ¢alismalarin aksine dogrudan kolistinden Ag nanomalzemelerin
iretilmesi ve bunun iki farkli yontemle gergeklestirilmesi lizerinedir. Boylece tek basina
kolistin varliginda direng gosteren bakteriyel suslarin kolistin icerikli Ag nanomalzemeler
varliginda sinerjistik etki ile direncin tistesinden gelebilecegi ongorilmektedir. Ayrica iki
farkl1 yontem sonucu elde edilen nanomalzemelerin de karsilastirmas: yapilarak daha etkin
olan formun belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu bilgilerin 1518inda Onerilen projede serbest kolistin disinda kolistin metalik Ag ile
kombinasyonuyla nanopartikiil ve hibrit nano yapilar olusturulacaktir. Projede yenilik¢i bir
bakis acisiyla Ag® iyonlarinin varligiyla desteklenmis bir iki farkli nanomalzeme
sentezlenerek kolistinin serbest formuna gore antibakteriyel etkinligindeki degisiklik
incelenecektir.

6. Uygulanabilirlik

Bu ¢alisma sonucunda kolistin direnci gosteren 3 ayr1 bakteri susuna karsi etkili Kolistin-Ag
NP ve kolistin-Ag® HNY sentezlenecektir. Bu sayede antibiyotik tabanli Ag nanomalzemeler
sentezlenerek giimiis ile model antibiyotigin sinerjik aktivitesinden yararlanilarak diisiik



dozda antibiyotik ile yiiksek antimikrobiyali etki goriilmesi ve direncin iistesinden gelinmesi
hedeflenmektedir. Boylece ciddi bir sorun haline gelen antimikrobiyali direncin 6nlenmesi ve
kolistin direnci kaynakli hastanede kalis siiresinin kisalmasi beklenmektedir. Patojenlerdeki
kolistin direncinin neden oldugu enfeksiyonlar ve antibiyotik tedavisi basarisizligi oranlari
arttigindan, bu enfeksiyonlar1 tedavi etmek ve onlemek icin alternatif stratejilerin bulunmasi
gerekmektedir.  Antibiyotiklerin  etkinligini  arttrmak igin mevcut antibiyotikleri
nanoteknolojik akillica planlanmis stratejilerle etkili hale getirmek bu soruna ¢6ziim
olabilecek niteliktedir. Ag nanomalzemelerin etkili sekilde patojenlerin eradikasyonunda
kullanildig1 yapilan g¢alismalarla desteklenmis olup Onerilen projede gram negatif bakteri
direnci denilince akla ilk gelen kolistin antibiyotigi Ag NP ve Ag® HNY sentezlemeyi ve
antimikrobiyal aktivitesini incelemeyi hedeflemekteyiz. Bdylece normalde kolistinle dahi
tedavi edilemeyen direng gosterdigi saptanan yogun bakimda siklikla karsilagilan patojenler
icin alternatif tedavi yokken antibiyotigin Ag nanomalzeme formiilasyonunda uygulanmasi
tedavi yolunda umut verici olacagi ongoriilmektedir. Sentezledigimiz nanopartikiillerden
istedigimiz olumlu sonuglari aldigimiz takdirde nanopartikiillerin klinik suslar iizerindeki
etkisini de incelemeyi planlamaktayiz. Bu sekilde elde edilen veriler uluslararas: satig yapan
ilgili firmalara lisanslanabilir. Eger projemiz yurt i¢i proje desteklerine hak kazanirsa
tamamen milli liretim olarak uygun farmasotik dozaj sekline getirilebilir ve milli bir marka ile
diger tilkelere pazarlanabilir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

AYLAR

i 0 2022 2023

No Adi/Tanimi

Kolistin-Ag NP’lerin sentez

1 | sartlarinin standardizasyonu
ve sentezinin

gerceklestirilmesi

2 Kolistin-Ag* HNY sentezi

Kolistin-Ag NP’lerin ve
3 kolistin-Ag* HNY ’lerin
karakterizasyonu

Kolistin-Ag NP’lerin ve
kolistin-Ag* HNY ’lerin

4 direngli suslarda
antimikrobiyal etkinliginin
incelenmesi
5 Verilerin diizenlenmesi ve

sonug¢ raporu

Tablo 1. Is-zaman plan
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Projede kullanilacak malzemelerin listesi ve miktarlar1 Tablo 2’de sunulmustur. Alinan
proformarlarla yaklagik 21.000 TL’lik biitgenin yeterli oldugu 6ngoriilmiistiir. Projede gerekli
olan kimyasal malzeme ve sarf malzemelerin kismen arastirma laboratuvarinda bulunmasi
durumunda biitce daha da asagiya c¢ekilmektedir. Harcamalarin biyiikk kismi proje
baslangicinda gerekli oldugu goriiliip temin edilmistir.

Pipet Ucu 0-10ul 5 PAKET 179,00 TL 18 1.056,10 TL
Pipet Ucu 5-100 pl 5 PAKET 39,00 TL 18 230,10 TL
Pipet Ucu 1000 pl 10 PAKET 79,00 TL 18 932,20 TL
Pipet Ucu 0-5000ul 10 PAKET 159,00 TL 18 1.876,20 TL
Millex-HV Siringa Ucu Filtre 5 PAKET 661,00 TL 18 3899,75 TL
Millex-HV Siringa ucu filtre nonsteril 2 PAKET 295,00 TL 18 696,20 TL
Cam Test Tiipi 5 PAKET 195,00 TL 18 11505 TL
Vial 1,5ml 2 PAKET 246,00 TL 18 580,56 TL
ENJEKTOR 10ML [100AD/PKT] 10 PAKET 95,00 TL 18 1121 TL
ENJEKTOR 20ML [100AD/PKT] 10 PAKET 140,00 TL 18 1.652,00 TL
ENJEKTOR 5ML [100AD/PKT] 10 PAKET 89,00 TL 18 1050 TL
Petri Kutusu [26Ad/Pkt] 10 PAKET 38,00 TL 18 380 TL
Ekiivyon Cubugu [100AD/PKT] 100 PAKET 19,00 TL 18 2.242,00 TL
Oze 10 pl [20X5 Paket] 20 PAKET 49,00 TL 18 1156,4 TL
96 WELL PLATE, Diiz Tabanli, 1.390,00
GAMA Steril [50Ad/Pk{] 2 " TL 18 13126 TL
Cam Beher, Kisa Form, 25 ml 10 ADET 14,00 TL 18 165,20 TL
Cam Beher, Kisa Form, 50 ml 10 ADET 18,00 TL 18 212,40 TL
Cam Beher, Kisa Form, 100 ml 10 ADET 21,00 TL 18 247,80 TL
Cam Beher, Kisa Form, 250 ml 5 ADET 25,00 TL 18 147,50 TL
Cam Beher, Kisa Form, 1000 ml 5 ADET 55,00 TL 18 324,50 TL
ise, 100 M1, Borosilikat Cam, Mavi
E/isdah Kapakli - G145, Taksimath L ARl 3o00yTL bt 413,00 TL
ise, 250 M1, Borosilikat Cam, Mavi
E/isdah Kapakli - G145, Taksimath 10 . 4 S L i 472,00 TL
Spektrofotometre Kiiveti, PS, Kopiik
Rekta, 0.5.2 ml Mikro [L00AG/KUtL] 1 U G0 TL 13 8024 TL

Tablo 2. Malzeme listesi

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Ulkemiz MDR mikroorganizmalarin yayginhigi konusunda diger iilkelere gore ¢ok daha
yliksek oranlara sahiptir. Bu mikroorganizmalara karst verilen miicadele, gerekli saglik
politikalartyla desteklenmeli ve toplumsal savas devam ettirilmelidir. Mikroorganizmalara
kars1 verdigimiz bu miicadelede tani, tedavi ve koruma gibi her adim ¢ok onemli yer
tutmaktadir. MDR mikroorganizmalarin dogru, hizli ve maliyet etkin tespiti ve tedavisi direng
dongiisiiniin agilmasinda en ¢ok 6zen gosterilmesi gereken noktalarin basinda gelmektedir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin yaymladigi 2019 yili Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal
Stirveyans (CAESAR) raporuna gore iilkemizde kan ve beyin omurilik sivisi 6rneklerinden
izole edilen Klebsiella pneumoniae kokenlerinde MDR %40’lara, Acinetobacter spp.
kokenlerinde %79 yiikseldigini gorebiliriz. Ayni raporda iilkemizde metisiline kars1 dayanikl
Staphylococcus aureus (MRSA) %30’larda vankomisin direngli Enterekok (VRE) oranlarinin
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%15’lerde oldugu bildirilmistir (9). Bahsedilen bu antimikrobiyal diren¢ sorununa karsi etkili
tedaviyi saglayacak antibiyotiklerin mevcut gelistirilme hizi ¢ok yavastir. Biiyiik ilag
sirketlerinin ¢ogu, bu yiiksek riskli yatirimlar i¢in devlet tesviklerinin olmamasi nedeniyle
yeni antibiyotiklerin arastirilmas1t ve gelistirilmesini finansal olarak desteklemekten
vazge¢mistir (10-13). Bunun sonucunda yeni antibiyotik gelisimine olan ciddi boyutlardaki
ihtiyaca ¢oziim niteliginde nanoteknolojik ¢6ziim siireclerinin etkili oldugu kabul edilmistir
(14). Bu veriler 1s18inda projemiz oldukga genis bir hedef kitleye sahiptir. Antimikrobiyal
direng ile miicadele eden hastalar ve bu hastalara tedavi hizmeti sunacak saglik ¢alisanlari
projemizin kisaca hedef kitlesidir.

9. Riskler

Projenin basarisini olumsuz yonde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karsilagildiginda
projenin basariyla ylriitiilmesini saglamak i¢in alinacak tedbirler (B Plam) ilgili is paketleri
belirtilerek ana hatlariyla Tablo 3’teki Risk Y&netimi Tablosu’nda ifade edilmistir.

En Onemli Riskler Risk Yonetimi (B Plam)

Ag HNY’lerin sentezinde kullanilan
1 kolistinin daha 6nceden hedef konulan
konsantrasyonunda istenilen sekilde Ag

Farkli konsantrasyon ve ortam sartlarinda
sentez kosullart olusturmak ve
karakterizasyona o sekilde devam etmek.

NP olusmamasi.

Tablo 3. Risk Yonetim Tablosu

“Ag HNY’lerin sentezinde kullanilan kolistinin daha Onceden hedef konulan
konsantrasyonunda istenilen sekilde Ag NP olusmamasi.” riskinin olasilig1 diisiiktiir fakat
projeye etkisi orta derecededir. Tablo 4’teki Olasilik ve Etki Matrisi’ ne gore diisiik risk
olarak degerlendirilebilir. Bu durumda risk 1x5 =5 diisiik risk olarak tanimlanabilir.
Bahsedilen risklerle karsilagildigi durumlarda B planini uygulamaya gegilecektir. Risk
yoOnetim tablomuzdan da anlasildig: gibi tolere edilemez bir riskimiz bulunmamaktadir.

Olasilik

Yiiksek Orta Risk Cok Yiiksek Risk

Orta

Diisiik Orta Risk

| —-] Etki
Diigiik Orta Yiiksek

Tablo 4. Olasilik ve Etki Matrisi
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